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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 M edizinische Bedeutung der Adipositas

Fir das Uberleben von Mensch und Tier war die Fahigkeit zur Speicherung von Energie im
Fettgewebe stets eine wesentliche Voraussetzung. In der heutigen Zeit hat diese Fahigkeit in
den Industrienationen durch das geregelte Nahrungsangebot bzw. -Uberangebot an vitaler
Bedeutung verloren. Ubergewicht und diabetische Stoffwechselstérungen haben in den letzten
Jahrzehnten stark zugenommen. In alen Altersstufen steigt die Pravalenz fur Adipositas
(Seidell 1997). Besorgnis erregend ist aber vor alem die zunehmende Adipositas im Kindes-
und Jugendalter in den USA und auch Europa (Harlan 1993; Cernerud 1993; Troiano et a.
1995). Bedenkt man die Folgekrankheiten, die durch Ubergewicht hervorgerufen werden
konnen, zu ihnen gehdren unter anderem Diabetes mellitus 11, arterielle Hypertonie, koronare
Herzkrankheiten und Dydlipidamie, aber auch Erkrankungen des respiratorischen Systems
und des Bewegungsapparates (Ubersichten bei Bray 1987), so gewinnt diese Entwicklung
zusétzlich an medizinischer Bedeutung. Besonders in den letzten Jahren wurde deshalb die
Notwendigkeit erkannt, praventiv gegen Ubergewicht und diabetische Stoffwechsel-
erkrankungen vorzugehen (Knowler et a. 1995; Guillaume 1996), vor alem, da die
Erfolgsaussichten bei der Behandlung einer manifesten Adipositas nur gering sind (Serdula et
a. 1993). Von besonderer Bedeutung ist die Erforschung der Entstehungsmechanismen von
Adipositas, die in Interaktionen von genetischen und Umweltfaktoren zu suchen sind (Perussé
et al. 1998). In den letzten Jahren hat die genetische Ursachenforschung bel der Entstehung
extremer Adipositas erhebliche Fortschritte gemacht (Chagnon et a. 2000), dennoch kommt
insbesondere der Suche nach nicht-genetischen, atiopathogenetisch relevanten Faktoren eine
vermehrte Bedeutung zu, da vor allem bei einer milden Adipositas genetische Ursachen as
Grund dleine nicht in Frage kommen konnen (Perusse et a. 1998). Im Rahmen der
Erforschung der Atiopathogenese von Ubergewicht konnte daher der Auffindung von
Risikofaktoren eine Schlisselrolle zukommen, da sich hierdurch Méglichkeiten zur Primér-

oder Sekundarprévention ertffnen konnten.
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1.1.1. Adipositas als Regulationsstorung

Der die Adipositas kennzeichnende Aufbau Ubermalliger Fettdepots und das daraus
resultierende Ubergewicht sind das Ergebnis von Stérungen komplexer Regelvorgange, an
denen sowohl periphere as auch zentralnervése Mechanismen beteiligt sind. Dal’3 beim
Menschen und bei vielen Sdugetieren normalerweise eine relative Konstanz der Fettmasse
Uber einen langen Zeitraum nach Erreichen des Erwachsenenalters besteht, ist in anbetracht
der Schwankungen in der Energieaufnahme und der Variabilité des Energieverbrauchs ein
bemerkenswertes Phanomen. Trotz zahlreicher Untersuchungen sind die an der Energiezufuhr
mit der Nahrung und an der Energiedissipation Uber den Stoffwechsel angreifenden
Regulationsprozesse nur ansatzweise aufgeklart, und dementsprechend sind die
gegenwaértigen Vorstellungen tber die Regulation von Kdrpergewicht und Fettmasse teilweise
noch hypothetisch. Allgemein wird die Tendenz eines Organismus, unter Inanspruchnahme
seiner Regelsysteme ein dynamisches Gleichgewicht zur Sicherung seiner Lebens- und
L eistungsfahigkeit innerhalb eines bestimmten Anderungsbereichs der Umweltbedingungen
aufrecht zu erhalten, als Homdostase bezeichnet (Wiesner und Ribbeck 1983). Adipositas ist

insoweit eine Stérung der Energiehomaoostase.

1.12. Modelle der Adipositas

Ein Weg zur Aufklarung von Storungen der Energiehomoostase ist die Untersuchung von
Tiermodellen, in denen definierbare Komponenten der Regelung der Korperfettdepots defekt
sind. Dazu gehéren zum Beispie Zuchtstamme von Nagern, bel denen Adipositas als erbliche
Storung auftritt; dies gilt fur die sog. Zuckerratten, die ob/ob-Méuse und die db/db-Mé&use.
Zur Zeit werden mit dem Knock-out-Verfahren weitere Modelle dieser Art generiert. Ein
anderer Weg zur Erzeugung von AdipositassModellen ist das Setzen definierter
zentralnervoser Lasionen, die zur Adipositas fihren. Weniger eindeutig sind die Grundlagen
von Modellen, bei denen infolge von Stoffwechselstérungen beim Muittertier oder von frih-
postnatalen Erndhrungsstérungen eine Tendenz zur Adipositas entsteht. Die vorliegende
tierexperimentelle Untersuchung bedient sich des Adipositas-Modells der postnatalen
Ubererndhrung, teilweise in Kombination mit einem genetischen Adipositas-Modell sowie
eines Lasionsmodells. Da juvenile Tiere untersucht werden, ist auRer der Anderung von

Fettdepots die Zunahme der fettfrelen Korpermasse infolge des Wachstums im
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Untersuchungszeitraum zu bertcksichtigen. Die beiden Adipositas-Modelle werden in Kap.
1.4.1. und 1.4.2. ndher beschrieben.

1.2. Die Regelung der Energiereserven als Verstdndnisgrundlage der
Regelungsstorung ,, Adipositas’

Das Ziel der Energiehomdostase, die relative Konstanz der Energiedepots, kann durch die
Regelung verschiedener, die Energiebilanz beeinflussender regulatorischer Aktivitaten
erreicht werden. Diese Aktivitaten sind der Energieverbrauch, die Energieaufnahme mit der
Nahrung und Wachstums- oder Involutionsprozesse. Das hochkomplexe neurohormonale
Regelsystem versucht, durch wechselseitige Anpassung dieser Aktivitéten die Fluktuationen
der Energiebilanz und damit der Energiedepots hinsichtlich der Amplitude und der Dauer zu
minimieren (Woods et al. 1998). Langerfristig bleibt die in Form von Fett angelegte
Energiereserve des adulten Organismus stabil, wenn der verwertbare Energiegehalt der
aufgenommenen Nahrung dem Gesamtenergieverbrauch  entspricht, der durch
Warmeproduktion, Muskelarbeit und biochemische Fixierung in  Struktur- und
Funktiongeweben bedingt ist. Stérungen im Energiehaushalt im Sinne einer positiven Bilanz
der Fettreserven durch Uberwiegen der Speicherung gegeniiber dem Energieverbrauch fuhren
zu Adipositas. Beéim wachsenden Organismus erfordert der Nachwels von Adipositas die
vergleichende Berlicksichtigung der durch Wachstum entstehenden Zunahme der fettfreien

Korpermasse einschliefdich der proportionalen VergrofRerung des Anteils an Fettgewebe.

Der Organismus begegnet den Erfordernissen des Energieverbrauchs kurzfristig mit der
Regulation der Nahrungsaufnahme. Damit konnen im algemeinen rasche temporare
Anderungen des Energiebedarfs ausgeglichen werden wie der durch die Auseinandersetzung
mit der Umwelt erzwungene Energiebedarf fir wechselnde korperliche Aktivitdaten und die
thermoregulatorischen Erfordernisse der Warmebildung durch Kaéltezittern oder zitterfreie
Thermogenese (NST). Normaerweise entstehen diese Anforderungen auf der Grundlage
eines konstanten Erhaltungsstoffwechsels. Darlberhinaus sind Regulationsprozesse
erforderlich, mit denen der Organismus temporéren, endogen verursachten, teilweise
langerfristigen Anderungen der Energiebilanz begegnen kann. Dies gilt einerseits fiir akute
Storgrofen, z.B. aufgrund der Einflisse metabolisch wirksamer Hormone wie Insulin und
Katecholamine, die wegen Erfordernissen anderer Regelsysteme aktiviert werden.

Andererseits konnen auch langerfristige Zusatzbelastungen wirksam werden, die
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physiologisch, wie im Falle der Schwangerschaft, oder pathologisch, wie im Falle von
Erkrankungen oder Hungerzustdnden, bedingt sein konnen und as chronische, sog.
homaoorhetische Storgrofien beschrieben werden (Houseknecht et al. 1998).

Uber die Regulation des Energiehaushaltes wurden viele Theorien entwickelt (Levin et al.
1996). Wichtige Elemente dieses Kontrollsystems sind auf der einen Seite Hormone, die im
Verhdltnis zur Korperfettmasse sezerniert werden (z.B. Leptin und Insulin) und als Signale
wirken konnten, auf der anderen Seite Gehirnstrukturen, die der zentralen Regulation dienen.
In Reaktion auf Zusténde einer negativen Energiebilanz werden regulativ anabole Aktivitéten
verstérkt. Die Folge davon ist eine vermehrte Futteraufnahme und, falls diese den
Energieverbrauch Ubersteigt, eine Energiespeicherung in Form von Fett. Umgekehrt kann es
als Reaktion auf Zusténde einer positiven Energiebilanz zu einer Verstérkung kataboler
Wirkungen kommen, die zu einer Abnahme der Futteraufnahme und, fals diese den
Energieverbrauch unterschreitet, zu einer Reduktion der Energiespeicherung fihrt (Levin
2000). Durch diesen Zyklus kann die Regulierung des Energiehaushaltes und somit auch des
Korpergewichtes Uber einen langen Zeitraum erfolgen. Aufgrund der vielen, regulatorisch
eingreifenden Komponenten kann es an vielen Stellen zu Stérungen des Regelkreises
kommen, das heil¥, die aufgenommene Energie spiegelt nicht mehr die bendtigte Energie
wider, was zu einer vermehrten Akkumulation von Energie in Form von Fett fihrt (Ahima et
al. 1996).

1.2.1. Rolle des Energieverbrauchs als Stellgr 63e in der Ener giehomoostase

Weil wesentliche Komponenten des Energieverbrauchs obligatorisch sind oder durch
wechselnde Umwelteinfllisse oder Funktionszustdnde des Organismus erzwungen werden,
bestehen nur eingeschrankte Moglichkeiten, durch Variation des Energieverbrauchs zur
Regelung der Energiehomdostase beizutragen. Von diesen Mdglichkeiten wird in der Form
reduzierter korperlicher Aktivitdt sowie durch tellweisen Verzicht auf die Aufrechterhaltung
der normalen Korpertemperatur in der Form des Torpors bel kleineren Warmblitern
Gebrauch gemacht (Eckert 1986; Geiser et a. 1988), aber auch durch Senkung des
Grundumsatzes bei grofien Tieren oder beim Mensch im Hungerzustand (Leibel und Hirsch
1984; Leibel et al. 1995). Als Reaktion auf ein aktuelles Uberangebot an Nahrung kann der
Organismus den Energieverbrauch durch die fakultative dié-induzierten Thermogenese in

madigem Umfang regulativ.  erhdthen (Stock und Rothwell 1986). Diese
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Regelungsmdglichkeiten sind jedoch bei normaler Regulation und ausreichender
Verfugbarkeit von Nahrung quantitativ gering. Soweit sie bel  Stérungen der
Energiehomoostase in den untersuchten Tiermodellen eine Rolle spielen, wird darauf bei der

Darstellung und Diskussion der Energiebilanzierung elngegangen.

1.2.2. Kurzzeitregulation der Energiereserven tber die Nahrungsaufnahme

Eine entscheidende Rolle bel der Regulation der Nahrungsaufnahme scheint die fir den
Zellstoffwechsel verfigbare Glucose zu spielen, wie Mayer schon 1955 in seiner
glucostatischen Hypothese postulierte. Experimentell konnte nachgewiesen werden, dal3
abnehmende Verfugbarkeit von Glucose sehr gut mit Leerkontraktionen des Magens
korreliert ist. Daraus wurde geschlossen, dal3 dieser Faktor , Verfligbarkeit von Glucose” ein
entscheidender Parameter fUr die Ausl6sung der Nahrungsaufnahme ist (Mayer 1955). Weiter
gestitzt wird diese glucostatische Hypothese der Kontrolle der Nahrungsaufnahme durch die
Existenz von entsprechenden Glucorezeptoren. Sie befinden sich in der Leber, im Magen und
im DiUnndarm, aber auch im Zwischenhirn, was die Beteiligung eines zentralen Stimulus bel
der Kontrolle der Nahrungsaufnahme bedeutet.

Wenn man die Komplexitdt biologischer Regelkreise bedenkt, erscheint es eher
unwahrscheinlich, dal3 eine solch wichtige Korperfunktion ausschliefdlich Uber den
Plasmaspiegel der Glucose geregelt wird, was zur Formulierung der ,multifaktoriellen
Theorie" der Kontrolle der Nahrungsaufnahme Anlal3 gab (Novin 1983).

1.2.3. Langzeitregulation der Energiereserven Uber das Hormon Leptin

1231 Ubersicht tiber die Funktion und Bildung von Leptin

Viele Jahre haben Wissenschaftler das Hormon oder den Metaboliten gesucht, der ausgehend
vom Fettgewebe den Status der Energiereserven an das Gehirn und andere Gewebe vermittelt,
wodurch dann angemessene Anderungen der Futteraufnahme und des Energieverbrauchs zur
Aufrechterhaltung der Energiebilanz veranlald werden konnten. Kennedy war 1953 der erste,
der eine lipostatische Theorie formulierte, in der postuliert wurde, dal3 vom Fettgewebe
Signale ausgehen, durch die die Nahrungsaufnahme geregelt wird. Er stellte die Hypothese
auf, dal3 der Hypothalamus die Konzentration eines solchen zirkulierenden Metaboliten mil3t.

Spétere Versuche an parabiotischen Tieren, bel denen durch chirurgische Verbindung von
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normalen und adiposen Tieren eine Verbindung ihrer Blutgefal3systeme geschaffen wurde,
lieferten Hinweise auf ein stoffliches Signal, das die Grofie der Fettdepots anzeigt (Hervey
1959). Zusétzliche Parabiose-Studien mit ob/ob-Mausen (Hausberger 1959), db/db-Mausen
(Coleman 1973) und fa/fa-Ratten (Harris et al. 1987) bestdtigen dies. 1994 wurde schliefdlich
das stoffliche Signal, ein Hormon, entdeckt, das den Namen Leptin erhielt (Halaas et al. 1995)
sowie das dazugehtrige Gen (,ob-Gen“), welches durch die Gruppe um Friedman
(Rockefeller Universitdt) nachgewiesen werden konnte (Zhang et al. 1994). Leptin besteht aus
164 Aminosauren und besitzt eine molare Masse von 16 kD (Zhang et a. 1994). Viele offene
Fragen konnten daraufhin beantwortet werden, unter anderem, wie es zu der extremen
Adipositas der ob/ob-Mause kommt. Zhang et al. 1994 konnten zeigen, dal3 diese Tiere auf
Grund einer Mutation des ob-Gens nicht in der Lage sind, funktionsféhiges Leptin zu bilden,
und bestétigten damit die Hypothese von Coleman, der schon 1973 postuliert hatte, dal’ diese
Adipositas die Folge eines fehlenden ,, Séttigungssignales* sei. Auch bei zahlreichen anderen
Vertebraten gelang es, eine dem ob-Gen von Mausen homologe Basensequenz nachzuweisen
(Zhang et al. 1994), und bald konnte die Existenz von Leptin im menschlichen Plasma
festgestellt werden (Halaas et a. 1995). Da es sehr schnell gelang, das Leptinprotein
rekombinant herzustellen, konnten die Vorstellungen tber die Funktion des Leptins fur die
Regulation der Energiebilanz experimentell abgesichert und deutlich gemacht werden, dafi3
Leptin eher ein lipostatisches as nur ein ,, Sattigungssignal“ ist.

Seit dieser Zeit sind unzahlige Studien durchgefihrt worden, um die zentrale Rolle des
Leptins in der Aufrechterhaltung der Energiebilanz zu ergrinden. In der Tat scheint Leptin
sich auf sdmtliche Gewebe- und Organsysteme auszuwirken, die etwas mit der Regulierung
des Energiehaushalts zu tun haben, und wirkt deshalb méglicherweise als ein Regulator der
Energie-Homoostase (Houseknecht et a. 1998). Dariiber hinaus zeigten neue Studien, dald die
Funktionen dieses Hormones umfassender und bedeutender sind als bisher angenommen.
Leptin spielt auch eine Rolle in der Immunabwehr (Lord et a. 1998), in der Angiogenese
(SierraHonigmann et al. 1998), in der Hamatopoese und Osteogenese (Pighetti et al. 1999),
in der Gehirnentwicklung (Steppan and Swick 1999; Ahima et al.1999) und ist ferner
mal3geblich am Reproduktionsgeschehen beteiligt (Zamorano et al. 1997; Bi et a. 1999).
Schwierigkeiten gibt es bel der Abgrenzung der zentralnervos vermittelten Leptinwirkung
gegen seine vielfdltigen peripheren Stoffwechseleffekte, von denen einige die
Nahrungsaufnahme hemmen bzw. den Stoffwechsel aktivieren kénnen (katabole Wirkung).
So ist Leptin an einer Hemmung der Insulinsekretion der 3-Zellen des Pankreas beteiligt
(Emilsson et a. 1997; Fehmann et a. 1997), wirkt stimulierend auf die Lipolyse in den
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Adipozyten (Fruhbeck et al. 1997), fordert die Bereitstellung von Glukose (Kamohara et al.
1997) sowie die Glukoseresorption im Darm (Lostao et a. 1998). Zudem konnte an isolierten
Adipozyten bei einer Behandlung mit Leptin eine verminderte Insulin-Sensitivitét
nachgewiesen werden. Insbesondere kam es zu dosisabhéngigen Abschwéchungen des durch
Insulin stimulierten Glukosetransportes, der Glykogensynthese und der Lipogenese (Mdller et
al. 1997).

Hauptsachlich produziert wird Leptin im weil3en Fettgewebe (Zhang et a. 1994), doch auch
das braune Fettgewebe kann, insbesondere bel Juvenilen, zur Leptinproduktion beitragen
(Zhang et al. 2001). Wahrend das weil’e Fettgewebe Uberwiegend die Funktion eines
Energiedepots hat, und zwar bel allen Tierarten, ob adult oder juvenil, besteht die Funktion
des braunen Fettgewebes bei kleinen Saugern, sowie tempordr postnatal auch bel grof3eren
Saugern, einschliefdlich des Menschen, in der Umwandlung von chemischer Energie in
Waéarme, wobei durch sympathische Stimulation die thermoregulatorische Thermogenese
gesteigert wird, indem durch die Entkopplung des Protonentransports in den Mitochondrien
bei der Oxidation von Fettsduren Warme freigesetzt und damit die zellulére Energieabgabe
erhoht wird (Needergard und Cannon 1998). Exprimiert wird Leptin aber auch in der Mukosa
des Magen-Fundus (Bado et al. 1998), im Skelett-Muskel (Wang et a. 1999), in der Plazenta,
im Uterus (Masuzaki et a. 1997) und in der Milchdrise (O Brien et al. 1999). Masuzaki et al.
(1997) konnten zeigen, dal3 Leptin wahrend der Schwangerschaft von Zellen des Amnions
gebildet wird. Neue Studien zeigen, dal3 sogar das Gehirn selbst und die Hypophyse in der
Lage zu sein scheinen, Leptin zu exprimieren (Morash et a. 1999). Trotz der zahlreichen
Bildungsorte von Leptin ist der Plasmaleptinspiegel normalerweise jedoch eng mit der
Korperfettmasse (Zhang et a. 1994; Frederich et al. 1995; Considine und Caro 1997; Eiden et
al. 2001) und der Fettzellgrofe (Mason et a. 1998) korreliert. In vitro sezernieren isolierte
Fettzellen Leptin proportional zum Fillungsgrad der Zelle (Hamilton et a. 1995). Bekannt ist
aber auch, dal3 die Produktion an Leptin-mRNA pro Gramm Fett sehr stark abhéngig ist von
der Lage des Fettdepots (Masuzaki et a. 1995). Trotzdem ergibt sich in Populationsdaten eine
enge Korrelation zwischen den Plasmaleptinspiegeln und der Gesamtkorperfettmenge. Jedoch
wurde rasch deutlich, dal3 erhdhte Leptinspiegel bei gleichzeitig erhohter Korperfettmenge
immer mit einer Leptinresistenz verknipft waren (Caro et a. 1996; Van Heek et a. 1997), so
dal3 ein funktionell bedeutsamer Zusammenhang zwischen Plasmaleptinspiegel und
Begrenzung der Fettspeicherung in Frage gestellt werden konnte (Ahima und Flier 2000). Die
Ermittlung eines Zusammenhanges zwischen dem endogenen Plasmaleptinspiegel und der

Grole der Fettspeicher wird dadurch erschwert, dal3 mit der endogenen Leptinfreisetzung im
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Fettgewebe eine Vielzahl weiterer Faktoren interagieren. Kurzfristig variiert der Leptinspiegel
tagesperiodisch (Ahima et a. 1998). Langfristig beeinflussen das Alter und das Geschlecht
den Plasmaleptinspiegel (Ahren et al. 1997, Rosenbaum et al. 1996). Darlberhinaus kénnen
jahreszeitliche Veranderungen der Photoperiode eine Rolle spielen (Klingenspor et al. 1996;
Drazen et al. 2000). Ein fallender Insulinspiegel wird als entscheidendes regulatorisches
Signal fur die Unterdrickung der Leptin-Expression angesehen (Boden et a. 1996).
Glukokortikoide erhéhen die Transkriptionsrate des Leptin-Gens, Katecholamine reduzieren
diese (Slieker et a. 1996). Zu der Gruppe weiterer negativer Regulatoren zahlen unter
anderem [3-adrenerge Agonisten und CAMP (Slieker et a. 1996). Kurzfristiges Hungern oder
Fasten konnen den Leptinspiegel sowohl beim Tier als auch beim Menschen drastisch
absenken, auch wenn es zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu nennenswerten Anderungen im
Korperfettgehalt gekommen ist (Boden et al. 1996; Ahima et al. 1996).

1.2.3.2. Leptin alsSignal in den Regelkreisen der Ener giehomdoostase

Trotz der mit zunehmender Adipositas ansteigenden Plasmaleptinspiegel wird die
Abhangigkeit der Funktion von Systemen der negativen Rlckkopplung vom Leptinsignal
dadurch belegt, dal3 die periphere Injektion von Leptin, das als gentechnisch gewonnenes
rekombinantes Peptid seit einiger Zeit zur Verflgung steht, zu einer dosisabhéngigen
Verringerung der Kérpermasse (Halaas et a. 1997) und der Korperfettmasse von Tieren mit
normalem Korperfettgehalt fuhrt (Stehling et a. 1996; Campfield et al. 1995; Pelleymounter
et al. 1998; Eiden et al. 2001). Bel ob/ob-Mé&usen, die nicht in der Lage sind das Hormon zu
bilden (Zhang et a. 1994), fuhrt die Applikation von rekombinantem Leptin zu ener
dramatischen Verringerung der Korpermasse um ca. 40 %, wobel diese Gewichtsreduktion
hauptsdchlich auf die Abnahme des Korperfettgehaltes infolge verminderter
Nahrungsaufnahme, aber auch infolge Normaisierung des Energiestoffwechsels,
zuriickzufUhren ist (Halaas et a. 1995; Campfield et a. 1995; Pelleymounter et al. 1995;
Levin et a. 1996). An Ratten im Sauglingsalter konnte auch zum ersten Mal eindeutig gezeigt
werden, dal3 eine Behandlung mit Leptin ohne Verdnderung der Nahrungsaufnahme zu einer
dosisabhangigen Verédnderung der Korperfettmasse fuhrt, die energetisch auf eine
entsprechende Erhéhung des Sauerstoffverbrauches zurtickzufiihren ist. Dabel zeigte sich, dai3
die Leptinwirkung nicht auf einer algemeinen Stoffwechselsteigerung beruhte, sondern
lediglich auf der Anhebung von torporartigen Stoffwechselabsenkungen wéahrend des

circadianen Minimums des juvenilen circadianen Kerntemperaturrhythmus. Unter
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thermoneutralen Bedingungen, bei denen es nicht zu torporartigen Stoffwechsel absenkungen
kommt, lief} sich bel juvenilen Ratten, deren Milchaufnahme experimentell kontrolliert
wurde, dagegen keine Leptinwirkung feststellen, wahrend eine kurze Kélteexposition diese
sofort sichtbar machte (Stehling et a. 1997 b).

Sicher belegt ist die Signalfunktion des Leptins in der Regelung der Fettdepots auch durch
genetische Adipositas-Modelle, wie die fa/fa-Zuckerratte, bei der die fir die Rickkopplung
erforderlichen Leptinrezeptoren defekt sind (Chua et al. 1996; Takaya et a. 1996; Wu-Peng et
a. 1997). Unklar bleibt dagegen bis heute, wie es bei nicht genetisch bedingten Formen der
Adipositas zur Entwicklung einer Leptinresistenz, gekennzeichnet durch das Fortbestehen
einer positiven Energiebilanz trotz erhthter Plasmaleptinspiegel und Insensitivitét gegen
rekombinantes Leptin, kommt (Caro et al. 1996; Van Heek et a. 1997). Die Ursachen dieser
Stérung konnen auf vielen Ebenen der komplizierten Signalkette liegen, die zwischen dem
Leptinrezeptor und der neurohormonalen Steuerung der Eingangs- und Ausgangsparameter

der Energiebilanz (Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch) existieren.

1.2.3.3.  Der Leptinrezeptor

Uber die Funktion der Leptinrezeptoren gibt es inzwischen eine Reihe interessanter
Vorstellungen. Sie beruhen auf der Klonierung der Leptinrezeptoren, deren Sequenzen im
Jahr 1995 entschlisselt werden konnten (Tartaglia et al. 1995). Diese Rezeptoren gehdren zur
Familie der Cytokinrezeptoren und bestehen aus einer extrazelluld&ren Doméane, einer
transmembranalen Doméne und einer intrazellularen Domane (Tartaglia et al. 1997). Bis
heute wurden sechs verschiedene Varianten des Rezeptors identifiziert, die das Ergebnis
aternativer Splicevorgange in der cytoplasmatischen Doméne sind, wohingegen die
extrazelluléare Doméane bei alen Varianten gleich lang zu sein scheint (Chen et al. 1996; Lee
et a. 1996). Die Splicevariante Ob-Rb codiert fur einen Rezeptor mit langer intrazellulérer
Domaéne, von der man annimmt, dald sie die Signaltransduktion vermittelt, weil nur diese
Form des Rezeptors auf Grund ihrer Struktur in der Lage ist, die JAK (janus kinase)-STAT
(signal transducers and activators of transcription) Signalkaskade zu aktivieren (Vaisse et al.
1996). Andere Varianten, darunter eine lodliche Form des Leptinrezeptors, ohne
transmembrane Domane, fungieren moglicherweise fir den Leptintransport Uber die Blut-
Hirnschranke oder andere Barrieren (Tartaglia et a. 1995 Lee et a. 1996).
Membrangebundene Rezeptor-Isoformen finden sich im Plexus chorioideus und sind dort
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moglicherweise am Transport des Leptins zwischen dem Blut- und dem
Cerebrospinal flussigkeitsraum beteiligt (Banks et al. 1996).

Die Regulation der GrolRe der Fettspeicher unter dem Einflu? des Leptins wird durch
hypothalamische signaltransduzierende  Leptinrezeptoren  vermittelt. Daneben  sind
Leptinrezeptoren auch in vielen peripheren Organen, unter anderem in der Lunge, Niere,
Leber, Herz, Muskel und den Ovarien nachgewiesen worden (Hoggard et al. 1997; Lee et al.
1996). In vitro-Experimente zeigen, dal3 Leptin direkt Effekte auf die [3-Zellen des Pankreas,
Leberzellen, braune und weil3e Fettzellen sowie auf die Ovarien hat (Collins et a. 1996;
Gainsford et a. 1996; Takahashi et al. 1996; Mdller et al. 1997). Dartber hinaus ist die Form
des Leptinrezeptors mit langer intrazytoplasmatischer Doméne auch in braunen und well3en
Fettzellen lokalisert worden, was auf ene mdgliche autokrine Kontrolle der
Leptinproduktion schlief3en &3t (Lollmann et a. 1997; Zhang et a. 1997). Die lange Form
des Leptinrezeptors konnte in beinahe jedem Gewebe lokalisiert werden, allerdings wird er
mit Ausnahme des Hypothalamus in den meisten Geweben in einer sehr geringen Anzahl
exprimiert (Ghilardi et al. 1996; Mercer et a. 1996).

1.3. Bedeutung des Hypothalamus fur die Regulation der Energiehomoostase

Der Hypothalamus as ventrale Komponente des Zwischenhirns (Diencephalon) stellt das
wichtigste zentralnervGse Integrationszentrum autonomer Regelkreise dar. Er ist as
integrative Instanz wesentlich an der Homd@ostase der Korpertemperatur (Simon et a. 1986;
Simon 1997), der Nahrungsaufnahme (Leibowitz 1980), der zirkadianen Rhythmik (Aschoff
et al. 1982), sowie des Salz- und Wasserhaushalts (Andersson 1978; Bie 1980; Gerstberger et
al. 1997) bei alen Vertebraten beteiligt.

Die Hypothese, da3 Strukturen des Hypothalamus eine entscheidende Rolle fir die
Regulation der Futteraufnahme spielen sollten, wurde schon frih postuliert (Kennedy 1953).
Untermauert wurde diese Hypothese nach der Entdeckung des neuen Hormons Leptin durch
Studien, die vor alem die Exprimierung der langen Form des Rezeptors (OB-Rb) im
Hypothalamus zeigten (Mercer et a. 1996; Schwartz et al. 1996). Durch den Nachweis der
Expression des Protoonkogens c-Fos nach peripherer Leptininjektion konnte eine Aktivierung
hypothalamischer Neurone durch Leptin nachgewiesen werden (Elmquist 1997). C-Fos wird
unmittelbar nach zellul&rer Stimulation transkribiert und gilt als spezifischer Indikator fur
neuronale Aktivitdt auf der Ebene des Zentralnervensystems (Hamamura et al. 1992). Die
Beobachtung, dal3 Tiere mit L&sionen im Hypothalamus auf Séttigungssignale reagieren, aber
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die Grof3e ihrer Fettmasse nicht regulieren kdnnen (Grill et al. 1988; Seeley et al. 1994), |alt
die Vermutung zu, dal3 der Hypothalamus die entscheidende Region fir die Integration der
Signale darstellt.

1.3.1. Uberwindung der Bluthirnschranke

Eine Voraussetzung fur die vermutete zentrale Wirkung des im Blut zirkulierenden Leptins ist
die Uberwindung der Bluthirnschranke, die durch das dichte, unfenestrierte Endothel der
Hirnkapillaren prinzipiell fur gréf3ere Molekile, inshesondere Peptide eine Barriere darstellt.
Durch Diffuson zuganglich sind nur umschriebene, zu den Hirnventrikeln randsténdige
Strukturen ohne Bluthirnschranke, die sogenannten Circumventrikul&ren Organe (CVOs). Die
circumventrikularen Organe weisen Eigenschaften auf, welche sie von anderen Hirnstrukturen
unterscheiden. Sie sind stark  vaskularisert mit  ausgedehnten  perivaskuléren
Zwischenrdaumen, besitzen Neurone und Gliazellen und sind gegeniber der
Cerebrospinalflussigkeit (CSF) durch ein dichtes Ependym mit intermittierenden Tanyzyten
(spezialisierte Gliazellen) abgegrenzt (Leonhardt 1980). Obwohl ,tight junctions® zwischen
den ependymaen Zellen eine passve Diffuson von Substanzen aus der
Cerebrospinaflissigkeit in die CVOs verhindern, wird angenommen, dal3 die Tanyzyten
einen kontrollierten Transport bestimmter Substanzen zwischen CSF und perivaskuldren
Raumen der CVOs vermitteln. Das wichtigste Charakteristikum der CVOs jedoch liegt im
Nichtvorhandensein der fUr cerebrale Kapillaren tblichen ,tight junctions’ im Bereich des
Kapillarendothels, welche sonst das Korrelat der Blut-Hirn-Schranke darstellen. Das
Kapillarendothel ist somit fur zirkulierende Molekile mit einem Molekulargewicht unter
40 000 Dalton durchlassig. Aufgrund dieser Eigenschaften konnen periphere Signalmolekile
oder neuronale Signale zwischen Blutgefal3system und Gehirn im Bereich der CVOs von
Neuronen und/oder Gliazellen perzipiert werden (McKinley et a. 1990). Ein CVO-ghnliches
Endothel weist auch ein hypothalamisches Kerngebiet auf, der Nucleus Arcuatus (ARC)
(Gross 1992), dem eine entscheidende Rolle bei der zentralnervdosen Integration und
Vermittlung innerhalb der Regulation der Futteraufnahme und der Aufrechterhaltung der
Energiebalance zukommt. Durch ihre Lage aul3erhalb der Blut-Hirn-Schranke ist es fir einen
Teil der Neurone des ARC mdoglich, direkt Signale aus der Peripherie zu empfangen, wie
zirkulierende adrenale und gonadale Steroide, ebensowie grof3e Peptide, Leptin und Insulin,
und die Signale, die Uber die Zerebrospinalfliissigkeit in das interstitielle Kompartiment des

Kerngebietes transportiert werden. Untermauert wurde die kritische Rolle des ARC in der
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Regulierung der Energiebilanz durch den Nachweis einer auf3erordentlich hohen Anzahl von
Leptinrezeptoren in diesem Kerngebiet (Mercer et al. 1996). Fur andere Hirnareale mit hoher
Rezeptorendichte ist das Vorhandensein eines aktiven Transportmechanismus, der Leptin
durch die Blut-Hirn-Schranke in diese Gehirnareale transportiert, nachgewiesen worden
(Banks et a. 1996).

1.3.2. Ubersicht tiber die an der Regulation beteiligten hypothalamischen Areale

Versuche zu einer Lokalisation bestimmter, fir die Regelung der Energiehomdostase
wichtiger Regulationseistungen innerhalb des Hypothalamus zu gelangen, haben zunéchst
zur Vorstellung einer dualen Funktionsverteilung gefihrt. Lange betrachtete man den
lateralen Hypothalamus (LHA) als Hungerzentrum, wéahrend der Nucleus Ventromedialis des
Hypothalamus (VMH) as Séttigungszentrum angesehen wurde (Anand und Brobeck 1951).
Wenngleich dieses ,,Dua-Center* Konzept sehr viele frihere Arbeiten beeinflufte und auch
heute wieder vielfach diskutiert wird, well3 man heute, dal3 die Aufrechterhaltung der
Energiehomoostase und mit ihr die Regulation der Futteraufnahme ein komplexer Vorgang
ist, der mehrere hypothalamische Kerngebiete, sowie medullére Strukturen involviert (Levin
und Routh 1996; Emond et a. 2001). Durch chemische und elektrische L&sionierung
distinkter hypothalamischer Kerngebiete, konnte die Funktion einzelner Gebiete besser
charakterisiert werden. Elektrische Lasionierung des Nucleus Paraventricularis (PVN), des
Nucleus Arcuatus (ARC) oder des Nucleus Ventromedialis des Hypothalamus (VMH) fuhrten
zu Hyperphagie und Adipositas (Tokunaga et al. 1986), weshalb ihnen eine Rolle bei der
Begrenzung der Futteraufnahme zugesprochen wurde. Eine Zerstérung des Nucleus
Dorsomediais (DMH) dagegen resultierte in einer Hyposensibilitét gegenuber Leptin
(Bernardis und Bellinger 1998). Lasionen des lateralen Hypothalamus fiihren zu Aphagie und
Gewichtsverlust (Stricker et a. 1978). Eine schematische Darstellung der in die
Aufrechterhaltung der Energiehomdostase involvierten hypothalamischen Kerngebiete ist in
Abb. 1 gegeben. Untermauert wird die SchlUsselrolle dieser Kerngebiete durch die
Identifizierung von Leptin-Rezeptoren in allen diesen Gebieten (Hakannsson et al. 1998;
Mercer et a. 1996; Shioda et al. 1998; Yarnell et a. 1998). Dadurch war ein wichtiger Schritt
in der Entschlisselung der zentralnervosen Vermittlung von Wirkungen des peripheren
Leptins gemacht. Nach der Identifizierung der Kerngebiete gelang es, die Exprimierung einer
Vielzahl unterschiedlicher Neuropeptide, die regulatorisch in die Futteraufnahme und den

Energieverbrauch eingreifen, nachzuweisen.
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Abb.1: In die Aufrechterhaltung der Energiehomdostase integrierte hypothalamische
Kerngebiete.

Schematische Darstellung hypothalamischer Kerngebiete, die in die Aufrechterhaltung der
Energiehomdostase involviert sind. Schraffiert dargestellt sind die hypothalamischen
Kerngebiete, an denen fur die Regulierung der Energiebilanz wichtige Neuropepetide
angreifen. Dunkelgrau dargestellt sind Kerngebiete, die die Energiebilanz regulierende
efferente Sgnale generieren. Hellgrau dargestellt sind hypothalamische Strukturen, die eine
durchlassige Blut-Hirn-Schranke besitzen. Gepunktet dargestellt sind zentrale und periphere
Produktionsorte energieregulatorischer Sgnale.

Abklrzungen: ARC: Nucleus arcuatus, OC: Chiasma opticum, VMH: Nucleus ventromedialis,
DMH: Nucleus dorsomedialis, SCN: Nucleus suprachiasmaticus, PVN: Nucleus
paraventricularis, LH: lateraler Hypothalamus, AC: Commissura anterior.

(nach Kalra et al. 1999)
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1.3.2.1. Der Nucleus Arcuatus - Schlisserolle bel der Kontrolle der

Energiehomoostase

Der Nucleus Arcuatus ist an der Basis des Hypothalamus lokalisiert, jeweils beiderseits des
dritten Ventrikels. Seine Ausdehnung verlauft vom caudalen Ende des Chiasma opticum bis
hin zu den Mamillarkorpern. Ihm wird eine Schltsselrolle bel der Aufrechterhaltung der
Energiehomoostase zugesprochen (Kalra et al. 1999), unter anderem weil von den vielen
verschiedenen hypothalamischen Neuropeptiden, die eine substantielle Rolle in der
Regulation der Futteraufnahme spielen, alein vier in den Neuronen des ARC exprimiert
werden. Es sind das Neuropeptid Y, das a-Melanozyten-stimulierende Hormon (a-MSH), das
agouti-related protein (AGRP) und das Neuropeptid cocaine- and amphetamine-regulated
transcript (CART).

NPY ist eines der am haufigsten vorkommenden Neuropeptide im Gehirn von Saugetieren. Es
kann Uberal im zentralen und peripheren Nervensystem nachgewiesen werden. Eine zentrale
Verabreichung von NPY ist einer der potentesten Stimulatoren der Futteraufnahme tberhaupt,
seine orexigenen Effekte wurden erstmals von Stanley et al. (1984) beschrieben. Ein niedriger
Plasmaleptinspiegel steigert die NPY mRNA-Expression im ARC, was eine Steigerung der
Futteraufnahme zur Folge hat. NPY wird von den medialen Zellen des ARC gebildet (Baskin
et a. 1999 b) und hat nicht nur eine regulatorische Funktion fur die Energie-Homoostase tber
die Futteraufnahme, sondern es kann auch die Aktivitét der sympathischen Innervation des
braunen Fettgewebes vermindern (Billington et a. 1994; Egawa 1991), was zu ener
Abnahme der Warmeproduktion und damit zu einer effizienteren Energiespeicherung fihrt.
NPY produzierende Zellen des ARC bilden Konnektivitdten zum PVN aus (Sawchenko
1998), der as Integrationszentrum fir die Regulation des Energiehaushaltes angesehen wird,
da ein Teil seiner Axone zu sympathisch pragangliondren Zellpopulationen in der Medulla
und im thorakalen Rickenmark (intermediolateral column: IML) projizieren (Saper et al.
1976; Sawchenko und Swanson 1983). Von der IML gehen u.a die sympathisch
préganglionéren Neurone aus, Uber die das BAT innerviert wird (Paxinos 1995; Foster et al.
1982). Eine intraventrikulére Verabreichung von NPY flhrt daher Uber eine gesteigerte
Futteraufnahme und durch eine herabgesetzte thermoregulatorische Thermogenese innerhalb
weniger Tage zu einer substantiellen Zunahme der Fettmasse (Stanley et al. 1986).

Ein ebenfalls von den Neuronen des ARC gebildetes Neuropeptid ist a-MSH. Es ist neben

weiteren Neuropeptiden ein Spaltungsprodukt des Vorléufer-Proteins Proopiomelanocortin
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(POMC). Das a-MSH wird von Neuronen des lateralen Bereichs des ARC exprimiert
(Watson et al. 1979) und bindet mit einer hohen Affinitdt an MC3- und M C4-Rezeptoren (Fan
et a. 1997; Schioth et a. 1997). Das Melanocortin-System hat eine gegentber dem NPY -
System antagonistische Wirkung. Seine Ausschittung senkt die Futteraufnahme. Fasten
reduziert die Expression von POMC mRNA im Hypothalamus (Schwartz et al. 1997). Uber
Konnektivitéten der POMC produzierenden Neurone des ARC zum PVN fuhrt a-MSH zu
einer Steigerung der Thermogenese im braunen Fettgewebe (Kiss et al. 1984).

Ein endogener Antagonist des a-MSH ist das von den medialen, NPY -ergen Neuronen des
ARC produzierte AGRP. Dieses dem Agouti-Protein verwandte Neuropeptid bindet wie a-
MSH an MC3- und MC4-Rezeptoren, d.h. die antagonistische Wirkung von AGRP kommt
durch kompetitive Verdrangung bel der Rezeptorbindung zustande (Ollmann et al. 1997).
AGRRP gilt deshalb a's ein Neuropeptid, das die Feineinstellung des a-MSH Systems bewirkt.
Mediale Neuronen des ARC koexprimieren AGRP und NPY (Broberger et al. 1998), von
denen AGRP der potentere Stimulator der Futteraufname ist: eine intracerebroventrikulére
Verabreichung dieses Neuropeptids fuhrt zu dramatischen Korpergewichtszunahmen (Wilson
et al. 1999).

1995 entdeckte man in den lateraden Zellen des ARC ein Neuropeptid, das bel zentraler
Verabreichung zu einer Verminderung der Futteraufnahme fihrte: cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (CART) (Douglass et a. 1995). Laterale Neurone des ARC
koexprimieren CART und POMC. CART besitzt wie a-MSH katabole Effekte.

1.3.22. Der laterale Hypothalamus und der Nucleus Ventromedialis

Der Nachwels von melanin-concentrating hormone (MCH) (Bittencourt et al. 1992) sowie der
Orexine A und B in den Neuronen des laterden Hypothalamus (Sakurar 1999) und
physiologische Untersuchungen Uber die Bedeutung dieser Neuropeptide legten nahe, dal? der
laterale Hypothalamus eine Rolle bei der Stimulierung der Futteraufnahme spielt. Injektionen
von Orexin A und MCH, nicht jedoch von Orexin B, in den lateralen Ventrikel von Ratten
fUhrte zu Steigerungen der Futteraufnahme (Qu et al. 1996; Haynes et a. 1999; Sakurai
1999). Dieser Effekt konnte physiologisch durch orexigene Neurone induziert sein, die vom
lateralen Hypothalamus zu NPY-ergen Zellen des ARC projizieren (Horvath et al. 1999),
denn die Mehrzahl der ARC-Neurone wird durch Orexin A erregt (Rauch et al. 2000). Durch
Hungern (Qu et al. 1996) und niedrige Plasma-Leptin-Spiegel (Frederich et al. 1995) steigt
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die Expression der mRNA beider Neuropeptide an. Dariiber hinaus resultiert die Zerstérung
des MCH-Genes in herabgesetzter Futteraufnahme und somit vermindertem Korpergewicht
(Shimada et al. 1998). Zusétzlich existieren Projektionen a-MSH- und CART-exprimierender
Neurone des ARC zum lateraen Hypothaamus und stellen damit eine Verknipfung der
beiden Kerngebiete her (Elmquist et al. 1999).

Auch der Nucleus ventromedialis (VMH) spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Energiebilanz. Lasionen des VMH verursachen einen rapiden Anstieg der Leptin- und
Insulinplasmaspiegel (Suga et a. 1999) und ene Veringerung des zentralen
Sympathikotonus;, daraus resultiert eine Herabsetzung der Warmebildung im BAT,
Hyperphagie und langanhaltende unphysiologische Koérpergewichtszunahme (Storlien et al.
1972; Mogenson 1975). Eine elektrische Stimulierung des VMH fuhrt zu einer Steigerung der
Warmebildung im BAT (Chen et al. 1998). Wenngleich es bis heute keinen Hinweis auf die
Expression orexigen oder anorexigen wirkender Neuropeptide innerhalb des VMH gibt,
fuhren Mikroinjektionen von NPY (Currie und Coscina 1997), Galanin (Kyrkouli et a. 1990)
und GammaAminobuttersdure (GABA) in den VMH zu ener Steigerung der
Futteraufnahme, wéhrend Injektionen von Leptin hemmend wirken (Satoh et al. 1997).
Interessanterweise hemmt auch die Mikroinjektion von Urocortin, einem potenten
anorexigenen Peptid, in den VMH die Futteraufnahme (Ohata et a. 2000). Zudem fihren
Injektion von Leptin in den VMH zu einer dramatischen Erhdhung der Glukoseaufnahme im
Herz, BAT und Skelettmuskel, was wahrscheinlich tber R-adrenerge Mechanismen des
Sympathikus vermittelt wird (Minokoshi al. 1999). Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Vermutung, da? der VMH ene Rolle als Empfanger und Vermittler unterschiedlicher
Signalmolekille der Futteraufnahme spielt. Diese Hypothese wird untermauert durch eine
Vielzahl neuronaler Verbindungen, die der VMH mit mehreren unterschiedlichen, fir die
Futteraufnahme wichtigen Kerngebieten besitzt (Luiten und Room 1980; Kristensen et al.
1998; Elmquist et a. 1998).

1.3.2.3. Der Nucleus Paraventricularis

Neben der Regulation des Flissigkeitshaushaltes spielt der PVN auch eine Rolle in der
Regulation des Energiehaushalts. Sowohl seine parvo- as auch seine magnozelluléren Anteile
exprimieren die lange Form des Leptinrezeptors (Yarnell et a. 1998). Von seinen Neuronen
wird ein weiteres Neuropeptid gebildet, das regulierend in den Energiehaushalt eingreift und

durch Insulin und Leptin reguliert wird: das corticotropin releasing hormone (CRH) (Alonso
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et a. 1986). CRH ist ein anorexigen wirkendes Agens. Seine zentrale Verabreichung reduziert
die Futteraufnahme und das Korpergewicht (Spina et a. 1996; Jeanrenaud und Rohner-
Jeanrenaud 2000).

Neben der Produktion von Nahrungsaufnahme regulierenden Peptiden spielt der PVN eine
Rolle bei der Regelung energieverbrauchender Prozesse. Dorsale, ventrale und laterae
parvozellulare Unterkerne des PVN projizieren zu sympathisch  praganglionéren
Zellpopulationen in der Medulla und im thorakalen Ruckenmark (IML) (Saper et a. 1976;
Sawchenko und Swanson 1983; Elias et a. 1998). Auf diesem Wege kann durch
Beeinflussung der sympathischen Innervation des braunen Fettgewebes dessen
Thermogenesel eistung moduliert werden (Paxinos 1995; Foster et al. 1982).

1.4. Aufgabenstellung

Dal in den fur die Energiehomodostase wichtigen Kerngebieten des Hypothalamus,
insbesondere im ARC, zahlreiche Neurone mit Leptinrezeptoren nachgewiesen wurden,
entspricht der Bedeutung des Leptins bei der Regulation der Korperfett-Depots, die
phénomenologisch durch die besprochenen Gendefekt-Modelle der Adipositas und durch
Leptinapplikation belegt wird. Hinweise darauf, dal3 auf3erdem nichtgenetische Faktoren an
der Atiopathogenese der Adipositas beteiligt sind, auch solche, die in frihen pr& und
postnatalen Entwicklungsstadien aus der Umwelt auf die Regelsysteme der Energiehomdstase
einwirken und zu persistierenden Regulationsstorungen fiihren kénnen, waren die Grundlage
fur die Aufgabenstellung der vorliegenden Untersuchung. Sie konzentrierte sich speziell auf
Anderungen im Leptinsystem und deren Auswirkungen auf die Energiehomoostase anhand
zweler bekannter Adipositas-Modelle, die wéahrend der Sduglings-Phase in Bezug auf die

K 6rperentwickung und das Stoffwechsel verhalten analysiert wurden.

1.4.1. Adipositas-Modell I: Postnatale Uber ernahrung

Von besonderer Bedeutung bei diessm Modell sind sog. kritische Entwicklungsperioden
(critical periods). Eine solche Entwicklungsperiode stellt die Zeit post partum fir Saugetiere
dar (Kennedy 1957). Definitionsgemal3 ist dies ein Zeitraum, in dem der Organismus bzw. das
Zu betrachtende System senditiver als zu anderen Zeitpunkten fir exogene Alterationen und
daraus resultierende Verénderungen endogener Variablen ist, mit Folgen weit Uber den
Zeitpunkt der Einwirkung der ,Noxe“ hinaus (Colombo 1982). Nach Scott (1962) ist
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weiterhin charakteristisch, dal3 das Ergebnis dieser Alteration irreversibel und im spéteren
Leben weitestgehend nicht kompensierbar ist. Diese Zusammenhdnge sind, soweit die
Schédigung durch endogene Verdnderungen in kritischen neuronalen Entwicklungsphasen
erfolgt, auch als funktionelle Teratologie bezeichnet worden (DdOrner und Plagemann 1994).
Experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dal3 zum Beispiel Hyperinsulinismus
wahrend  kritischer  Entwicklungsphasen zu einer permanenten zentralnervosen
Fehlorganistaion fuhren kann (Dorner 1976; Dorner 1989; Doérner und Plagemann 1994,
Plagemann et a. 1999 b). Fir die Korpergewichts- bzw. Adipositasentwicklung ist dieses
Konzept unter anderem von Dietz aufgegriffen worden (1994), wonach die intrauterine sowie
die perinatale Periode als kritische Entwicklungsperioden definiert wurden, in denen
pathophysiologische Alterationen die spédtere Adipositasentstehung beginstigen kdnnen
(Ravelli et a. 1976; Hales und Barker 1992; Dorner und Plagemann 1994; Levin und Govek
1998). Experimentelle und klinische Studien haben gezeigt, daR perinatale Uberernghrung
einen Risikofaktor fiir die spatere Entstehung von Ubergewicht und den damit verbundenene
metabolischen und cardiovaskul&ren Erkrankungen (metabolisches Syndrom) darstellt
(Kramer et a. 1985; Dorner und Plagemann 1994; Levin 2000). Desweiteren fihren beim
Menschen metabolische Stérungen wie Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie von Foeten
diabetischer Mtter zur Pradispostion fir eine spédtere Adipositas (Dérner und Plagemann
1994; Plagemann et al. 1997). Ubergewicht, das in einer solchen kritischen, juvenilen Periode
entsteht, kann bis in das Erwachsenendter hinein persistieren (Rolland-Cachera 1987,
Rosenbaum et al. 1997).

Experimentell kann postnatale Uber- oder auch Untererndhrung durch Reduzierung oder
Erhohung der Zahl von einem Muttertier gesugter Welpen erreicht werden (Parkes 1926)
und reprasentiert deshalb ein angemessenes Modell, um Ubererndhrung in einer kritischen
perinatalen Periode zu untersuchen (Aubert et al. 1980; Fiorotto et al. 1991; Plagemann et al.
1992; Voits et a. 1996; Heidel et a. 1999; Plagemann et al. 1999 ab; Davidowa und
Plagemann 2000). Entsprechend diesen Untersuchungen bewirkt die Aufzucht in kleinen
Nestern eine erhohte Milch- und damit Energieaufnahme wahrend der Saugeperiode, was zu
einer persisitierenden, signifikanten  Erhéhung des Korpergewichtes und  des
Korperfettgehaltes fuhrt. Die der durch perinatale Manipulationen ausgel 6sten Hyperphagie,
Adipositas und den damit zusammenhangenden metabolischen Stérungen im adulten Tier
zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht hinreichend geklart worden (Faust et a.
1980), gesichert ist aber, da3 sowohl Ratten- as auch Mé&usewelpen ohne genetische

Pradisposition zum Ubergewicht durch diese Behandlung Zunahmen im Korpergewicht und
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auch im Korperfettgehalt beim Absetzen entwickeln (Aubert et al. 1980; Fiorotto et a. 1991,
Plagemann et al. 1992; Heidel et al. 1999; Plagemann et al. 1999 a,b).

In der vorliegenden Studie wurde der EinfluR einer postnatalen Uberernahrung auf Wildtyp-
Zuckerratten und auf heterozygote Zuckerratten, die Trager eines defekten fa-Allels sind,
untersucht. Im Jahr 1961 wurde erstmals eine Mutation beschrieben, die bei Kreuzungstieren
des Sherman-Rattenstammes mit dem Merck Stamm M spontan aufgetreten war (Zucker und
Zucker 1961). Der aus heterozygoten Tieren abgeleitete Rattenstamm wird heute als Merck
Strain 13 M oder nach seinen Erstbeschreibern als ,Zuckerratten“ bezeichnet. Bel der fa-
Mutation des L eptinrezeptors handelt es sich um eine Punktmutation, die zur Folge hat, dal3 es
zu einem Aminosaureaustausch in der extrazellularen Domane des Rezeptors kommt (Chua et
al. 1996; Takaya et a. 1996). Dieser Gendefekt beeintréchtigt erheblich die Translokation des
Rezeptors in die Zellmembran (Chua et al. 1996). Homozygote Trager dieses fa-Gendefektes
entwickeln eine frih beginnende und |ebenslang andauernde exzessive Fettakkumulation, die
beim adulten Tier zu extremer Adipositas und damit verbunden zu einer Vielzahl weiterer
Stoffwechselstérungen fuhrt (Zucker und Zucker 1961; Bray 1977). Die Einbeziehung der
heterozygoten +/fa-Ratte als Untersuchungsmodell erschien angezeigt, obwohl Wildtyp-
Zuckerratten und heterozyogte Tréger des fa-Allels unter Standardverhdtnissen &uf3erlich
nicht voneinander unterscheidbar sind, was mit einem rezessiven Erbgang des Gendefekts
erklart wurde (Zucker und Zucker 1961). Untersuchungen der letzten Jahre zur Rolle des
Leptinrezeptor-Defekts als Ursache genetisch bedingter Fettsucht haben jedoch gezeigt, dal3
die Auswirkungen des Defekts keinem rein rezessiven Erbgang folgen. Bel Vorhandensein
nur eines fa-Allels ist postnatal ein in der ersten Lebenswoche kodominanter und in der
dritten Lebenswoche partiell dominanter EinfluR auf das Korperwachstum und den
K orperfettgehalt nachweisbar (Truett et al., 1995; Schwarzer et a., 1997; Olbort 1998; Kraeft
et a., 1999). Durch die Verwendung mokelularbiologisch identifizierter Tiere konnten so
frihere Hinweise auf Heterozygoten-Unterschiede im Jungtier eindeutig verifiziert werden
(Phillips und Clearly 1994; Truett et al. 1995; Schwarzer et al. 1997). Neuere Untersuchungen
belegen die Interaktion zwischen perinatalen Umweltfaktoren und einer genetischen
Prédisposition fur Adipositas beziiglich einer persisitierenden Stérung der Regulation der
Energiereserven bel Sprague-Dawley Ratten (Levin und Govek 1998). In der vorliegenden
Studie wurden, neben den zur Untersuchung von Gen-Umweltinteraktionen herangezogenen
Zuckerratten, vergleichend die bisher tiberwiegend als Modell fiir postnatale Uberernahrung
verwendeten Wistarratten untersucht (Plagemann et al. 1992; Voits et al. 1996; Heidel et al.
1999; Plagemann et al. 1999 a,b; Davidowa und Plagemann 2000).
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1.4.2. Adipositas-Modell 11: chemische Lasionierung des zentralen Leptin-Targets

durch Monosodiumglutamat

14.2.1.  Physologischer Hintergrund: Der juvenile Tagesrhythmus der Ratte

Bel moderater Kaltebelastung zeigen vor alem Individuen pigmentierter Rattenzuchtstamme
wahrend der Sdugephase einen ausgepragten endogenen circadianen Rhythmus ihrer
Korperkerntemperatur (NURlein 1992; Nulein-Hildesheim et al. 1995), as dessen Ursache
eine circadiane Anderung der thermoregulatorischen Wéarmebildung nachgewiesen wurde
(NURlein 1992; Redlin et a. 1992; Nufdein-Hildesheim und Schmidt 1994). Dieser Tagesgang
der Korperkerntemperatur der juvenilen Ratten tritt unabhéngig von aul3eren Zeitgebern auf
(NUlein und Schmidt 1990; NuRlein 1992; Nufdein-Hildesheim und Schmidt 1994 b) und ist
charakterisiert durch eine Torpor-8hnliche Absenkung sowohl der Kérpertemperatur als auch
der metabolischen Rate im circadianen Minimum der Tiere infolge Herabsetzung der
thermoregulatorischen Thermogenese im braunen Fettgewebe (Redlin et a. 1992). Die
tempordre Verminderung der Aktivitét des braunen Fettgewebes dokumentiert sich in
paralelen Veranderungen der GDP-Bindung in den Mitochondrien des braunen Fettgewebes
(BAT) (Redlin et a. 1992).

Die Ausprdgung des Korperkerntemperatur-Rhythmus der Jungtiere weist auffallende
Abweichungen vom Tagesgang bei adulten Ratten auf. Die Korperkerntemperatur (Tc) im
circadianen Minimum kann bel mittlerer Kaltebelastung Werte um 30 °C erreichen (NUldein
und Schmidt 1994), wéahrend die Tc im Tagesgang adulter Ratten auch unter Kéaltebelastung
im normothermen Bereich bleibt (Himms-Hagen et a. 1986). Unter thermoneutralen
Bedingungen, das bedeutet innerhalb von Temperaturbereichen, in denen die
Korpertemperatur ohne Einsatz eines zusétzlichen Warmebildungsmechanismus und ohne
Kuhlung durch Wasserverdunstung konstant gehalten werden kann, zeigt die Tc bel
Jungtieren im Unterschied zu adulten Ratten (Heusner 1972) keinen Tagesrhythmus (NUflein
et al. 1989).

1.4.2.2. Chemische L &sionierung durch M ononatriumglutamat
Neurotoxische Aminosduren sind ein vielfach beschriebenes neurobiologisches Werkzeug,

um in spezifischen hypothalamischen Gebieten mit fehlender oder unvollstandiger Blut-

Hirnschranke ein Absterben von Neuronen zu verursachen, ohne diese Gebiete passierende
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Axone zu schédigen (Meister 1991). Die fur diese chemische Lasionierung am haufigsten
verwandte Aminosiure ist Glutamat, das in sehr hohen Dosen angewandt, eine Ubererregung
von Neuronen hervorruft, die schliedlich auf Grund einer Erschopfung zellulérer
Regulationsmechanismen den Tod der Zelle nach sich zieht (Haldemann und McLennan
1972). FUnf bis zehn Stunden nach der Verabreichung von Monosodiumglutamat (MSG)
scheint die Nekrose der Dendriten und der Somata von Neuronen beendet zu sein. Begleitet
wird der Vorgang von Neuronophagie durch infiltrierte Makrophagen (Olney 1971). Dieser
neurotoxische Effekt trifft alerdings nur neuronde Systeme, auf die Glutamat als
Neurotransmitter wirkt und die somit den entsprechenden Rezeptor exprimieren; Gliazellen
und passierenden Axonen fehlt der notwendige Rezeptor, und sie sind deshalb nicht in die
L &sionierung miteingeschlossen (Coyle und Schwarcz 1976).

Autoradiographien haben gezeigt, dal3 es sich bei den Gebieten, die die grofte Senstivitét
gegenuber MSG haben, um die sog. circumventriculdren Organe (CVO) (s. Kap. 1.3.1)
handelt, die keine, oder um Kerngebiete, die eine tellweise offene Blut-Hirn-Schranke
besitzen (Olney 1969). Dies trifft auf den Nucleus Arcuatus (ARC) zu, und er ist nach
peripherer Verabreichung von Glutamat am stérksten von den Lasionen betroffen (Olney
1969). Eine einzelne subcutane Injektion von 0,25 mg MSG pro Gramm Korpergewicht
postnatal fuhrt schon nach vier Stunden zu einer deutlichen Reduzierung der Anzahl an
Neuronen im Nucleus Arcuatus (ARC) (Mester 1991). Hohere Dosen erhthen die Anzahl
zugrunde gehender Neurone. Mit einer Dosis von 4 mg MSG pro Gramm Korpergewicht
werden fast 80 % der Neurone des ARC zerstort (Meister 1991). Auf diese Weise fihrt MSG
zu ener Zerstorung einer Vielzahl von Neuronen vor alem im ARC, weshalb Glutamat sehr
haufig fur die Charakteriserung der neuroendokrinen Rolle des ARC benitzt wird.
Ependymzellen, Gliazellen, passagierende Axone anderer Kerngebiete und die Blutgefélde des
ARC bleiben unbertihrt (Meister 1991). Eine hochdosierte Behandlung mit MSG fihrt auch
zu Zerstbrungen anderer circumventriculdrer Organe, also Gebiete mit offener Blut-
Hirnschranke, die deshalb von zirkulierendem Glutamat gut erreicht werden kdnnen. Zu
diesen Glutamat-sensitiven CVOs gehért unter anderem das Organum vasculosum der
Lamina terminalis, das Subfornikalorgan und die Area Postrema (Olney 1969; 1977). Neben
diesen werden auch der Nervus opticus und die innere Schicht der Retina in Mitleidenschaft

gezogen, was zur Erblindung der Tiere fuhrt (Olney 1969).
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1.4.2.3. M SG-Behandlung als Adipositas-M odell

Postnatale Behandlung mit MSG fihrt dazu, dal3 beim adulten Tier eine ausgepragte
Adipositas bei verminderter Korpergrof3e zu beobachten ist (Olney, 1969, 1971; Olney et al.
1977). Laut Literaturberichten wird die MSG-induzierte Adipositas offenbar nicht durch
Hyperphagie hervorgerufen, sondern soll metabolischen Ursprungs sein, und zwar wird der
signifikant erhdhte Korperfettgehalt adulter Tiere unter anderem mit der Beglinstigung der
Fettdeposition auf Kosten des Korperwachstums und mit einer Energieeinsparung infolge
verminderter thermogenetischer Aktivitét des braunen Fettgewebes erklart (Morris et al.
1998; Tokuyama und Himms-Hagen 1986; Tsukahara et al. 1998; Yoshida et a. 1985). Die
postnatale Behandlung von Labornagern mit MSG entwickelte sich zu einem der haufig
verwendeten Tiermodelle zur Untersuchung der Adipositas aud dsenden Mechanismen.

Neben Adipositas kommt es aber auch zu einer Vielzahl neuro-endokriner Stérungen durch
die Zerstérung der Hypothal amisch-Hypophyséren-Adrenocorticalen-Achse. In erheblichem
Mal3e gestort wird auch das Fortpflanzungsgeschehen (Meister 1991). Wie andere Adipositas-
Modelle weisen auch durch MSG-Behandlung adipds gewordene Mause und Ratten erhthte
Leptin-Spiegel auf (Frederich et al. 1995; Morris et a. 1998), die eine Leptinresistenz
vermuten lassen. Neonatal mit MSG behandelte Ratten zeigen weder bei peripherer (Dawson
1997) noch be zentraler Leptin-Verabreichung (Tang-Christensen et a. 1999) ene
Verminderung der Futteraufnahme. Die Zerstorung von Leptin-Rezeptoren, die von den
Neuronen des ARC exprimiert werden, wird als Grund fur die Leptin-Resistenz angesehen
(Dawson et al. 1997; Tang-Christensen et al. 1999).

15. Zieleder Arbeit

Mit den vorgelegten Untersuchungen soll versucht werden, auf der Grundlage von zwel
unterschiedlichen Tiermodellen die Kenntnisse Uber die Pathogenese der Adipositas zu
erweitern.  Wichtig ist es in diesem Zusammenhang, die frihen postnatalen
Normabweichungen zu erfassen, weil in spdteren Phasen, insbesondere beim adulten Tier,
primére Ursachen nicht mehr sicher gegen sekundére Folgen abzugrenzen sind.

Mit dem esten AdipositasModell sollten die Veranderungen in der
K érperzusammensetzung, die durch eine postnatale Uberernshrung entstehen, untersucht
werden. Da die bereits zuvor zitierten Hinweise vermuten lassen, dal3 es dabei zu einer

Interaktion normalerweise rezessiver genetischer Defekte mit Umweltfaktoren in der Weise
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kommen kann, dal3 nur eine bestimmte Umweltkonstellation den Gendefekt phénotypisch
manifest werden 183t (Bouchard 1996; Hebebrand et al. 2000), interessierte beim untersuchten
Tiermodell, wie sich der fa-Gendefekt unter den Bedingungen der Uberernahrung verhalt, und
welche Konsequenzen sich dadurch hinsichtlich der Korperzusammensetzung und das Leptin-
Systems ergeben. Um Ruckschltsse auf eventuell vorliegende Unterschiede zwischen
Rattenstdmmen aufzudecken, wurden neben Zuckerratten auch Wistarratten in die
Untersuchung mit einbezogen. Es soll desweiteren die Frage geklart werden, ob postnatale
Ubererndhrung die physiologische Antwort der Tiere auf exogene Leptinapplikationen
verdndert. Um funktionelle Verdnderungen auch eventuell auf zentralnervoser Ebene
nachweisen zu kénnen, wurde die hypothalamische Leptinrezeptorbindung in die Auswertung
der Daten mit einbezogen'.

Bei dem zweiten Adipositas-Modell wurden die Wirkungen einer MSG-Behandlung
innerhalb der ersten zehn Lebenstage von Ratten untersucht. Von besonderem Interesse war
die Wirkung der chemischen Lé&sionierung des zentralen Leptin-Targets auf den Stoffwechsel
der juvenilen Ratten, besonders vor dem Hintergrund der bereits vorgestellten Berichte, nach
denen die beim adulten Tier sich manifestierende, durch MSG verursachte Adipositas nicht
durch Hyperphagie, sondern durch Umlenkung des Metabolismus zugunsten der
Fettdeposition und durch Einschrénkung der metabolischen Temperaturregulation im braunen
Fettgewebe bedingt ist, die beim juvenilen Tier eine besondere Bedeutung besitzt. Die
Untersuchungen der Korperzusammensetzung und des Plasmaleptinspiegels hatten das Ziel
herauszufinden, inwieweit sich die beim adulten Tier manifeste Adipositas schon in der
frihen juvenilen Phase andeutet, und welche Rolle das Leptin dabei spielt.

Die Analyse der hypothalamischen Funktions- und Strukturanderungen der M SG-Behandlung
beim juvenilen Tier war auf3erdem unter dem Gesichtspunkt interessant, dal3 sich das Gehirn
verschiedener Sdugetiere bei der Geburt in sehr unterschiedlichen Reifestadien befindet und
die Ratte zu den Tierarten gehort, bel denen das Gehirn bel der Geburt noch relativ
undifferenziert ist. Es reift erst im Verlauf der ersten drei postnatalen Wochen (Sherwood und
Timiras 1970) und diurfte deshalb fur frihe postnatale Noxen, eingeschlossen eine
Behandlung mit MSG, besonders anféllig sein. Unter diesem Gesichtspunkt wurden die

Stoffwechsel- und Hormon-Untersuchungen durch histochemische Analysen erganzt.

! Die Versuche zur hypothal amischen L eptinrezeptorbindung wurde von T. Ziskaund A. Plagemann, Berlin,
durchgefihrt.
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Eine der Fragestellungen war dabei, welche Rolle der ARC as Vermittler von zentralen
Leptineffekten in dieser frihen Entwicklungsphase spielt. Als Indikator moglicher
Leptinwirkungen wurde zusétzlich die Expression des Fos-Proteins als Marker fir neuronale
Aktivitdt auf der Ebene des Zentralnervensystems (Dragunow und Faull 1989; Hamamura et
al. 1992) bestimmt.

Die thermoregulatorische Thermogenese wird, wie oben erwahnt, unter anderem durch das
Neuropeptid Y, vermutlich Gber NPY-erge Projektionen zu parvozelluldaren Anteillen des
PVN, moduliert. Diese wiederum projizieren zu sympathisch prégangliondren Neuronen, von
denen die sympathische Innervierung des BAT ausgehen. Daher wurde immunhistochemisch
untersucht, ob die NPY -ergen Konnektivitaten zwischen fir die Energiehomdostase wichtigen

Kerngebieten schon am postnatalen Tag zehn bei der juvenilen Ratte ausgebildet sind.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Im Rahmen der Untersuchung zweler Adipositas-Modelle an juvenilen Ratten wurden
Uberwiegend reinerbige Zuckerratten (13M) und nur in einzelnen Féllen Nachkommen von
Hybridtieren aus Kreuzungen zwischen Zuckerratten und Brown Norway-Ratten, mit tber 96
% des Erbgutes von Zuckerratten, aus der Zuchtkolonie des W.G. Kerckhoff-Institutes in Bad
Nauheim verwendet. Ein Teil der Tiere aus dieser Population weisen eine Punktmutation im
flr den Leptinrezeptor codierenden Gen auf. Bei homozygotem Vorliegen dieses Gendefektes
(fa/fa) kommt es zu einer Uberméaldigen Fettdeposition, die ab der vierten Lebenswoche
phanotypisch erkennbar wird. Fur die vorliegenden Untersuchungen wurden Tiere
herangezogen, die sich beztglich ihres Gewichtes normal entwickeln und kein defektes Gen
tragen (+/+); ferner wurden fir den Leptinrezeptordefekt heterozygote Tiere (+/fa)
verwendet. Lediglich fir die Untersuchung von Leptinrezeptor Bindungsstudien an
Hypothal amus-Homogenaten (s. Kap. 2.4.3.) wurden fa/fa-Tiere miteinbezogen. Um dartber
hinaus den Einflul? der verschiedenen Behandlungsformen auf unterschiedliche Rattenstamme
zu ermitteln, wurden bei beiden Adipositas-Modellen auch Wistar-Ratten aus eigener Zucht
(Kerckhoff-Institut) verwendet.

Die Tiere waren in einem fensterlosen Raum bel einer konstanten Temperatur von 22 + 2 °C
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 + 5 % untergebracht. Die Beleuchtung war in
einem zwolfstindigen Hell-Dunkel-Rhythmus geschaltet (9 Uhr Licht aus). Adulte Tiere
wurden in Gruppen von bis zu vier Tieren in Makrolon-Ké&figen (M4) auf
Holzgranulateinstreu gehalten. Tréachtige Welbchen wurden eine Woche vor ihrem
errechneten Wurftermin in Einzelkéfigen (M 3) isoliert und verblieben dort mit ihren
Jungtieren bis zum Absetzen. Die Tiere erhielten pelletiertes Zuchtfutter (Altromin 1314) und
Wasser ad libitum.

Zur Zucht von Zuckerraten konnten nur weibliche +/+- und +/fa-Tiere verwendet werden,
fa/fa-Weibchen hingegen sind steril. Bei den mannlichen Tieren konnten alle drei Genotypen
zur Zucht eingesetzt werden, fa/fa-Mannchen alerdings sind nur zu ~ 10 % fertil. Der
Zyklusstand der Weibchen wurde durch Vaginalabstriche festgestellt und danach die
Paarungen abgestimmt. Auch ein erfolgreicher Deckakt wurde durch den Nachweis von

Spermien im Vaginalsekret Uberpriift. Da nach einer Paarung erst am 16. Tag die Graviditét
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sicher visuell erkennbar ist, wurden am Tag vier und gegebenenfals auch noch spéter
Zykluskontrollen durchgefiihrt, um nicht trachtig gewordene Weibchen schnell wieder zur
Zucht einsetzen zu konnen. Fur Adipositas-Modell 11 wurden ausschliefdich Wildtyp (+/+)-

Zuckerraten verwendet, die aus der Keuzung von Wildtyp (+/+)-Tieren hervorgingen.

2.2. Tierexperimentelle Versuchsansatze

2.2.1. Adipositas-Modell |: postnatale Ubererndhrung

Im ersten Adipositas-Modell wurden die Folgen einer postnatalen Uberernghrung auf den
Energiehaushalt juveniler Ratten untersucht. Zur Unterscheidung wurden die Tiere am ersten
Tag post natum durch eine subcutane Tatowierung der Pfoten mit Drawing Ink (Pelikan,
Hannover) markiert. Wirfe heterozygoter Eltern wurden zusétzlich genotypisiert. Am Tag
drei post natum wurde dann der normale Wurf (zehn bis zwolf Tiere) auf vier Tiere reduziert
(kleines Nest: SL), die am Tag 21 zur Bestimmung der Korperzusammensetzung dekapitiert
wurden (Seriel). In der Serie Il wurden zu Vergleichszwecken Tiere im normalen Nest (NL),
das heil% zehn bis zwdlf Tiere pro Wurf, grof3gezogen, deren Korperzusammensetzung
ebenfalls am Tag 21 bestimmt wurde. Auf der Grundlage der Genotypisierung wurden jedem
Nest jewells definierte Genotypen zugeordnet.

Die Anzahl der Tiere aus der Serie | und Il sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Behandlung =

Rattenstamm Genotyp Geschlecht NestgroRe n
Serie | :

Zuckerratten +/+ Weibchen SL 10

+/+ Mannchen SL 10

+/fa Weibchen SL 16

+/fa Mé&nnchen SL 14

Wistarratten Weibchen SL 8

Méannchen SL 14
Serie ll :

Zuckerratten +/+ Weibchen NL 15

+/+ Mannchen NL 11

+/fa Weibchen NL 12

+/fa Mannchen NL 14

Wistarratten Weibchen NL 29

Méannchen NL 22

Gesamtzahl n=175

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Anzahl der Versuchstiere der Serie | und Il aufgetrennt nach
Genotyp, Geschlecht und Behandlung (S = kleines Nest; NL = normales Nest).
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Zwei weitere Versuchsserien wurden zur Untersuchung der Wirkungen exogener Leptingaben
bei der postnatalen Uberernahrung herangezogen. Hierzu wurden Tiere der Serien 111, die wie
oben beschrieben im kleinen Nest aufgezogen wurden, von Tag 1 bis Tag 21 mit
rekombinantem murinen His-tagged Leptin (molare Masse = 17570 D, Herstellung siehe
Miuller et al. 1997) behandelt, das von Aventis Pharma (Frankfurt), zur Verfigung gestellt
worden war. In der Serie IV wurden Wistarraten in einem normalen Nest aufgezogen und
ebenfalls mit Leptin behandelt. Das Peptid lag bereits in Phosphat-gepufferter
Kochsazlésung (PBS, pH ~ 7,4) gelost vor und wurde bis zur Verwendung bel —80°C in
gefrorenem Zustand in geeigneten Aliquots gelagert. Die Leptinldsung wurde entsprechend
den verwendeten Konzentrationen mit PBS verdinnt. Die Injektionen erfolgten zweimal
taglich im Abstand von 12 h, kurz nach Beginn der Licht- oder Dunkelphase subcutan im
Nacken, da die Wirksamkeit des Leptins erhéht werden kann, wenn die Tagesdosis auf zwei
Injektionen verteilt wird (DOring 2001). In friheren Studien konnte gezeigt werden, dal3 keine
signifikanten Unterschiede zur Wirkung von rekombinantem murinen Leptin mit einer
Molmasse von 16 kD (Schmidt et al. 1997) festzustellen waren. Wurfgeschwistern im

gleichen Nest wurde zur Kontrolle die gleichen Volumina PBS injiziert.

Die Anzahl der Tiere aus der Serie lll und IV sind in der folgenden Tabelle dargestelit:

Behand-
lung= Leptin- PBS-
Geno- Nest- Behandelt | behandelt
Rattenstamm| typ [Geschlecht| gréRe | Leptin-Dosis n n
Serie lll :
Zuckerratten +/+ | Weibchen SL 2 x 0,9 ug*g™*d™ 5 5
+/+ Mannchen SL 2 x 0,9 ug*q *d* 4 S
+/fa | Weibchen SL 2 x0,9 ugrg*d* 8 8
+/fa Mannchen SL 2 x 0,9 pg*g *d™ 8 8
Wistarratten Mannchen SL 2 x 0,9 ug*g *d* 6 6
Serie IV :
Wistarratten Mannchen NL 2 x 0,9 ugtg *d* 5 8
Gesamtzahl n=73

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Anzahl der Versuchstiere der Serie 111 und IV aufgetrennt nach
Genotyp, Geschlecht, NestgroRRe (SL = kleines Nest; NL = normales Nest) und Dosis der
Leptinbehandlung.
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Zusdtzlich sollte eine genauere Charakteriserung der Liganden-Bindungskinetik untersucht
werden. Es wurde deshab in vier Assays Leptin-Rezeptor Bindungsstudien an
Hypothalamushomogenaten 21-Tage alter Tiere durchgefuhrt. Die Anzahl der Tiere aus den
vier Assays sind in Tabelle 3 dargestellt:

Behand-
lung = Leptin- PBS-
Geno-| Nest- behandelt|behandelt
Rattenstamm| typ grolRe | Leptin-Dosis n n n
Assay 1:
Zuckerratten ++ NL - 12
+/fa NL - 19
fa/fa NL - 12
Assay 2:
Zuckerratten +/+ SL - 10
+/fa SL - 10
Assay 3:
Zuckerratten +/+ SL 2x0,9 ug*g*d™
+/fa SL 2x 0,9 ug*g*d™*
Assay 4:
Zuckerratten ++ NL - 14
+/fa NL - 13
+/+ SL - 13
+/fa SL - 13
Gesamtzahl 148

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Anzahl der Versuchstiere der Bindungsassays 1-4 aufgetrennt
nach Genotyp, Nestgroli3e (S- = kleines Nest; NL = normales Nest) und bel Assay 3 zusétzlich
die Dosis der Leptinbehandlung.

2.2.2. Adipositas-Modéll |1: Lasionierung des zentralen L eptintar gets

Das zweite AdipositassModell ,Lasionierung des zentralen Leptintargets durch
Monosodiumglutamat”  beinhaltete sowohl physiologische as auch histologische
Versuchsansétze. Die physiologischen Untersuchungen beschéftigten sich mit der Wirkung
einer  Monosodiumglutamatbehandlung bis zum Alter von zehn Tagen auf den
Energiehaushalt und die Korperzusammensetzung. Dazu wurden die Tiere von Tag eins bis
Tag neun mit Monosodiumglutamat (MSG) (Sigma-Aldrich) behandelt, das den Tieren
einmal taglich wahrend der Lichtphase in einer Konzentration von 3 mg/g Korpergewicht,
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gelost in 0,9%iger Kochsalzlosung (NaCl-Losung), subcutan gespritzt wurde. Kontrolltiere
wurden nur mit NaCl-Losung injiziert. Ein Wurf wurde jedoch zu Vergleichszwecken nur alle
zwel Tage mit MSG behandelt. Am Tag zehn wurden die Tiere fur die Bestimmung der
K 6rperzusammensetzung getttet. Diese Serie V umfaldte n = 32 Tiere (vier Wrfe).

Um weitere Stoffwechselparameter erfassen zu konnen, wurden in der Versuchsserie VI
Rattenwelpen mit MSG-Behandlung und Kontrolltiere kinstlich aufgezogen (s. u.), wobel
diese Aufzucht bei zehn Tieren aus einem Wurf von Tag vier bis Tag zehn (VI b) und bel 19
weiteren Tieren aus zwel verschiedenen Wirfen von Tag zehn bis dreizehn (VI @) in ener
Klimakammer erfolgte>. Danach wurden die Tiere ebenfalls fir die Bestimmung der Kérper-
zusammensetzung getotet.

Die Versuchsserie VII diente der histologischen Charakterisierung der durch MSG
hervorgerufenen Lasionen in Kerngebieten des Hypothalamus. Im Mittelpunkt der
Untersuchung stand hierbel  der Nucleus arcuatus. Die Tiere wurden wie fur Serie V
beschrieben im Wurfverband mit MSG behandelt und am Tag zehn transkardial perfundiert.
Anschlief?end wurden Gefrierschnitte hergestellt und diese mit Kresylviolett gefarbt. (n=31,

aus 4 verschiedenen Wrfen).

Die Anzahl der Tiere aus der Serie V —VII sind in der folgenden Tabelle dargestel|t:

2 Die Untersuchung der 10-13 Tage alten Tiere wurde von B. NiiRlein-Hildesheim durchgefiihrt.
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Versuchsserie [ Genotyp | Geschlecht | Behandlung | Aufzucht n
Serie V +/+ Weibchen MSG bei der Mutter 9
++ Mannchen MSG bei der Mutter 6
+/+ Weibchen NaCL bei der Mutter 10
+/+ Mannchen NaCL bei der Mutter 7
Serie Vl a +/+ Weibchen MSG kinstlich 5
++ Mannchen MSG kinstlich 5
+/+ Weibchen NaCL kiinstlich 7
+/+ Mannchen NaCL kinstlich 3
Serie VI b +/+ Weibchen MSG kinstlich 3
+/+ Mannchen MSG kinstlich 3
+/+ Weibchen NaCL kiinstlich 2
+/+ Mannchen NaCL kinstlich 2
Serie VI +/+ Weibchen MSG bei der Mutter 8
++ Mannchen MSG bei der Mutter 8
+/+ Weibchen NaCL bei der Mutter 8
+/+ Mannchen NaCL bei der Mutter 7
Gesamtzahl n=93

Tabelle 4: Ubersicht Uber die Anzahl der Versuchstiere der Serie V bis VIl aufgetrennt nach
Genotyp, Geschlecht, Behandlung und Aufzucht. In den Serien V — VII wurden ausschliefdlich
Wildtyp (+/+)- Zuckerraten unter sucht.

2.2.3. Ergénzende immunhistochemische Analysen

Das Ziel der Versuchsserie VIII war es, immunhistologisch digenigen hypothalamischen
Kerngebiete genauer zu erfassen, die durch Leptin stimuliert wurden. Zu diesem Zweck
wurden 26 Tiere am Tag zehn zu Beginn der Dunkelphase von ihrer Mutter getrennt. Unter
Rotlicht, um exogene Lichtreize auszuschlief3en, wurde ihnen eine einmalige Dosis 5,4 ug*g
KG murinen Leptins subcutan injiziert. Nach 90 beziehungsweise 120 Minuten wurden sie
transkardial perfundiert und die Gehirne fir den weiteren immunhistochemischen Prozef3
entnommen. Als spezifischer Indikator fir neuronale Aktivitdt auf der Ebene des
Zentralnervensystems wurde das c-Fos Genprodukt immunhistologisch nachgewiesen.

Um herauszufinden, ob die fUr die Energiehomdostase wichtigen Konnektivitdten zwischen
dem ARC und dem Nucleus paraventricularis (PVN) auch bel der zehn Tage dten Ratte
schon ausgebildet sind, wurde das Neuropeptid Y immunhistochemisch untersucht. Diesem

36 Aminosauren umfassenden Peptid wird eine wichtige Rolle bei der hypothalamischen



Material und Methoden 31

Regulation der Energiebilanz bei Nagetieren zugesprochen (Frankish et al. 1995). NPY wird
von Neuronen des ARC gebildet, die unter anderem Projektionen zum PVN haben, die bei der
Aufrechterhaltung der Energiehomoostase eine zentrale Rolle spielen (Bai et al. 1985).
Unbehandelte zehn Tage ate Rattenwelpen (Serie 1X, n=4) wurden zu diesem Zweck
transkardial perfundiert und das Gehirn zur weiteren immunhistochemischen Verarbeitung
entnommen. In den Serien VIII — IX wurden ausschliefdich Wildtyp (+/+)- Zuckerraten
verwendet.

Die Anzahl der Tiere aus der Serie VIII — X sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Versuchsserie | Genotyp | Geschlecht | Behandlung | Aufzucht n
Serie VIII +/+ Mannchen Leptin bei der Mutter 8
+/+ Weibchen Leptin bei der Mutter 8
++ Méannchen PBS bei der Mutter 8
+/+ Weibchen PBS bei der Mutter 7
Serie I1X +/+ Weibchen keine bei der Mutter 2
+/+ Mé&nnchen keine bei der Mutter 2
Gesamtzahl n=35

Tabelle 5: Ubersicht tiber die Anzahl der Wildtyp (+/+)-Zuckerratten der Serie VIII bis IX
aufgetrennt nach Geschlecht, Behandlung und Aufzucht.

2.3. Physiologische Analysen
231 Plasmagewinnung
Die Tiere der Versuchsserien I, I, V und VI, die fir eine Bestimmung der

Korperzusammensetzung und Untersuchung ihrer Blutproben vorgesehen waren, wurden
entweder am Ende der Leptinbehandlung am Tag 21 oder nach Abschlul? der MSG-
Behandlung am Tag zehn dekapitiert. In einem Nebenraum wurden die Welpen durch
Verbringen in eine geséttigte CO, —Atmosphére fur 30 Sekunden narkotisiert, gewogen und
dann dekapitiert. Der Totungsvorgang wurde fir die Tiere so stref3frei wie moéglich gestaltet.
Das nach der Dekapitierung aus dem Torso austretende Blut wurde in einer Verdinnung von
1:10 in Heparin-Natrium (Liquemin 5000, Hoffmann-La-Roche, Grenzach-Wyhlen)
aufgefangen und sofort auf Eis gekihit. Anschlief3end wurde das Blut bei 3500 U/min und
4° C fur zehn Minuten zentrifugiert, um das Blutplasma von den korpuskul&ren Bestandteilen
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zu trennen. Danach wurde das Plasma von den Blutzellen abgetrennt und beide Anteile
gewogen. Aus den Wagungen wurden die Plasmamenge und die Verdinnung des Plasmas
durch das Heparin bestimmt. Der daraus resultierende Verdinnungsfaktor diente zur
Korrektur der Mel3werte bei der spateren Bestimmung des Plasmaleptinspiegels. Das
gewonnene Plasma wurde aliquotiert und in 100 pl und 50 pl Aliquots bis zur Messung bei —
80 °C gelagert. Um einen moglichen Tagesgang im Plasmaleptinspiegel zu berticksichtigen,
wurden die Tiere ale zu Beginn der Dunkelphase getotet.

2.3.2. Eviszeration zur Bestimmung der K 6rper zusammensetzung

Zur Bestimmung der Koérperzusammensetzung wurden die Tiere der oben genannten
Versuchsserien getotet und der Magen-Darm-Trakt entnommen. Auf diese Welse konnte
sichergestellt werden, dal3 der Energiegehat des Kotes oder Futterreste nicht in die
Bestimmung der Korperzusammensetzung mit einflossen. Der Tierkdrper wurde ventral
entlang der Linea alba mit einem Skalpell aufgetrennt. Die Milz wurde stumpf von der grof3en
Kuvatur des Magens abprapariert und danach der Osophagus an seiner Einmiindung in den
Magen abgetrennt. Nach Durchtrennung des Ligamentum hepatogastricum konnte der Magen
und nach vorsichtiger Entfernung des Pankreas und des Ligamentum hepatoduodenale auch
der craniadle Antell des Duodenums entfernt werden. Auch das Omentum majus wurde an der
grofen Kurvatur des Magens abgetrennt und verblieb im Tierkorper. Danach wurden die
restlichen Darmanteile (Jgunum, lleum, Colon, Z&kum, Rektum) freiprgpariert und entfernt.
Das fetthaltige Gekrose wurde stumpf vom Darm abprapariert und verblieb im Tierkorper.
Um zu Verhindern, da® Urin mit in die Bestimmung des Korperwassergehaltes einging,

wurde zum Schiufd die Harnblase eroffnet und der Urin nach auf3en entleert.

2.3.3. Bestimmung von Feuchtmasse, Trockenmasse, fettfreier Trockenmasse und

Fettmasse

Nach der Eviszeration wurden die Tiere gewogen und so die Feuchtmasse bestimmt. Die
Menge des zuvor entnommenen Blutes wurde ebenfalls durch Wiegen bestimmt und
mitberlicksichtigt. Die Feuchtmasse stellt, da Variationen im Fullungszustand von Magen und
Darm wegfallen, eine besonders genaue BezugsgrofRe fur die Bestimmung der weiteren
Parameter der Korperzusammensetzung dar. Deren Bestimmung erfolgte nach einem in der
Arbeitsgruppe etablierten Standardverfahren (Markewicz et al. 1993; Olbort 1998). Die
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Tierkorper wurden als Ganzes in einem Trockenschrank bel 75° C bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet, wodurch die Trockenmasse und damit auch der Wassergehalt der Tiere bestimmt
werden konnten. Nach Erreichen der Gewichtskonstanz wurden die mumifizierten Tierkorper
sorgféltig in stabiles, fettfreies Filterpapier verpackt, welches durch Heftklammern
verschlossen wurde, um Verluste von Korpertrockenmasse wahrend des nachfolgenden
Extraktionsvorganges zu verhindern. Durch stumpfen Druck wurden die Tierkorper in der
Papierhille zerkleinert und anschlief3end in einer Soxhlet-Apparatur (Merck, Eurolab,
Frankfurt) einer ca. 24-stindigen Chloroform-Extraktion (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
unterzogen. Der Soxhlet-Extraktionsapparate, dessen 1000 ml Rundkolben von einem auf
82°C eingestellten Rundpilz erhitzt wurde, enthielt insgesamt ca. 700 ml Chloroform. In dem
aufgesetzten Ruckflul3kihler kondensierte das Chloroform und tropfte in den
Extraktionsapparat zurtick. Sobald dieser gefillt war, lief das Chloroform zusammen mit dem
geldsten Fett in den Rundkolben zurtick. Die Extraktion war dann abgeschlossen, wenn das
Chloroform im Ruckflukihler klar blieb. Die vollstandig entfetteten Korperfragmente
wurden von dem Filterpapier befreit, wobel sorgféltig darauf geachtet wurde, dal? es nicht zu
einem Substanzverlust kam, und in Aluminiumschalen im Trockenschrank (bei ca. 75 °C)
getrocknet. Das Endgewicht stellt die fettfreie Trockenmasse (FFDM: fat-free dry mass) dar.
Korperfettgehalt, Wassergehat und FFDM wurden sowohl as Absolutwerte als auch in
Prozent der Feuchtmasse errechnet. Als kalorisches Aquivalent wurde bei der Berechnung des
Energiegehaltes der Fettmasse 38 kJ pro Gramm angenommen, die Umrechnung der FFDM
basiert auf einem Wert von 20 kJ pro Gramm (Grodzinski et al. 1975).

2.34. K Unstliche Aufzucht

Die Tiere der Serie VI des zweiten Adipositas-Modells wurden kinstlich aufgezogen; dabei
wurden sie entweder mit MSG oder mit NaCl (Kontrolltiere) behandelt.

Die Methode der kinstlichen Aufzucht von Rattenwelpen unter definierten, standardisierten
Umweltbedingungen und der Zufihrung sowohl qualitativ als auch quantitativ identischer
Nahrung ist ein bereits in mehreren Arbeiten und Verdffentlichungen (Mumm et al. 1989;
Kaul et al. 1990; Nulein und Schmidt 1990) exakt beschriebenes Verfahren, so dal3 hier nur

noch eine Zusammenfassung erfolgt.



Material und Methoden 34

2.34.1. Ver suchsaufbau

Die Versuchstiere befanden sich einzeln in durchsichtigen Kunststoffbehéltern, die mit
saugféhigem Material ausgelegt waren und, mit angeschraubten Bleiplatten beschwert, in
einem temperierten Wasserbad innerhalb einer Klimakammer (Weiss Technik, Lindenstruth)
flottierten. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 2 schematisch dargestellt. Die Tierbehdter waren
bis auf ein zentrales Loch (&£ = ca. 0,5 cm) im Deckel luftdicht verschlossen. Durch diese
Offnung reichte ein an einem Gestell Uber dem Wasserbad befestigtes Metall-Rohr fast bis
zum Boden der Behdlter, Uber welches die Luft zur Messung des Sauerstoffverbrauches der
Tiere abgesaugt wurde. Der verbleibende Spalt zwischen Rohr und Deckel6ffnung war so
grof3, dal3 das Nachstromen von Frischluft gewahrleistet und auch die Zufuhrung von
Milchkatheter und Thermoelement ermdglicht wurde, ohne dal} die freie Rotation der
Behdter behindert wurde.
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Abb. 2: Versuchsaufbau fur die kiinstliche Aufzucht

1) Wasserbad, 2) Heizspirale, 3) Metallgitter zur Fixation der Tierbehélter, 4) Tierbehalter
mit Rattenwelpe, 5) Luftabsaugrohr, 6) Thermoelement, 7) Temperaturverstarker,
8) Milchleitungen, 9) Kuhimantel fir die Milchleitungen, 10) Milchpumpen mit Spritzen.

Aus. Mumm et al. 1989
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2.34.2. Ernahrung

Ein Muttermilchersatz (Kunstmilch) wurde aus Kondensmilch (Barenmarke 10 %; Allgauer
Alpenmilch  GmbH, Miunchen), Maiskeimdl (Mazola, Heilbronn), Leitungswasser,
Aminosauren, Mineralien (SigmaAldrich) und Vitaminen (Polybion N-Tropfen, Merck,
Darmstadt) hergestellt (fir die Mengenangaben siehe Messer 1969). Der Fettgehalt dieser
Milch betrug ca. 13 % bei einem Kaloriengehalt von 7 —8 kJml. Dieses Gemisch wurde
homogenisiert und mit einer Vakuumpumpe entgast, portioniert, bei —20° C eingefroren und
bei Bedarf im Kuhlschrank bei 7° C aufgetaut.

Durch Perfusionspumpen (Braun AG, Melsungen), die sich im Kihlschrank befanden, wurde
die Milch kontinuierlich Uber gekihlte Polyethylen-Schlauche zu den Behdtern gefihrt. Das
in der Klimakammer befindliche Schlauchstiick wurde der Klimakammer-Temperatur
unmittelbar ausgesetzt, um die Milch zu erwédmen, bevor sie den Welpen Uber
intradsophageale Katheter zugefiihrt wurde. Die Katheter bestanden aus einem 3,5 cm langen
weichen Silastikschlauch (602-105, Dow Corning, Midland/USA), der Uber das gebogene
Ende eines 20 cm langen PP 10 Tubus (Dow Corning) gezogen wurde. Der gebogene Bereich
lag dabei im Mundwinkel der Welpen, der weiche kurze Schenkel endete tief im Osophagus.
Die Katheter wurden durch Heftpflaster und Sekundenkleber an der Backe und im Nacken der
Tiere befestigt und dann mit den Schlauchen, die zu den Perfusionspumpen fihrten,
verbunden. Die Futterzufuhr wurde der KorpergrofRe und dem Magenfillungszustand
angepaldt und téglich entsprechend erhdht (Mumm et a. 1989; Kaul et al. 1990; Nulein und
Schmidt 1990); dabei wurde sorgféltig darauf geachtet, dal3 die gewdahite Milchrate nicht zu
einer Magenuberflillung fuhrte. Begonnen wurde am Tag vier mit 2,0 ml Milch/Tag. Diese
Menge wurde kontinuierlich und schrittweise gesteigert, bis die Tiere schliefdlich am Tag
zehn 4,2 ml Milch/ Tag erhielten. Bel den &lteren Tieren, die ab Tag zehn kinstlich
aufgezogen wurden, wurde zu Beginn eine Milchrate von 3,9 ml/Tag gewahlt, die am
Versuchsende (Tag dreizehn) bis auf 4,5 ml/ Milch pro Tag gesteigert wurde. Alle Tiere eines
Waurfes erhielten stets Milch gleicher Zusammensetzung und Menge.

Zweimal pro Tag (8.00 Uhr / 20.00 Uhr) wurde der Gesamtzustand der Jungen begutachtet,
die Zdlstoffeinlagen der Tierboxen gewechselt und, falls notwendig, die Wangenpflaster
erneuert. Zu diesem Zweck wurden die Tiere einzeln fir ca. zehn Minuten aus der Tierbox
entnommen, ihr jewelliger Gesundheitszustand kontrolliert und die Magenfillung

begutachtet. Durch vorsichtiges Reiben des Bauches wurden die Defékation und die Miktion
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der Tiere angeregt. Zusétzlich wurden jewells um 20.00 Uhr die Thermoelemente aus dem

Darm genommen, um die Jungen zu wiegen.

2.343. Kontinuierliche Messung der Kor pertemperatur

Die Korpertemperatur (T;) der Welpen und die Umgebungstemperatur (T,) wurden
kontinuierlich mit 0,06 mm dicken Kupfer-Konstantan-Thermodréhten (California Finewire,
Grover City, CA) gemessen. Um das empfindliche Rektum der jungen Tiere zu schiitzen, war
der Draht von einem PP10-Schlauch Uberzogen, dessen Ende von einem 5 mm langen, am
Ende mit Silikon-Kautschuk (E41, Wacker, Mnchen) verschlossenen Silastik-Schlauch (602-
105, AuBendurchmesser 0,6 mm) ummantelt war. Am Tag vier wurden diese
Thermoelemente 1,8 cm tief in das Rektum der Tiere eingefihrt. Um dem schnellen
Wachstum der Tiere gerecht zu werden, wurden die Thermoelemente jeden Tag 0,5 cm tiefer
eingefuhrt. Vor jedem Versuch erfolgte eine Kalibrierung der Thermoelemente im Bereich
zwischen 20° und 40° C. Die Thermospannung wurde nach Verstdrkung durch einen
Temperaturmessverstarker (Elektronik-Werkstatt des Kerckhoff-Instituts) Gber einen 30-
Kanal-Punktdrucker (Y okogawa 3081 Hybrid Recorder, NBN Elektronik GmbH, Herrsching)
aufgezeichnet und durch einen Computer (Tandon Plus, Tandon Corporation, Chatsworth,

CA) gespeichert.

2.34.4. Einstellen der Umgebungstemperatur auf die Bedingungen einer moder aten
Kéaltebelastung

Um die thermoregulatorische Belastung in etwa der im Nest anzupassen, wurde die T,
wahrend der Aufzuchten ab Tag zehn aufgrund der Erfahrungen bei friheren Untersuchungen
so eingestellt, dal3 die metabolische Rate (MR) ca. 100 % Uber dem Ruheumsatz unter
thermoneutralen Bedingungen lag. Dazu wurde zweimal téglich die durchschnittliche MR
bestimmt und die T, wéhrend des Versuches entsprechend der angestrebten MR schrittweise
bis auf 27°C zum Versuchsende erniedrigt, um die verbesserte thermische Isolation der
wachsenden Tiere auszugleichen. Bei einem Einsetzen der Tiere im Alter von vier Tagen
muf3ten wahrend den ersten Versuchstagen Umgebungstemperaturen von 33-31 ° C eingestel It
werden, um eine gesunde Entwicklung wahrend der weiteren kinstlichen Aufzucht zu
gewdhrleisten. Diese Temperatur wurde dann schrittweise verringert und betrug bei
Versuchsende schliefdlich 29° C.
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2.34.5. Sauer stoffmessung

Bel den kunstlich aufgezogenen Tieren erfolgte mittels indirekter Kalorimetrie die
Bestimmung der Stoffwechselrate von Tag zehn bis Tag dreizehn und bel einem Wurf von
Tag vier bis zehn bel jeweils sieben Tieren pro Wurf. Die Analyse der aus den Tierbehdltern
und der Umgebung abgesaugten Luft erfolgte mittels eines elektrochemisch arbeitenden
Zwei-Kanal Sauerstoff-Analysators (S-3A111, Ametek, Pittsburgh, USA) in einem offenen
FluBsystem. Dieses Melsystem wurde jeweils vor Versuchsbeginn mit Eichgasen
entsprechend dem Mefdbereich kalibriert. Zur Absaugung der Kammerluft in der
beschriebenen Weise wurden Membranpumpen eingesetzt. Diese Mefduft wurde zunachst zur
Trocknung durch mit Drierite® (CaSOs; Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen) gefiillte
Trockenréhren geleitet. Nach Durchstromen von Aktivkohlefiltern, die zur Absorption
organischer Molekile dienten, wurden Staubpartikel mit Hilfe von Membranfiltern
abgefangen. Die Luft in jedem der acht Messkande wurde anschlief3end durch leere 500 mi
Flaschen abgesaugt. Wegen des grof3en Volumens der Flaschen traten die unmittelbar am
Absaugrohr herrschenden starken Schwankungen des Sauerstoffgehaltes der Tierluft am
Messgerdt nicht mehr auf. Ein Teilstrom der so getrockneten und gereinigten Luft wurde zur
Bestimmung des Sauerstoffgehaltes zu dem elektrochemischen Sauerstoffanalysator geleitet.
Gleichzeitig wurde die Umgebungduft in gleicher Weise abgesaugt und auf ihren
Sauverstoffgehalt analysiert; er diente as Referenzwert fir die Bestimmung des
Sauerstoffverbrauches der Tiere. Durch Magnetventile, die mit einem Zeitgeber verbunden
waren, wurde die angesaugte Luft entweder zu einem Massenflul3messer (FM 360, Tylan
General, Eching bei Minchen) und von dort zum Sauerstoffanalysator geleitet, oder durch
Bypasspumpen in den Raum entlassen. Die Luft aus den Tierbehdtern, die gerade nicht in
Mef3position waren, wurde Uber Membranpumpen kontinuierlich abgesaugt, um auch
zwischen den Mef}perioden einen gleichméaldigen Luftaustausch in den Behdltern zu
gewdhrleisten. Um dabei die Flulrate auf demselben Wert halten zu kdnnen wie in
Mef3position, war zwischen den beiden Ventilen ein Wassermanometer zur Kontrolle
eingebaut. Die Flurate, mit der die Luft abgesaugt wurde, wurde bei der Aufzucht von Tag
vier bis zehn mit zunehmendem Alter der Tiere allmahlich von 120 auf 180 ml/min erhoht.
Bel den kurzen Aufzuchten mit den &dlteren Tieren wurden Werte von 300 bis 340 ml/min
eingestellt. Dadurch wurde der Sauerstoffverbrauch unterschiedlich grofer Welpen
berticksichtigt und die Sauerstoffextraktion aus der Tierboxenluft bei unter 0,5 % gehalten.

Die abgesaugte Luft aus sieben Tierboxen sowie die Umgebungsluft zur Kontrolle des
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Referenzwertes wurden im zyklischen Durchlauf von je funf Minuten gemessen. So wurde
von jedem der sieben Tiere im zeitlichen Abstand von 40 Minuten ein gemittelter Mef3wert
fur den Sauerstoffverbrauch bestimmt.

Neben der Sauerstoffextraktion wurde die Flufrate ermittelt und beides zusammen mit der
Mefkanal-Position von einem Computer aufgezeichnet. Zur optischen Uberwachung wurden
alle angefallenen Daten parallel von einem Mehrkanal-Hybrid-Drucker (Y okowaga 3081,
NBN Elektronik GmbH, Herrsching) aufgezeichnet.

Die Kalibrierung des Sauerstoffanalysators im gewilnschten Mef3bereich erfolgte durch
Gasgemische mit Sauerstoffkonzentrationen zwischen 20 und 21 %. Die Abweichung vom
Sollwert lag in diesem Bereich unter 0,01%. Zur Kalibrierung des Massenflufdmessers wurde
nach Einstellung eines konstanten Luftflul3es die Zeit gestoppt, in der ein Seifenfilm eine
markierte Strecke in einem Plexiglasrohr zurlicklegte. Die im Raum herrschende Temperatur
und Luftfeuchte sowie der Luftdruck wurden ermittelt. Des weiteren wurden das Luftvolumen
des markierten Bereiches der Plexiglassaule auf Standardbedingungen umgerechnet. Der

errechnete Luftflud wurde gegen die am Massenfludmesser eingestellten Spannungen

aufgetragen.
24. Weiter e analytische M ethoden
24.1. Genotypisierung durch Polymer ase-K ettenr eaktion

24.11.  Isolierung von DNA aus Gewebe

Die Isolierung der DNA erfolgte mit Hilfe des QIAmp Tissue Kit (Qiagen, Hilden).
Verwendet wurden ca. 10 mg frisches oder bei —20° C eingefrorenes Gewebe aus der
Schwanzspitze, die Welpen einen Tag nach der Geburt abgenommen wurde.

Zuerst wurde das Gewebe mit 180 pl Lyse Puffer (QIAmp Tissue Kit) und 20 ul Proteinase K
(Bohringer, Mannheim) in einer Konzentration von 10 mg/ml, gelést in Aqua dest., Uber
Nacht bei 55° C in einem Schittelwasserbad verdaut. Dieser Ansatz wurde dann laut
Protokoll umgepuffert. Anschlief?end wurde die DNA durch Ethanolzugabe (96 -100 %)
gefélt. Dieser Ansatz wurde dann auf Minisaulen pipettiert, an deren Membran die DNA
gebunden wurde. Nach mehrmaligem Waschen mit dem entsprechenden Puffer wurde sie mit
50 pl 70° C warmem Wasser eluiert. Die Konzentration der gewonnen DNA wurde durch

Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt.



Material und Methoden 39

24.1.2. Grundlagen der PCR

Bel der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden gezielt DNA-Abschnitte, die von zwel
bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, in vitro vervielfaltigt. Hierbei wird zunéchst
die Ziel-DNA bei einer Temperatur von 90 bis 95° C in die komplementéren Einzelstrénge
zerlegt (melting). Die beiden Oligonucleotid-Primer werden an die getrennten Strénge der
DNA, die fur die Zielsequenz codieren, hybridisiert (anealing). Sie grenzen die zu
amplifizierende Zielsequenz ein und befinden sich im Vergleich zur Zielsequenz im
UberschuB in der Reaktionslosung. Der Hybridisierungsschritt erfordert abhéngig von der
Lange und Zusammensetzung der Primer unterschiedliche Temperaturen. Das 3"-OH-Ende
der hybridisierten Oligodesoxynucleotid Primer wird von einer thermostabilen DNA-
Polymerase (Tag-Polymerase) als Startpunkt fir eine in vitro DNA-Synthese verwendet
(synthesis). Die Primer werden unter Bildung einer Doppelstrang-DNA im ersten Zyklus Uber
die Zielsequenz hinaus verlangert, mit weiteren Zyklen wird aber nur die von den beiden
Primern eingegrenzte DNA-Sequenz vervielfatigt.

Zu Beginn der Reaktion werden ale notwendigen Komponenten zusammengegeben. Die
Abfolge der Reaktionsschritte: Strangtrennung, Hybridisierung und DNA-Synthese wird
allein durch zyklische Temperaturanderungen in einem Thermocycler gesteuert. Je nach
Ausgangsmenge der Ziel-DNA werden 20 bis 60 Zyklen durchlaufen.

Chua et al. konnten 1996 nachweisen, dal3 bel Trégern des fa-Allels eine Punktmutation,
namlich ein Aminosdureaustausch von Glutamin (+) zu Prolin, im Leptinrezeptor-Gen
vorliegt. Mit Hilfe der beiden eingesetzten Primer wird ein 112 Basenpaare langes DNA
Fragment synthetisiert, das die Punktmutation flankiert. Das in der PCR amplifizierte DNA-
Fragment beeinhaltet entweder die Punktmutation in einem oder beiden Allelen @/fa und
fa/fa) oder die unveranderte Basensequenz des Genes (+/+). Der Aminosaureaustausch fuhrt
zu der verdnderten  Nucleotidfolge —CCGG-, die wiederum  durch die
Restriktionsendonuclease MSP 1 erkannt wird (Chua et al. 1996). Dieses Enzym ist in der
Lage, die DNA enes mutierten fa-Alleles in zwel Fragmente (78 bp und 34 bp) zu
zerschneiden, wahrend die DNA von Wildtyp-Tieren von dem Enzym unbeeinfluldt bleibt.

24.1.3. PCR-Protokoll und Auftrennung der Produkte

Fur jeden Ansatz wurde ein Master Mix angesetzt. Im folgenden sind die Mengenangaben pro
Probe angegeben:
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- 37,5 ul O

- 5 pl 10 x PCR-Puffer (15 mM MgCh), ( Perkin EImer)

- 1 pl dNTP-Mix (200 uM) ( Bohringer, Mannheim)

- 2 pl Primer MoBr 8 (20 pmol) (MWG Biotech GmbH, Ebersberg)
- 2 pl Primer MoBr 11 (20 pmol) (MWG Biotech GmbH, Ebersberg)
- 0,5 pl Tag-Polymerase (2,5 u) (Ampli Tag Gold, Perkin Elmer)

Zu diesem Ansatz wurden jewells 2 pl aufgereinigte DNA hinzugefugt.
Die Primer hatten folgende Sequenz:

Sense Primer MoBr 8: 5-TAT GGA AGT CAC AGA TGA TGG-3

Antisense Primer MoBr 11: 5°-TCT TAC AAT TGT AGA ATT CTC-3'.

Die folgenden PCR-Bedingungen wurden eingestellt:

1) Denaturierung: 5 min 94 °C (melting)

2) 60 Zyklen: 30 sec. 94 °C (melting)
30 sec. 55 °C (anedling)

30 sec. 72 °C (synthesis)

3) Extension: 7 min 72°C (synthesis)

Die PCR-Reaktion fand in einem Thermocycler (Gene Ampa PCR System, Perkin Elmer,

Weiterstadt) statt.
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2414, Restriktionsverdau

Im Anschluss an die PCR wurden 15 pl Amplifikat in einen Restriktionsverdau eingesetzt.
Dazu wurde das Amplifikat mit 0,5 pl des Restriktionsenzymes MSP 1 (5 u) (Boehringer,

Mannheim) fir vier Stunden bel 37° C inkubiert.

24.15. Elektrophorese

Um die kleinen DNA-Fragmente auftrennen zu kénnen, wurden 10 % ige Polyacrylamid Gele
verwendet (Mini Protean 1I-Kammern, Bio Rad, Minchen). 10 ul der Probe wurden mit 0,9
pl Ladepuffer (6x) (MBI Fermentas, St. Leon Rot) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als
Kontrollen wurden eine Leerprobe, Kontrollproben und ein Marker (MBI Fermentas) mit
aufgetragen. Die Amplifikate wurden bei 200 Volt aufgetrennt. Anschlief3end wurden die
Gele fur 20 Minuten in einem Ethidiumbromid-Bad (5 ul Ethidiumbromid (10 %) auf 120 ml
TBE 0,5-fach) gefarbt und fur funf Minuten in TBE (0,5 fach) gewaschen. Die Auswertung
wurde dann unter UV-Licht bei 366 nm auf einem Transilluminator vorgenommen. Die
Identifizierung der einzelnen Genotypen erfolgte Uber die Lange der unterschiedlichen DNA
Fragmente. Bei den Wildtyptieren (+/+) hatte das MSP | keinen Ansatzpunkt zum Schneiden
des amplifizierten DNA-Fragmentes, auf dem Gel stellten sich deshalb diese Tiere mit einer
Bande von 112 Basenpaaren dar. Die heterozygoten Tiere besitzen ein defektes Allel des
Genes, das von dem Enzym geschnitten wurde. Auf dem Gel waren drei Banden sichtbar: 112
bp, 78 bp und 34 bp. Bel den fa/fa-Tieren wiederum waren beide Allele defekt und somit
beide amplifizierten Sequenzen, die daraufhin enzymatisch geschnitten wurden. Auf dem Gel
waren diese zwel Banden (78 bp und 34 bp) sichtbar. Das Ergebnis wurde mit einer Polaroid
Gel Cam (Roth, Karlsruhe) fotografiert. In Abb. 3 ist beispielhaft das Ergebnis einer solchen
Elektrophorese dargestellt.
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M2 3 4 5 6 7

bp bp
110,111 <] 112
<] 78

34 <] 34

Abbildung 3: Bestimmung des Genotyps von Rattenwel pen mittels PCR.

Dargestellt sind die Amplifikate nach Restriktionsverdau mit MSP 1.

Sour M: Langenstandard pUC 19 (MBI Fermentas); Spur 2: leer, Spur 3: +/+ - Tier; Sour 4:
+/fa - Tier; Spur 5: fa/fa - Tier; Sour 6: Negative Kontrolle des Restriktionsverdaus (fa/fa -
Tier von Spur 5); Sour 7: Negative Kontrolle der PCR.

24.2. Biochemische M ethoden

24.2.1.  Grundlagen zur Plasmaleptinbestimmung mittels Radioimmunoassay

Radioimmunoassays (RIA) ermdglichen die quantitative Bestimmung von Hormonen in
biologischen Flissigkeiten wie etwa dem Blutplasma. Das Hormon aus einer extrahierten
Plasmaprobe, welches das zu bestimmende Antigen bei dieser Reaktion darstellt, tritt in eine
komplexe Wechselwirkung mit gegen das zu bestimmende Antigen gerichteten, spezifischen
Antikorpermolekilen (g-lmmunglobuline). Diese hochaffine Antigen-Antikorperreaktion
stellt die Grundlage des RIAs as immunologisches Testverfahren dar. Zur Erhéhung der
Sensitivitdt eines RIAs erfolgt durch die sogenannte ,non-equilibrium“-Methode (Chard
1982) die zeitversetzte Inkubation der zuvor gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexe
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zusétzlich mit identischem, jedoch radioaktiv markiertem Hormon (, Tracer) bekannter
Konzentration. Die Konzentrationen an Radioligand und hormonspezifischem Antikorper
wurden unter Berlicksichtigung der hochstmoglichen Empfindlichkeit des RIAs gewdhit.
Waéhrend dieser zweiten Inkubationsphase kommt es zu ener kompetitiven
Austauschreaktion, wobei radioaktiv. markiertes und unmarkiertes Hormon um die
Bindungsstellen an den Antikorpermolekilen konkurrieren. Steigende Mengen an
unmarkiertem Antigen fihren zu verminderter Radioligandbindung. Bei der Bewertung der zu
messenden Radioaktivitdt des eingesetzten Tracers wird zwischen der gesamten Aktivitét
(TO), der nicht-spezifisch gebundenen Aktivitdt (NSB) und der unter Berlicksichtigung der
Differenz TO — NSB sich ergebenden spezifischen Bindung des jeweils zu bestimmenden
Hormons an den eingesetzten Antikorper unterschieden. Die NSB umfal¥ ale Bindungen des
radioaktiv markierten bzw. unmarkierten Hormons an z.B. Plasmaproteinen der Proben,
zugesetzten Reagenzien oder Arbeitsmaterialien.

Die Erstellung einer Standardkurve ist die Voraussetzung zur Quantifizierung der jeweiligen
Hormonkonzentrationen in den zu untersuchenden Plasmaextrakten. Dabei wird eine
konstante Menge an Antikérpermolekilen mit einer konstanten Menge an ,, Tracer”, das heil3t
mit dem radioaktiv markierten Antigen, zusammengebracht. Beide sind so gewahlt, dal3 etwa
50 % der radioaktiven Hormonmolekile an die Antikdrper binden, wenn kein unmarkiertes
Hormon zugegen ist (Bp-Wert). Steigende Konzentrationen an zunachst zugesetztem
unmarkiertem Hormon, unter identischen Inkubationsbedingungen, fihren zu einer
dosisabhangigen Abnahme des Radioliganden an den spezifischen Antikorperbindungsstellen.
Anhand der folgerichtig erstellten, semilogarithmischen Eichkurve kann dann die unbekannte

Hormonkonzentration in einer extrahierten Plasmaprobe bestimmt werden.

24.22.  Durchfihrung der Plasmaleptinbestimmung

Fur die Bestimmung der Plasmaleptinkonzentration im Blutplasma der Versuchstiere wurde
ein kommerzidler Kit (MausLeptin RIA-Kit, Biotrend Chemikalien GmbH, Kaln)
verwendet. FUr jeden einzelnen Assay wurde eine Eichkurve errechnet, die auf
Doppelbestimmungen sieben verschiedener Leptinstandards (Bestandteil des Kits) basierte.
Bel jedem RIA mufdten zuséizlich drel verschiedene Kontrollansdtze erstellt werden, zum
einen eine Probe (TO), die nur den Tracer enthielt, um so die absolut eingesetzte
Radioaktivitét ermitteln zu koénnen. Der zweite Kontrollansatz (NSB) enthielt neben dem

Tracer auch noch Puffer und wurde dem nachfolgend beschriebenen Trennungsverfahren
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unterworfen. Die Relation NSB/TO lag in alen durchgefiihrten RIAs unter den geforderten 5
%. Fur die Bestimmung der fir den Assay maximaen Bindung zwischen Antikérper und
Radioligand (Bo) wurden statt synthetischem Peptid gleiche Volumina RIA-Puffer zugegeben.

Je nach zu erwartetem Leptingehalt wurden entweder 50 oder 100 pl Plasma als Ansatz fir
den RIA verwendet. Das Einsetzen unterschiedlicher Mengen an Plasma ist erforderlich, da
die Eichkurve einen sigmoiden Verlauf aufweist, der nur im mittleren Bereich annghernd

linear verlauft.

Pipetti erschema:

a TO 100 pl Tracer
b) Bo 200 ul RIA-Puffer + 100 ul Antikérper + 100 pl Tracer
c) NSB 300 pl RIA-Puffer + 100 pl Tracer

d) STD 100 ul RIA-Puffer + 100 ul jew. Standard + 100 pl Antikérper + 100 pl Tracer
€) Probe 100 ml RIA-Puffer + 100 pl jew. Probe  + 100 pl Antikorper + 100 pl Tracer

b — e Messung nach Durchfiihrung des Trennverfahrens

Zu den eingesetzten Proben wurde zunéachst 100 pl RIA-Puffer zugegeben. Auller bel den
NSB-Proben wurde die polyklonale Antikorper-Loésung zugegeben und gemischt. Nach einer
Vorinkubation des Antikorper-Peptid Gemisches fur 24 Stunden bei 4° C erfolgte die
Inkubation in Anwesenheit des Radioliganden (Tracer: [*%° 1] Maus-Leptin ) ebenfalls fiir 24
Stunden bel 4° C, um eine hohere Sensitivitét des Nachweissystems zu erhalten (,,non-
equilibrium® Methode). Der Antigen-Antikorper Komplex wurde anschlief3end durch Zugabe
von 1 ml Polyethylenglykol (Precipitating Reagent) gefdllt. Die Trennung von gebundenem
und ungebundenem Hormon bzw. Radioliganden wurde durch Zentrifugation fur 20 Minuten
bei 3000 x g und 4° C durchgefuhrt. Der Uberstand wurde mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt und die im Pellet an Antikdrper gebundene Radioaktivitdt wurde in einem Gamma
Counter (Wallac, Freiburg) quantitativ erfalit.

Fur alle Tiere wurden mindestens zwel Messungen durchgefihrt, die nicht alle im gleichen
RIA erfolgen konnten. Aus den beiden Mel3werten wurden Mittelwerte gebildet, wobei
unnattrlich hohe oder niedrige Werte als Artefakte interpretiert wurden und nicht in die
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Mittelwertsbildung mit einflossen. Sollen Messergebnisse aus unterschiedlichen RIAS
miteinander verglichen werden, so muf? beachtet werden, dal3 zum einen Unterschiede in der
Antikorper- und Tracerqualitét verschiedener Kits bestehen und zum anderen das Alter des
Testkits, da die meffbare Radioaktivitét abnimmt, fir die gemessene Radioaktivitét der
einzelnen Proben eine Rolle spielen und sich damit auf die Hohe der sich ergebenden
Leptinwerte auswirken. Durch die Messung eines bekannten Plasma-Pools in jedem der
durchgefihrten RIAs war es moglich, bei der Errechnung der endgiltigen
Leptinkonzentrationen der Interassay-Variabilitdt Rechnung zu tragen. In jedem RIA wurde
deshalb eine Dreifachbestimmung des L eptingehaltes des gleichen Plasmapools durchgefihrt,
die Aufschlul® Uber die Variabilitdt innerhalb eines RIAs (Intra-Assay Variabilitét) sowie
zwischen den verschiedenen RIAs geben sollte (Inter-Assay Variabilitét). So wurde im
Anschlul? an eine Mittelwertshildung aus den drei Pool-Einzelwerten innerhalb der einzelnen
RIAs auf der Basis dieser Werte ein Mittelwert fur die Pool-Leptinkonzentration Uber die
gesamten RIAs errechnet. FUr jeden einzelnen RIA wurde nun ein Faktor berechnet, mit
welchem die von ihm angegebene Leptinkonzentration multipliziert werden mufite, um eben
diesen Mittelwert zu ergeben. Die Anwendung dieses Faktors auf alle in dem jeweiligen RIA
ermittelten Leptinkonzentrationen ermdglichte einen Vergleich von Plasmaproben, die in
verschiedenen RIAs auf ihren Gehalt an Leptin untersucht wurden.

Diese zusétzlichen Proben sowie die 7 verschiedenen Leptinstandards fur die Erstellung der
Eichkurve wurden auf die gleiche Weise behandelt wie die zu untersuchenden Proben. Die

Inter- und Intra-Assay Koeffizienten betrugen 11 % beziehungsweise 6 %.

24.2.3.  Ermittlung des Plasmaleptingehaltes anhand der RIA-Werte

Um die Koagulation des Blutes zu verhindern, wurde dieses in einer definierten Menge einer
Heparinlosung aufgefangen. Diese Verdinnung wurde bei der Berechnung der endgultigen
Leptinkonzentration mitberticksichtigt. Die Multiplikation des RIA-Mel3wertes mit einem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor ergab die L eptinkonzentration bezogen auf 100 pl Plasma
des jewelligen Tieres. Wenn der zu erwartende Leptingehalt in der Plasmaprobe sehr hoch
war, wurden nur 50 pl Probe eingesetzt, um den mittleren, anndhrend linearen Bereich der
Eichkurve nicht zu verlassen. Dieser zweite Verdinnungsschritt wurde ebenfalls mit einem
entsprechenden Faktor in der Auswertung der RIA-Daten mit berlicksichtigt. Allein eine
Multiplikation des RIA-Wertes mit dem errechneten Verdinnungsfaktor fuhrte aber in beiden

Falen nicht zu einem korrekten Endwert. Auf der Basis einer dem RIA-Kit beiliegenden
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Tabelle, sowie eigener Verdinnungstests, die hier nicht gezeigt werden, wurden die RIA-
Werte fur Proben, die vor der Messung verdinnt worden waren, zundchst mit dem
Verdunnungsfaktor multipliziert; der Endwert ergab sich anschlief3end durch eine Reduktion

dieses Wertes um 5 — 15 %, abhangig vom Absolutwert und von der Starke der Verdinnung.

Rattenleptin bindet sowohl an die kommerziell erhéltlichen Antikdrper gegen murines Leptin
wie gegen Rattenleptin relativ schlecht. In der Arbeitsgruppe hat sich die Anwendung eines
Maus-Leptin RIA-Kits bewdhrt. Zur Erstellung der Eichkurve wurden dabei Standards mit
einer definierten Konzentration an murinem Leptin verwendet, da hierbei - im Gegensatz zu
der Verwendung von Rattenleptin-Standards - die Linearitét und damit eine genauere
Messung Uber einen relativ breiten Konzentrationsbereich gegeben ist. Durch die Messung
von Proben mit einer bekannten Konzentration an Rattenleptin innerhalb des relativ schmalen
Bereichs (1-4 ng/ml), in dem die Mef3werte liegen, wurde im Nachhinein ein Faktor ermittelt,
mit dessen Hilfe die RIA-Werte den tatsdchlichen Konzentrationen an Rattenleptin
angenahert werden konnten. Die Berechnung einer Regressionsgeraden anhand der Mef3werte
ergibt einen Faktor (1,29), mit dem die RIA-Werte multipliziert werden missen, um in guter

Na&herung die tatsachliche Rattenleptinkonzentration in der Probe widerzuspiegeln.
2.4.3. L eptin-Rezeptor -Bindungsstudien an Hypothalamushomogenaten
24.3.1. Grundprinzip der Bindungsstudien

Fur eine genauere Charakterisierung der Liganden-Bindungskinetik des Leptinrezeptors
wurden Bindungsstudien an hypothalamischem Gewebe durchgefuihrt®. Grundlage dieser
Methode sind die Wechselwirkungen zwischen drei  Komponenten  einer
Gleichgewichtsreaktion, ndmlich Rezeptor (R), Radioligand (L) und unmarkierter Ligand (1),
der mit dem Radioligand um den Rezeptor konkurriert. Es ergibt sich die Gleichung: R + L +
I U RL + RI, wobei es sich bei RL und Rl um die entsprechenden Bindungskomplexe
handelt. Die im Bindungsexperiment gemessene Variable ist der rezeptorgebundene
Radioligand (RL). Die totale Radioligandenkonzentration (Lt) entspricht : Lt =L + RL.

Durchgefiihrt wurden Verdrangungsexperimente (displacement-Experimente), bei denen die
totale Konzentration an Radioliganden (Lt) konstant blieb, wahrend die RL in Abhangigkeit

3 Diese Untersuchungen wurden von T. Ziskaim Labor von A. Plagemann, Charité Berlin, durchgefuihrt, deshalb
erfolgt hier nur eine kurze Zusammenfassung der M ethode.



Materia und Methoden 47

von der steigenden Konzentration eines kompetitiv wirkenden, unmarkierten Liganden (I)

gemessen wurde.
24.3.2. Gewebe-Préparation

Die Hypothalami wurden in einem Kryostaten bei —20 °C prépariert. Jeder Hypothalamus
wurde einzeln in 6 ml 1 mmol/l HEPES Puffer, der mit 320 ml Sucrose (pH=7,2) versetzt
war, bei 4° C in einem Potter-Elvehjem Homogenisator homogenisiert, um die Zellen und
Zellmembranen aufzubrechen. Diese Homogenate wurden anschlief3end fir 25 Minuten bei
4° C mit 26.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in Assay Puffer (25 mmol/l HEPES,
5 mmol/l MgCh, 1 mmol/l EGTA, 0,025 % Bacitracin, pH 7,4) resuspendiert und erneut fur
25 Minuten bei 4° C und 26.000 x g zentrifugiert, um l6diche Substanzen, wie zum Beispiel
endogene Neurotransmitter und Guanin-Nukleotide, die mit der Radioligandenbindung
interferieren kénnen, zu entfernen. Das entstandene Pellet wurde mit 0,5 ml Assay Puffer
resuspendiert.

Die Proteinkonzentration der Membransuspension wurde mit BSA as Standard nach der
Methode von Bradford, modifiziert durch Peterson (Peterson 1983), bestimmt.

24.3.3. Assay-Bedingungen

Als Probe wurden 300 ug Membran-Protein in 300 pl Assay-Puffer, der 1 % BSA enthielt, in
Doppelproben mit 100 pmol/l [?°I]-Leptin (murines Leptin, NEN Boston USA) in einem
Schittelwasserbad bei 25° C fur 75 Minuten inkubiert. Die unspezifische Bindung (NSB) des
Tracers wurde in Anwesenheit von 0,5 pmol/l unmarkiertem Leptin (murines Leptin, R & D
Systeme, Wiesbaden) einer hypothalamischen Membransuspension festgelegt. Am Ende der
Inkubation wurden zu der Probe 3 ml eiskalter Waschpuffer (25 mmol/l HEPES, 5 mmol/l
MgCl2, 0,1 % BSA, 0,01 % Triton-X) zugegeben und anschlief3end sofort durch einen GF/B
Watham-Filter in einem Brandel-Harvester (Adi Hassel, Munchen) gefiltert. Die Filter
wurden zuvor in Assay Puffer mit 2 % BSA eingeweicht, ebenso wurden die Inkubations-
Rohrchen und -Filter vorher mit 3 ml eskatem Waschpuffer gewaschen, um die
unspezifische Bindung von Radioliganden an die Wande der Rohrchen zu minimieren.

Die Radioaktivitét der Filter wurde in einem Gamma Counter (Wallace 1277) gemessen.
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Die spezifische Bindung (fmol/mg Membranprotein) wurde aus der Differenz zwischen der
totalen Bindungskapazitédt des Tracers und der unspezifischen Bindung fur jeden
Hypothalamus errechnet.

24.3.4.  Durchfihrung der Bindungsassays

Es wurden mehrere Assays mit unterschiedlich behandelten Tieren durchgefiihrt.

Assay 1 beinhaltete Tiere aller drel Genotypen (+/+ N=12, +/faN=19 und fa/fa N=12), diein
Nestern normaler Gréfie (zehn bis zwdlf Welpen) aufgezogen wurden.

Die Hypothaami von +/+ (N=10) und +/fa (N=10) Tieren, die in kleinen Nestern (vier
Welpen) aufgezogen wurden und die auch der Bestimmung der Korperzusammensetzung
dienten, wurden fir den Assay 2 verwendet.

Assay 3 bestand aus +/+ ( N=16) und +/fa (N=16) Tieren, die ebenfallsin einem kleinen Nest
aufgezogen worden waren und die zusétzlich entweder mit Leptin oder als Kontrolle mit PBS
behandelt worden waren.

Um die grol3e Inter-Assay Variabilitét herabzusetzen, wurden in Assay 4 Gehirne von @/+
N=27 und +/fa N=26) Tieren, die im kleinen und normalen Nest aufgezogen worden waren,
zusammen fur die Analyse herangezogen.

Die Inter- und Intra-Assay Koeffizienten betrugen 14 % beziehungsweise 8 %.

2.5. Histologie

Zu einer genaueren histologischen Charakterisierung der durch das MSG im Hypothalamus
verursachten L&sionen wurden Prdparate nach Niss gefarbt und lichtmikroskopisch
ausgewertet (Serie VII). Im Mittelpunkt der Untersuchung stand hierbei der Nucleus Arcuatus
(ARC), der nachweidlich ein Haupttarget der MSG-Behandlung ist (Meister et al. 1991).
Desweiteren wurde, um die Kerngebiete, die Target fir Leptin im Hypothalamus von
juvenilen Ratten sind, ndher bestimmen zu kdnnen, die Wirkung von peripher verabreichtem
Leptin immunhistochemisch auf die Exprimierung des Fos Proteins im Hypothalamus
untersucht. Um zu Uberprifen, ob die fir die Energiehomoostase wichtigen Konnektivitéaten
zwischen dem ARC und dem Nucleus Paraventricularis (PVN) bel einer zehn Tage aten

Ratte schon ausgebildet sind, wurde das Neuropeptid Y immunhistochemisch untersucht.
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25.1. Gewebefixation durch transkardiale Perfusion

Sowohl die Nisdl-Farbung fir die lichtmikroskopische histologische Untersuchung, als auch
der immunzytochemische Nachwels des Fos-Proteins in Zellkernen neuronaer Strukturen und
der Nachweis von NPY im Hypothalamus erfolgten in perfusionsfixiertem Gehirngewebe.

Die Narkotiserung der Tiere wurde mit einer Inhalationsnarkose mit Fluothan (Zeneca,
Plankstadt) durchgefihrt. Das erforderliche Toleranzstadium wurde durch einen Ausfall des
Ruckziehreflexes der Hinterbeine nach Stimulation der Interdigitalhaut Gberprift. Es folgte
eine Eroffnung der Bauchdecke in der Linea aba ventral des Sternums. Lateral wurden zwel
Entlastungsschnitte angelegt, um einen frelen Zugang zum Diaphragma zu haben. Dieses
wurde vom Rippenbogen abprépariert und dadurch der Thorax ertffnet. Als nachstes wurden
zwei Schnitte lateral des Sternums unter Durchtrennung der Rippen durchgefuhrt, dieser
Abschnitt mit einer Klemme befestigt und nach hinten geschlagen, um einen freien Zugang
zum Herzen zu haben, das anschliefiend vom Perikard befreit wurde. Die transkardiae
Perfusion wurde durch Plazierung einer Kanlle in den linken Herzventrikel bel gleichzeitiger
Er6ffnung des rechten Herzvorhofes eingeleitet, was ein Abflief3en des Blutes und Perfusates
gewdhrleistete. Mit Hilfe einer Perfusionsmaschine (Werkstatt des Kerckhoff-1nstitutes)
wurde mit einem konstanten Druck von konstant 150 mm Hg in weniger als einer Minute das
gesamte Blutgefalisystem mit 0,1 M eisgekihltem Phosphatpuffer (pH 7,2) durchspllt. Das
vollstdndige Entbluten des Tieres wurde Uber die Entféarbung der Leber kontrolliert.
Unmittelbar nachfolgend wurde zur Fixierung des Gehirngewebes mit 4 % Paraformaldehyd
in 0,1 M eisgekuhlten Phosphatpuffer (pH 7,2) perfundiert. Pro Ratte wurde ca. je 150 ml
Phosphatpuffer und Fixativ verwendet. Nach der Fixation wurden die Knochenplatten der
Schadelkalotte entfernt, Cerebellum und Medulla oblongata freigelegt, das Rickenmark
durchtrennt und das freipraparierte Gehirn mit stumpfem Préparierbesteck aus dem Schédel
entnommen. Nach einer 60 mindtigen Nachfixierung in Fixativ wurde das Gewebe zur
Auswaschung des Paraformaldehyds sowie zur Kryoprotektion Uber Nacht in 20 %
Saccharose in 0,1 M PO;-Puffer tUberfuhrt. Anschlief3end wurden die Gehirne entweder mit
CO,amGefriermikrotomoder auf pulverisiertem Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren
Verwendung, jedoch nicht langer als 24 Stunden, bei —40° C aufbewahrt. Fir die weitere
Verarbeitung des Gewebes wurden an einem Kryostaten (Microm HM 500-O) serielle
coronale Gefrierschnitte von 20 um Dicke des zuvor mit Tissue Freezing Medium (Leica
Instruments GmbH, Nussloch) aufgefrorenen Gewebeblocks bel einer Kammertemperatur

von —20° C und einer Gewebeblocktemperatur von —15 bis —18° C angefertigt. Die fixierten
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Gefrierschnitte wurden aternierend auf vorgekihlte, zur besseren Haftung mit 10 % Poly-L-
Lysin beschichteten Objekttrager aufgenommen, in eisgekihlten Plastikboxen gesammelt,
luftdicht verschlossen und bis zur Farbung oder zum Einsatz im immunzytochemischen

Nachweisverfahren nicht langer als 24 Stunden bei 4° C aufbewahrt.

252. Nisslfarbung mit Kresylviolett

Grundlage dieser Farbemethode ist, da? Nervenzellen gegentber anderen Zellen die
Besonderheit aufweisen, dal3 sie grofRe Mengen sogenannter Nisslschollen (Stapel des rauhen
endoplasmatischen Retikulums) besitzen. Die Nisslschollen kénnen angeférbt werden, so dal3
selektiv Zellen mit Nisslschollen sichtbar gemacht werden. Die Nissférbung beruht auf einer
Uberfarbung eines in Alkohol fixierten Schnittes mit einem Farbstoff der Tiazinfamilie (hier
Kresylviolett) und dem nachfolgenden Auswaschen des Farbstoffiiberschusses, wobei sich die
Fasern schneller as die Zellbestandteile entférben. So wird erreicht, dald das Zellmaterial
intensiv gegentiber dem farblosen Hintergrung geférbt wird. Bel dieser Methode wird vor
allem das Soma der Zellen dargestellt, wohingegen die Fasern nicht geférbt werden.

Fur die Herstellung der Farbelosung wurden 05 g Kresylviolett in 100 ml
Natriumacetatpuffer (pH 3,8-4,0) gelost. Fur den Acetatpuffer wiederum wurden 16,4 g/l
Natriumacetat in Aqua dest. angesetzt und mit 99%iger Essigsaure auf pH 6,0 eingestellt.

Die Farbung wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

1. Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe aus 100, 90, 70, 50 % Ethanol fir
ein bis zwel Minuten inkubiert,

2. kurz in Aqua dest. gewaéssert und

3. 20 Sekunden in gepufferter Kresylviolettlésung geférbt;

4. danach wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert: 50, 90, 95,
100 % Athanol (in jeder L6sung ca. ein bis zwei Minuten)

5. anschlief3end wurden die Schnitte fir zwel bis drei Stunden in Histoclear (Plano, Wetzlar)
inkubiert

6. danach verblieben sie ein bis finf Minuten in Xylol (Merck, Darmstadt)

7. und wurden dann mit Entellan (Merck, Darmstadt) gedeckelt.
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253. I mmunzytochemie

25.3.1.  Prinzip der Immunzytochemie

Immunzytochemische Methoden ermdglichen sowohl den qualitativen als auch den
guantitativen Nachweis eines bestimmten Antigens direkt im Gewebe bel zellulérer und selbst
subzellulérer, elektronenmikroskopischer Auflésung. Die Immunhistochemie beruht auf der
Grundlage einer Antigen-Antikorper-Reaktion, wobei der Antikdrper (meist Immunglobuline
des gTyps) sein spezifisches Antigen im Zellkern (wie etwa das Fos-Protein) bzw. im
Cytosol oder auch in der Zellmembran erkennt. Die Sichtbarmachung des zelluldren Antigens
durch eine Antigen-Antikoérper Reaktion wird durch nachgeschaltete immunbiologische
Reaktionen ermoglicht, bei welchen ein sekundérer Antikorper eingesetzt wird, der gegen das
konservierte tierspezifische, konstante kristallisierbare Fragment (FC) des ersten Antikorpers
als Antigen gerichtet ist. Neben der dadurch erreichten kaskadenartigen Verstarkung des
Primérsignals wird durch ene nachfolgende Enzymreaktion oder Markierung mit
fluoreszierenden Molekulen der Antigen IgG | — IgG [1-Komplex im Gewebe mikroskopisch
nachweisbar (Harlow und Lane 1988).

Durch die ABC-Technik (Hsu et al. 1981) kann bei hoher Signalverstarkung und niedriger
Hintergrundfarbung ein lichtmikroskopisch gut detektierbares, dauerhaftes immunreaktives
Signal bei hoher Spezifitdt erzeugt werden. Dieses Detektionssystem basiert auf der Fahigkeit
des Glycoproteins Streptavidin, vier Molekile des Vitamins Biotin physikalisch zu binden.
Ein biotinylierter sekundérer Antikorper, der die tierspezifische 1gG-Kette (FC-Komponente)
des spezifischen Primarantikorpers erkennt, stellt das Bindeglied zwischen Priméarantikorper
und einem Komplex aus biotinylierter Meerrettich-Peroxidase dar (Avidin-Biotin-
Komplex=ABC). Zur Nachweisreaktion der somit Antigen-1gG gekoppelten Enzymaktivitét
der Peroxidase wird Diaminobenzidin (DAB) als Substrat verwendet, welches durch die
Meerrettich-Peroxidase unter Verwendung von Wasserstoffperoxid as Protonendonator
reduziert wird, wodurch am Locus des jeweiligen Antigens im Gewebe ein brauner
Niederschlag entsteht (Abb. 4).
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Abb 4. Schematische Darstellung der immunzytochemischen Markierung eines Antigens in
einem Gewebschnitt durch sequenzielle Bildung differenzierter Antigen-Antikorper Komplexe
gemal’ der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex).

Das fixierte Antigen (1) wird von dem spezifischen Primérantikorper Y (IgG-Molekile)
erkannt und bildet den Antigen-Antikorper Komplex (2). Ein gegen die spezies-spezfische,
konstante FC-Region des Primérantikorpers gerichteter, biotinylierter Sekundarantikor per
aus einer anderen Spezies erkennt den Primarantikdrper und bildet somit den Antigen-
Antikor per-Antikorper Komplex (3). Nach Inkubation und Wechselwirkung des Antigen-
Antikorper Komplexes mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (4,5) kann nach Reduktion
des Peroxidase-Substrates der Nachweis des Antigens im Gewebeschnitt geftihrt werden.
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253.2. Immunzytochemischer Nachwels des Transkriptionsfaktors Fos und des
Neuropeptid Y im Hypothalamus des Rattengehir nes

Zur immunzytochemischen Detektion des Fos-Proteins und des NPY in den fixierten
Gehirnschnitten wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase Methode (Hsu et al. 1981) unter
Zuhilfenahme eines kommerziell verfugbaren ABC-Kits (Elite, VectaStain) angewandt. Zur
Rehydrierung der Gewebsschnitte wurden diese fir 4 x 15 Minuten bel 4° C in Féarbekivetten
mit 0,1 M PBS, pH 7,4, 0,3% Triton X-100 inkubiert, wodurch die Plasmamembranen der
Zellen fur den Antikorper permeabel gemacht wurde und dadurch der Zugang des Antikorpers
zu seinem Antigen erleichtert wurde. Zur Durchfihrung des immunhistochemischen
Nachweisverfahrens wurden die Objekttrdger mit den adherierten Gehirnschnitten
seitenverkehrt so auf eigens dafir angefertigte Plexiglasplatten gelegt, dal3 zwischen der
Platte und den ihr zugewandten Gewebsschnitten aufgrund der Beschaffenheit der Platten ein
Spalthohlraum von 125 pum Dicke und 180-200 pl Volumen entstand. In diesen Hohlraum
einpipettierte Losungen konnten sich aufgrund der Kapillarwirkung gleichma3ig und
luftblasenfrel  unter den gesamten Objekttrager und damit auf alle aufgebrachten
Gewebsschnitte verteilen.

Basierend auf dieser Technik folgte eine einstiindige Priméarinkubation bei Zimmertemperatur
(RT) in 0,1 M PBS mit 0,3 % Triton X- 100 (Sigma-Aldrich) und 10 % Norma Horse Serum
(NHS) oder foétalem Kélberserum (FCS) (Sigma-Aldrich), um unspezifische Bindungsstellen
im Gewebe abzuséttigen. Die Schnitte wurden dann fir 48 Stunden bei 4° C mit einem
polyklonalen, im Kaninchen erzeugten priméaren Antikérper, der entweder spezifisch gegen
das N-terminale Epitop FOS des menschlichen Fos-Proteins (AB-5, polyklonal, CAT#PC 38,
Oncogene Science, USA) oder gegen das Neuropeptid Y (N9528, polyklonal, Sigma,
Deisenhofen) gerichtet war, in einer Konzentration von 1:1000 (FOS) und 1:10 (NPY)
eingesetzt. Beide Antikorper wurden in 0,1 M PBS mit 2% NHS und 0,1 % Triton-X gel6st
und im Dunkeln in einer Edelstahlschale inkubiert. Die hohe Kreuzreaktivitdt des Antikorpers
mit dem FOS-Protein der Ratte wurde bereits in anderen Arbeiten nachgewiesen (McKinley
et a. 1992). Um ein Austrocknen der Schnitte wéhrend der Inkubation zu vermeiden, wurde
die Schale mit Zelstoff-Mullkompressen, getrankt in Aqua bidest., ausgelegt, was zur
Enstehung einer wasserdampfgeséttigten Atmosphére fuhrte. Die oben beschriebene Technik
zur Durchfihrung der Immunzytochemie (,sandwich®) minimierte dariber hinaus ein
Austrocknen der Gewebsschnitte. Nach der Inkubation mit dem priméaren Antikdrper wurden

die OT wiederum von den Plexiglasplatten abgenommen, in Farbeklvetten gestellt und wie
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beschrieben fir 3 x 10 Minuten in Waschpuffer von ungebundenem, Uberschiissigem
Priméarantikorper befreit.

Die Gehirnschnitte wurden dann mit einem in der Ziege erzeugten, gegen die IgG-Molekile
des Primérantiserums gerichteten sekundaren biotinylierten Antikorper (Vector Laboratories,
BA-5000), der wiederum in 0,1 M PBS mit 0,1% Triton-X und 10 % NHS gelést wurde, in
einer Konzentration von 1:500 fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneuten 3 x 10 minitigen Waschgangen erfolgte die Inkubation der Gewebsschnitte mit dem
aus Avidin und biotinylierter Meerettich-Peroxidase bestehenden ABC-Komplex fir 60
Minuten bei Raumtemperatur. Der ABC-Komplex (Elite-Kit, VectaStain) war parallel zu den
vorausgegangenen Waschschritten zur Konjugation gebracht worden. Es folgten drei weitere
Waschgénge fur jeweils 10 Minuten mit Waschpuffer. Danach verblieben die Gewebsschnitte
far 15 Minuten in Dunkelheit und bel Raumtemperatur in einer 0,03%-igen DAB-L3dsung,
frisch gelost in 0,1 M Phosphatpuffer. Die enzymatische Reaktion wurde mit 0,05 % HO;
gestartet und nach sechs Minuten durch ein Uberfiinren der Schnitte in Aqua bidest gestoppt.
Erneut wurden die Schnitte 3 x fur 5 Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen. Die
Schnitte verblieben dann fur 2-3 Stunden in Histoclear, um deren Anférbbarkeit fir die
folgende Kresylviolettfarbung durch  weitere  Entfettung zu verbessern.  Zur
neuroanatomischen Orientierung (Paxinos und Watson 1998) wurden die Schnitte im
AnschluR an das immunhistochemische Verfahren mit Kresylviolett (siehe oben)
gegengefarbt. Danach verblieben die Schnitte erneut fir eine Stunde in Histoclear, wurden
dann fUr 10 Minuten in Xylol getaucht und mit Entellan gedeckelt.

Kontrollversuche zum Nachweis der Spezifitdée der immunzytochemischen Reaktion
beinhaltete die Durchfihrung der Fos-immunpositiven Markierung in Abwesenheit des
primaren Antikorpers.

Die zu untersuchenden Hirnregionen wurden mikroskopisch (Olympus BX 50, Hamburg)
identifiziert und bei unterschiedlichen VergrofRerungen photographiert (Olympus PM 20/
Automatic Photomicrographic System, Hamburg). Bei der morphologisch-funktionellen
Analyse wurde den folgenden Hirnstrukturen aufgrund ihrer bereits bekannten Bedeutung fur
die Regulation der Energiehomaoostase besondere Aufmerksamkeit gewidmet:

Als paarige periventrikuldre Strukturen des Hypothalamus mit Anteilen auf der Blutseite der
Blut-Hirn-Schranke (BHS), wurde der ARC anaysiert. Auf der Hirnseite der BHS wurden der
PVN mit seinen magnozellul&ren und parvozelluldren Anteilen, der VMH und der LH

untersucht.



Material und Methoden 55

Zur topographischen Orientierung wurde parallel an konsekutiven Gehirnschnitten eine

Kresylviolett-Farbung vorgenommen.

2.6. Auswertung
2.6.1. Auswertung der Sauerstoffverbrauchswerte von kunstlich aufgezogenen
Tieren

26.1.1. Berechnung der Rohwerte

Die Auswertung der Daten erfolgte zunachst mittels Fortran-Programmen, die speziell fir das
Aufzeichnungsprogramm  entwickelt wurden (Schubert 1991). Die Ermittlung der
metabolischen Rate basierte, wie oben beschrieben, auf etwa 35 einzelnen Messwerten des
Sauerstoffanalysators pro Tier und Tag. Dabel wurden von den 5-minitigen Messperioden
jeweils nur die letzten 2,5 Minuten ausgewertet, um Fehler auszuschlief3en, die durch noch im
Mef3system befindliche Restluft von der Messung des vorherigen Kanales entstehen konnten.
Die Spannungsdifferenz, die auftrat, wenn beide Kande des Zweikanamel3systems
getrocknete Umgebungsluft malen, wurde vom Computer gleich Null gesetzt. Fir den
Zeitraum zwischen zwel solchen Messungen, in denen der Sauerstoffgehalt der einzelnen
Tierbehdlter analysiert wurde, wurde eine Regression zwischen den aufeinanderfolgenden
Nullwerten gebildet. Die Sauerstoffkonzentration in dem jeweiligen Tierbehdlter entsprach
damit der Spannungsdifferenz zwischen dem Mef3kanal, der die getrocknete Tierluft mal3, und
der vom Computer ermittelten Nullinie. Aus der FluRrate und dieser Differenz wurde nach der
Gleichung fur das offene System von Withers (1977) der Sauerstoffverbrauch unter STPD-
Bedingungen (Standardbedingungen: T=273K, p=760 Torr, Luftfeuchte: 0%) errechnet.

2.6.1.2.  Berechnung der metabolischen Rate

Zur Berechnung des Sauerstoffverbrauches der Tiere wurde zunéchst der Unterschied im
prozentualen Sauerstoffgehalt zwischen Tierluft und Referenzluft ermittelt © Oz in %). Aus
dieser Differenz sowie der auf Standardbedingungen (STPD) normierten Flufrate wurde der
Sauerstoffverbrauch pro Minute (VO2) errechnet. Zur Berechnung der metabolischen Rate
(MR) nach der Formel fir das offene System (Withers 1977) wurde fir alle Tiere auf Grund
der fettreichen Zusammensetzung der synthetischen Milch ein respiratorischer Quotient (RQ)
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von 0,8 zugrunde gelegt (Markewicz et al. 1993; Planche et al. 1983). Mittels der diesem RQ
entsprechenden Umrechnungsfaktoren von 0,34 W pro ml O,/min bzw. 20,4 kJ pro Liter O,
wurde die MR bzw. der tégliche Gesamtenergieverbrauch fur jedes Tier berechnet. Zusétzlich
wurde die massenspezifische MR mit Hilfe einer linearen Extrapolation der Korpermasse

zwischen den téglichen Wéagungen berechnet.

26.1.3. Bestimmung der circadianen Minima und Maxima im massenspezifischen

Sauer stoffverbrauch und der Kerntemperaturen

Zur Bestimmung der circadianen Minima und Maxima im massenspezifischen
Sauerstoffverbrauch wurden Uber Zeitraume von je 24 h fir jedes Tier jeweils funf
aufeinanderfolgende gerundete Mef3werte gleitend gemittelt, wobel fur die Mittelwertbildung
die Intervale fortlaufend um jeweils einen Mef3wert verschoben wurden (Nufdein 1992).
Voraussetzung fur die Bildung eines Mittelwertes war dabei, dal3 diese finf Mel3werte —
entsprechend einem 40 min-Abstand zwischen jeder Mel3werterhebung je Tier (s.0.) -
innerhalb eines 4 h-Mefdintervalles lagen. War dies nicht der Fall, so wurde dieser Mittelwert
aufgrund fehlender Werte fir die Minima bzw. Maxima-Bestimmung verworfen. Die so
ermittelten niedrigsten bzw. hdchsten Mittelwerte wurden als Tages-Minimum bzw.
—Maximum definiert.

Fur die Bestimmung der Kerntemperatur-Minima und -Maxima aus der fortlaufend

registrierten Rektaltemperatur wurde analog vorgegangen.

2.6.2. Statistik

Statistisch untersucht wurden bei alen Tieren, mit Ausnahme perfundierter Tiere fir die
Immunhistologie, folgende Parameter der Korperzusammensetzung as Absolut- oder
Relativwerte: Lebendgewicht, Gesamtkorperwasser, fettfreie Trockenmasse (FFDM),
Korperfettmasse sowie die Plasmaleptinspiegel. Daneben wurden teilweise auch die
prozentualen Abweichungen dieser Parameter vom Mittelwert der Kontrollgeschwister (D%)
ermittelt und statistisch ausgewertet. Fir die gemessenen Parameter wurden gewichtete oder
arithmetische Mittelwerte mit Hilfe von Varianzanaysen berechnet. Die jeweils
berlicksichtigten Faktoren sind bei den spezifischen Berechnungen angegeben. Fur die
Auswertung der gezadhiten Zellen im Nucleus arcuatus wurden arithmetische Mittelwerte

berechnet. Diese Mittelwerte sind im Text oder in Graphiken immer zusammen mit dem
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Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) angegeben. Statistische Tests wurden auf einem
Computer mit Hilfe des Programmes SigmaStat (Jandel Scientific, Erkrath) durchgefiihrt,
Dreifaktorielle Varianzanalysen mit dem Windowsprogramm SPSS (beide: SPSS
Corporation, Chicago, USA) und die Regressionsgeradenvergleiche mit einem hauseigenen
Statistikprogramm errechnet. Die Daten wurden zundchst nach Shapiro-Wilks und
Kolmogoroff-Smirnoff  (Variante von Liliefors) auf Normalvertellung und auf
Varianzhomogenitét gepruft. Zur Prifung der Signifikanz von Mittelwertsunterschieden nicht
verbundenen Datenmaterials wurde der t-Test fUr unabhangige Stichproben angewendet bzw.
der Mann-Whitney-Rangsummentest, falls die Daten nicht normalverteilt waren oder keine
Varianzhomogenitét aufwiesen. Als minimales Signifikanzniveau wurde generell ene
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. In Abbildungen wurden signifikante

Unterschiede wie folgt kenntlich gemacht: * fir p<0,05, ** fir p<0,01 und *** flr p< 0,001.

2.6.2.1. Regr essionsanalysen

Wie schon be Kraegft e a. (1999) im Detail gezeigt wurde, sellt ein
Regressionsgeradenvergleich eine subtile Methode dar, um unabhangig von der
Wurfzugehorigkeit bei der Analyse von Unterschieden der K 6rperzusammensetzung, wie zum
Beispiel dem Fettgehalt, Unterschiede im Wachstum der Tiere zu berticksichtigen. Vor der
Berechnung von Mittelwerten wurden deshab zuerst Regressionsgeradenvergleiche
durchgefihrt.

Zur Ermittlung von Regressionskoeffizienten wurden gangige Standardverfahren zur
Bestimmung von Regressionsgeraden nach der Methode der kleinsten Quadrate verwendet.
Die verglichenen Geraden wurden zuerst auf Parallelitét und gegebenenfalls anschlief3end

hinsichtlich ihrer Unterscheidung im Y -Achsenabschnitt untersucht (Brownlee 1965).

26.22. Varianzanalyse

Die oben angefiihrten Parameter wurden mit Hilfe Ein- oder Zweifaktorieller Varianzanalysen
untersucht. Fir die Auswertung der Koérpergewichte behandelter Tiere Uber den gesamten
Behandlungszeitraum hinweg muf3 berticksichtigt werden, dal3 das jeweilige Tagesgewicht
des Tieres in unmittelbarem Zusammenhang zum Gewicht des Vortages steht. Deshalb
wurden fir die Auswertung dieses Parameters ipsative Werte gebildet, indem die Tageswerte

zu dem Korpergewicht des ersten Lebenstages in Beziehung gesetzt wurden (Bortz 1989). Bel
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Anwendung der Zweifaktoriellen Varianzanalyse wurden somit Mel3wiederholungen

(Repeated Measures Design) bel der Datengewinnung berticksichtigt.

2.6.23. Multifaktorielle Varianzanalyse

Fur die Leptin-Rezeptor-Bindung wurde eine multifaktorielle Varianzanalyse herangezogen.
Visuell schienen die Daten eine starke Interassay-Variabilitdt aufzuweisen, weshalb die
einzelnen Assays zunéchst separat ausgewertet wurden. Fir eine bessere graphische
Darstellung und Interpretation wurden die Daten hinsichtlich der Interassay-Variabilitédt
normalisiert. Dazu wurde ein Durchschnittswert aus allen gemessenen Werten eines Assays
unbehandelter +/+- und +/fa-Tiere (in Assay drei auch der PBS behandelten Tiere) errechnet
und als Basis benltzt, um fir jedes Tier die prozentuale Abweichung von diesem Wert zu
berechnen. Diese Durchschnittswerte waren 0,62+0,32(N=31), 0,59+0,39 (N=20), 0,85+0,07
(N=16) und 1,13+0,05 (N=49) fmol/mg fir die Assays 1,2,3 und 4.

2.6.3. Mikroskopische Auswertung der histologischen Untersuchung

Die quantitative Erfassung kresylviolett gefarbter Zellen des Nucleus arcuatus der
Versuchsserie VII erfolgte mittels Zahlung an einem Lichtmikroskop. Die neuroanatomische
Zuordnung der hypothalamisch relevanten Srukturen erfolgte mit Hilfe des stereotaktischen
Atlas von Paxinos und Watson (1998) in Anlehnung an die anatomischen Strukturen des
Adulttieres. Die Anzahl der geférbten Zellen wurde fir jeweils drei Kontroll- und MSG-
behandelte Tiere der Serie VII bestimmt. Zellen wurden dann gezahlt, wenn eine eindeutige
Identifizierung ihres Zellsomas und Kernes mdglich war. Zur Erleichterung der Auszéhlung
der Zellen innerhalb der zu untersuchenden Strukturen und zur Vermeidung maoglicher
Doppel zéhlungen wurde Uber jeden Schnitt ein Raster mit festgelegter Grof3e (100 Quadrate,
1 Quadrat: 25 x 25 pm) und Position in das Gesichtsfeld eingelegt, und die Zellen bei 40-
facher Vergrél3erung ausgezahit.

Auf Grund der grofen Ausdehnung des ARC wurden jewells 8 serielle Gewebeschnitte in
rostro-caudaler Richtung ausgezéhlt. Dabei wurde fir jedes Tier von denselben stereotaktisch
definierten Ausgangspunkten begonnen, die vergleichbar zu Paxinos und Watson (1998) im
Adulttier vor der Auswertung fur die zehn Tage alte Ratten festgelegt wurden. Im

nachfolgenden sind fur die ausgewerteten Strukturen die stereotaktischen Angaben mit
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Bezugnahme auf die Abweichung vom Bregma (mm) und die dazugehorige Tafel (Nr.) nach
Paxinos und Watson (1998) gemacht:

Ebenel: Rostraer N.Arc: -2.12; 26.
Ebenell: Medialer N.Arc: -2.56; 28.
Ebenelll: Medialer N. Arc: -3.30; 31.
Ebene|V: Caudaler N.Arc: -4.16; 34.
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Abb 5: Schematische Darstellung coronaler Gehirnschnitte der Ratte auf der Hohe des
Hypothalamus von rostral (oben links) nach caudal (unten rechts) (nach Paxinos und Watson,
1998).

Gezeigt werden die Ebenen, die fur die quantitative Erfassung kresylviolettgefarbter Zellenim
Nucleus arcuatus (ARC) herangezogen wurden. A: rostraler ARC, B: medialer ARC, C:
medialer ARC, D: caudaler ARC. Grau ist das Zahlfeld, schwarz das Ventrikellumen
dargestellt.

Abkurzungen: VIlI= dritter Ventrikel, ArcD= dorsaler ARC, ArcM= medialer ARC, ArcL=
lateraler ARC, ME= Eminentia mediana, MEE= ME externa, MElI= ME interna,
Pe=  Nucleus periventricularis;, DTM=  Nucleus tuberomammillaris dorsalis,
InfS= Hypophysenstiel, MRe= Recessus mammillaris.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Adipositas-Modell I: Postnatale Uberernahrung

3.1.1L EinfluR postnataler Ubererndhrung auf die Korperzusammensetzung von

Zuckerratten (+/+ und +/fa) und Wistarratten

3.1.1.1. Veranderungen von Feuchtmasse und Korperfettgehalt bel Zuckerratten

Untersucht wurden die Folgen verénderter Umweltbedingungen in einer sehr frihen
Entwicklungsphase auf die Korperzusammensetzung von Rattenwelpen am Tag 21. Dazu
wurden die Tiere abweichend von der Aufzucht mit normaler Nestgrof3e (zehn bis zwolf
Tiere) ab Tag drel in einem Nest mit nur vier Wurfgeschwistern bei der Mutter bis zum Tag
21 aufgezogen. Von besonderem Interesse war, wie sich eine solche Behandlung auf
heterozygote Zuckerratten mit einem defekten, fir den Leptinrezeptor codierenden fa-Allel
auswirken wurde.

Schon im Lebendgewicht zeigte sich, dal3 eine Reduzierung der Welpenzahl im Nest am Tag
21 die Korpermasse sowohl bei Wildtyp (+/+)-Zuckerratten und als auch bei heterozygoten
Trégern des Leptinrezeptordefektes (+/fa-Zuckerratten) signifikant erhdhte. So lag bel den
mannlichen Wildtyp (+/+)-Tieren das mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (mit den
Faktoren Genotyp und Nestgrofe) ermittelte gewichtete Mittel des Korpergewichtes im
normalen Nest bei 41,4+ 1,1 g im Vegleich zu den Tieren aus dem kleinen Nest bei
49,1 £+ 1,3 g (p<0,001). Weibliche Wildtyp (+/+)-Tiere wiesen am Versuchsende im normalen
Nest ein Gewicht von 38,8 £ 0,8 g gegeniiber 45,9 + 1,0 g im kleinen Nest auf (p<0,001). Bei
den heterozygoten (+/fa)-Mannchen lagen die gewichteten Mittelwerte bel 41,7+ 1,8 g im
normalen Nest und bei 51,1 + 1,0 g im kleinen Nest (p<0,001). Auch die heterozygoten (+/fa)
Weibchen zeigten gegeniiber einer Aufzucht im normalen Nest mit 40,2 + 0,8 g im kleinen
Nest ein grofReres Korpergewicht mit 489 + 0,8 g (p<0,001). Eine genauere Analyse der
K 6rperzusammensetzung machte dartiber hinaus deutlich, daf3 der Einflul® einer Aufzucht in
Nestern mit unterschiedlicher Welpenzahl nicht alein eine Zunahme des Korpergewichts
verursacht, sondern sich auf die quantitative Beziehung zwischen den Komponenten der

K 6rpermasse auswirkt.
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In der Abbildung 6 ist speziell zur Verdeutlichung der Interaktion zwischen den
Aufzuchtbedingungen und dem normalerweise rezessiven Gendefekt bei heterozygoten
Zuckerratten die Korperfettmasse gegen die Feuchtmasse im normalen und im kleinen Nest
aufgezogener +/+- und +/fa-Tiere aufgetragen. Die Abbildung macht deutlich, dal3 die
unterschiedliche Anzahl im Nest gesdugten Jungtiere zu einer erheblichen aber vergleichbaren
Zunahme sowohl der Korperfettmasse als auch der Feuchtmasse bel den Wildtyp (+/+)- wie
auch bel den heterozygoten (+/fa) Tieren fuhrte, der Gendefekt jedoch erst an der Zunahme
der Menge des K érperfettes erkennbar wird.

Mit Hilfe von Regressionsgeradenvergleichen konnte ermittelt werden, dal3 schon bei einer
Aufzucht im normalen Nest heterozygote Tiere gegenlber Wildtyp-Tieren bei gleicher
Feuchtmasse am Tag 21 einen geringfligig hoheren Korperfettgehalt aufweisen. Der
Geradenvergleich zeigte eine paralele Verschiebung der Regressonsgeraden der
heterozygoten, im normalen Nest aufgezogenen Tiere zu hoheren Werten mit signifikant
verschiedenen y-Achsenabschnitten (p<0,05). Wenngleich Tiere beider Genotypen nach einer
Aufzucht im kleinen Nest zur Zeit des Absetzens sowohl eine grofl3ere Feuchtmasse als auch
eine hohere Fettmasse aufweisen, wird die schon im normalen Nest beobachtete, geringe
Verschiebung zu hoheren Fettwerten bel heterozygoten Tieren durch eine Reduzierung der
Anzahl der Welpen im kleinen Nest erheblich verstérkt. Dies ist an dem deutlich stérkeren
Anstieg der Regressionsgeradensteigung bei den +/fa-Tieren von 0,07 auf 0,24 (p <0,001)
gegeniber den +/+-Tieren von 0,07 auf 0,14 (p<0,05) zu erkennen, wenn die Tiere im

kleinen statt im normalen Nest aufgezogen wurden.
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Abb. 6: Wirkungen der postnatalen Ubererndhrung auf den Korperfettgehalt und die
Feuchtmasse heterozygoter und Wildtyp-Zuckerratten.

Korperfettmasse als Funktion der Feuchtmasse 21 Tage alter Rattenwelpen, die entweder in
einem normalen Nest mit zehn bis zwolf Tieren (weil3e Symbole) oder in einem kleinen Nest
mit vier Tieren (schwarze Symbole) aufgezogen wurden. Die Regressionsgeraden wurden fur
die +/+- (Kreise) und +/fa-Tiere (Dreiecke) ohne Berlcksichtigung des Geschlechtes
berechnet. Weibliche Tiere sind mit einem Kreuz gekennzeichnet. Der Korrelationskoeffizient
(r) far die im normalen Nest aufgezogenen +/+- und +/fa-Tiere betragt 0,63 und 0,40;
p <0,05 fur unterschiedliche y-Achsenabschnitte. Fir die +/+- und +/fa-Tiere, dieim kleinen
Nest aufgezogen wurden ist, r = 0,82 und 0,87; p <0,05 fur unterschiedliche Steigungen.

3.1.12. Entwicklung genotypspezifischer Unterschiede in der Korperzusammen-

setzung bel Aufzucht in normalen und kleinen Nestern

Da schon frih ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied in der Lebendmasse
besteht (Truett et al. 1995) und Einflisse des Geschlechtes auf die Wirkung der Behandlung
nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden Méannchen und Weibchen im folgenden getrennt

betrachtet. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Daten wurden mit Hilfe der zweifaktoriellen
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Varianzanalyse (mit den Faktoren Genotyp und Nestgrofie) gewichtete Mittelwerte der
untersuchten Parameter der K 6rperzusammensetzung ermittelt.

Die Aufzucht im kleinen Nest fihrte sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den heterozygoten
Tieren und gleichermal?en bel Mannchen und Weibchen zu einer signifikanten Zunahme aller
untersuchten Parameter - Korpermasse, Feuchtmasse, Gesamtkorperwasser, Fettmasse,
prozentualer Fettgehalt und FFDM - gegentiber im normalen Nest (n= 10-12) aufgezogenen
Tieren (Abb. 7). Die Unterschiede in der Korperzusammensetzung waren zwar fur alle
Parameter signifikant (p<0,001), durch die Behandlung wurde jedoch vor allem die Fettmasse
und der prozentuale Fettgehalt beeinfluld. So fuhrte die Aufzucht im kleinen Nest bei den
Wildtyp-, ebenso wie bei den heterozygoten Mannchen, zu einer doppelt so hohen Fettmasse
(43+03 g bzw. 55+£0,2 g) verglichen mit im normalen Nest aufgezogenen Tieren
(2,4 £0,2gbzw. 2,7 £ 0,2 g). Eine noch stérkere Erhthung der Fetteinlagerung bel Aufzucht
im kleinen Nest konnte bei heterozygoten Weibchen beobachtet werden (59+0,2 g vs.
29+0,2 g), wohingegen bei Wildtyp-Weibchen eine nur anndhernd doppelt so hohe
Fettakkumulation beobachtete werden konnte (4,1+ 0,2 g vs. 25+ 0,2 g). Dieser starken
Veranderung der Korperfettmasse standen Steigerungen der FFDM und der Feuchtmasse nur
im Bereich von 20-30 % gegenuiber. Um auch die Zunahme der Feuchtmasse der Tiere durch
postnatale Uberernshrung zu beriicksichtigen, wurde auch der jeweilige prozentuale
Korperfettgehalt errechnet. Diese Berechnung zeigte, dal3 im kleinen Nest aufgezogene Tiere
einen deutlich hdheren relativen Fettanteil aufweisen als im normalen Nest aufgezogene,
wobel die Erhéhung bei den heterozygoten Mannchen von 7,7 £ 0,3 % auf 12,2 + 0,3 % und
bei den heterozygoten Weibchen von 8,6 + 0,3 % auf 13,9 £ 0,2 % am starksten war (+/+-
Mannchen von 7,0+ 0,3 % auf 9,9 + 0,3 %; +/+-Weibchen von 7,5 £ 0,3 % auf 10,5 + 0,3 %).
Die behandlungsbedingt verstédrkte Auspragung des heterozygot vorliegenden Gendefektes
auf die Gesamtkorperfettmasse und den prozentualen Korperfettgehat der Welpen wurde
durch signifikante Interaktionen zwischen den untersuchten Parametern NestgrofRe und
Genotyp bestétigt.
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Abb. 7: Entwicklung genotypspezifischer Unterschiede in der Korperzusammensetzung bel
Aufzucht in kleinen und normalen Nestern.

Mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den Faktoren Genotyp und Nestgrofie)
ermittelte gewichtete Mittelwerte (= SEM) der Feuchtmasse, der FFDM, der Kor perfettmasse
und des prozentualen Korperfettgehaltes von mannlichen und weiblichen Zuckerratten, die
entweder in einem normalen Nest (weil3e Balken) oder in einem kleinen Nest (schwarze
Balken) aufgezogen worden waren. Nicht markierte Balken symboliseren Wildtyp-Tiere,
schraffierte Balken heterozygote Tiere. Die Unterschiede zwischen den normalen und kleinen
Nestern waren fur alle untersuchten Parameter sowohl bei den +/+- als auch bel den +/fa-
Tieren signifikant (p<0,001) unterschiedlich und sind in der Abbildung nicht dargestellt.
*p<0,05, ***p<0,001.

3.1.1.3.  Auswirkungen postnataler Uberernahrung bei einem anderen Rattenstamm

Um die Einflisse der Aufzucht im kleinen Nest auch bei einem anderen Rattenstamm zu
untersuchen, wurden Wistarratten, Ubereinstimmend mit der Behandlung der Zuckerratten,
von Tag drel bis Tag 21 mit nur vier Wurfgeschwistern tiber den gleichen Zeitraum hinweg
aufgezogen (Kontrolltiere in normalen Wirfen mit durchschnittlich zehn bis zwdlf Tieren).
Auch hier wurden Méannchen und Waeibchen zundchst zusammen mit Hilfe der
Regressionsanalysen betrachtet, durch die Unterschiede in der Grof3e berlicksichtigt werden.
Im normalen Nest aufgezogene Wistarratten weisen bel gleichem Alter gegentber Wildtyp-
oder heterozygoten Zuckerratten aus normalen Nestern bereits eine grof3ere Feuchtmasse und
eine hohere Korperfettmasse auf (Abb. 8 B).

Der Einflu3 der Nestgrofe auf das Korperwachstum entsprach bel den Wistarratten
weitgehend dem bei den Zuckerratten. Eine Reduzierung der Anzahl im Nest gesdugter
Welpen erhdhte auch bei Wistarratten Mannchen das Lebendgewicht am Tag 21 in
erheblichem Male. Im normalen Nest aufgezogenen Tiere waren am Tag 21 im Mittel 48 +
0,8 g schwer, eine Aufzucht im kleinen Nest fuhrte zu einer signifikanten Zunahme des
Korpergewichts auf 67 + 2,8 g (p<0,001). Auch die Wistarratten-Weibchen zeigten eine
signifikante Zunahme des Korpergewichts von 47,7 + 0,7 g im normalen Nest im Vergleich
zu 564 + 0,5 g im kleinen Nest (p<0,001). Die Mittelwerte wurden mit einfaktoriellen
Varianzanalysen mit dem Faktor NestgrofRe ermittelt. Ebenso nahmen die Fett- und die
Feuchtmasse gegeniiber den Kontrolltieren erheblich zu (Abb. 8 A). Eine signifikante
Anderung der Steigung der Regressionsgeraden fiir die Fettmasse der im normalen gegeniiber

im kleinen Nest aufgezogenen Wistarratten von 0,07 auf 0,19 (p<0,01), die mit einem
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Regressionsgeradenvergleich ermittelt werden konnte, zeigte, dal3 Feucht- und Fettmasse
nicht gleichermal3en linear anstiegen, sondern dald der Fettgehalt der im kleinen Nest
aufgezogenen Tiere Uberproportional zunahm. Eine enge Korrelation der beiden Parameter

Korperfett- und Feuchtmasse bleibt aber auch bei diesem Stamm innerhalb des kleinen Nestes

(r = 0,76) bestehen.
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vor hergehende Seite:

Abb. 8: Vergleich der Korperfett- und der Feuchtmasse von Zuckerratten (+/+) mit
Wistarratten bei Aufzucht in kleinen und normalen Nestern.

Korperfettmasse als Funktion der Feuchtmasse 21 Tage alter Wildtyp-Zuckerratten und
Wistarratten, die entweder im normalen Nest mit zehn bis zwolf Tieren (weif3e Symbole) oder
im kleinen Nest mit vier Tieren (schwarze Symbole) aufgezogen wurden (A). Weibliche Tiere
sind in der Abbildung durch ein Kreuz gekennzeichnet.

Um die Ubersichtlichkeit zu erhalten, sind im zweiten Teil der Abbildung lediglich die
Regressionsgeraden 21 Tage alter Wildtyp-Zuckerratten und Wistarratten, die entweder im
normalen Nest mit 10-12 Tieren (durchgezogene Linien) oder in einem kleinem Nest mit vier
Tieren (gestrichelte Linien) aufgezogen wurden, dargestellt (B). Die Regressionsgeraden
wurden fur die Wildtyp-Zuckerratten (Kreise) und die Wistarratten (Quadrate) separat
berechnet, ohne das Geschlecht zu berticksichtigen. Der Korrelationskoeffizient (r) fur die
Wildtyp-Zuckerratten und die Wistarratten des normalen Nestes betragen 0,63 und 0,56. Fir
die Wildtyp-Zuckerratten und die Wistarratten, die im kleinen Nest aufgezogen wurden,
betragt r = 0,82 und 0,76.

Eine getrennte Anayse der Korperzusammensetzung fur Mannchen und Weibchen ergab fiir
die Wistarratten, dal3 die Aufzucht im kleinen Nest bei beiden Geschlechtern gleichermal3en
zu einer signifikanten Zunahme (p<0,001) aller untersuchten Parameter fuhrte (Tab. 1).
Ubereinstimmend mit den Befunden bei Zuckerratten zeigten sich die groiten Zunahmen in
der Fettmasse und im prozentuaden Fettgehalt der Tiere. Gegenuber im normalen Nest
aufgezogenen Tieren wiesen die mannlichen Wistarratten aus kleinen Nestern im Mittel eine
dreima so hohe Fettmenge von 9,6 + 0,3 g gegentiber 3,2+ 0,3 g auf, die weiblichen Tiere
eine mehr als doppelt so hohe mit 8,2 + 0,5 g gegentiber 3,4+ 0,4 g. Dies steht einer Zunahme
der FFDM und des Kdrperwassers um etwa ein Vierte bel den mannlichen und 13 % bei den
weiblichen Rattenwelpen gegentiber (Tab. 1). Die scheinbar grofRere Fettdeposition der
Mannchen gegenlber den Weibchen erklart sich durch ihre grof3ere Korpermasse. Beim
Vergleich des prozentuaen Korperfettgehaltes im kleinen Nest aufgezogener Tiere wiesen
sowohl Mannchen a's auch Weibchen im Mittel die gleichen Werte (16,3%) auf.
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3.1.2. EinfluB postnataler Uberernahrung auf die Plasmaleptinspiegel von Wildtyp-

und heter ozygoten Zuckerratten sowie von Wistarratten

3.1.2.1. Korrelation von Plasmaleptinspiegel und K ¢r per fettmasse

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dal3 die Plasmaleptinspiegel sowohl juveniler als
auch adulter Ratten eng mit dem Korperfettgehalt korreliert sind (Zhang et al. 1997; Olbort
1998; Maffei et a. 1995). Dies bestétigte sich in der vorliegenden Studie bel 21 Tage alten
heterozygoten Tieren dieser Versuchsserie, sowohl in normalen (r = 0,66) als auch in kleinen
Nestern (r = 0,70). Durch die im Experiment verwendete Beschrankung der Nestgroi3e auf
zehn bis zwdlf Tiere wurde die Variabilitédt des Korperfettgehates von +/+-Tieren im
normalen Nest so stark eingeschrénkt, dal3 nur eine lose Korrelation entstand (r= 0,13 ). Die
Korrelation war aber auch im kleinen Nest bel den +/+-Tieren nur schwach (r = 0,31) (Abb.
9).

Eine Aufzucht im kleinen Nest fuhrte sowohl bel Wildtyp- as auch bei heterozygoten
Zuckerratten zu deutlich htheren Plasmaleptinkonzentrationen verglichen mit Tieren des
gleichen Genotyps aus normalen Nestern. Der Vergleich der Regressionsgeraden der gegen
die Korperfettmasse aufgetragenen Plasmal eptinwerte von im normalen gegentiber im kleinen
Nest aufgezogenen Wildtyp-Zuckerratten zeigte, dal3 es sich hierbel um eine Verschiebung
hin zu hoheren Werten auf nahezu derselben Geraden handelt. Daraus |&/% sich ableiten, daf3
der Anstieg der Plasmaleptinkonzentrationen mit dem erhohten Korperfettgehalt korrelierte
und die relative Hyperleptindmie der Wildtyp-Tiere lediglich Ausdruck einer gesteigerten
Korperfettmasse war (Abb. 9). Bel den heterozygoten Tieren konnte ein starker Anstieg der
Plasmaleptinwerte im kleinen Nest gegenuber im normalen Nest aufgezogenen Tieren
beobachtet werden. Bei diesen Tieren lagen die erhohten Werte alerdings nicht auf einer
Verlangerung der Geraden der im normalen Nest aufgezogenen Tiere, sondern die Steigung
der Geraden war signifikant kleiner (p<0,001). Im Vergleich zu den Wildtyptieren im kleinen
Nest ergibt sich bel den Heterozygoten im kleinen Nest der Eindruck einer
Parallelverschiebung zu hoheren Konzentrationen. Bei  heterozygoten Zuckerratten im
normalen Nest dagegen steigt die Plasmal eptinkonzentration der heterozygoten- im Vergleich
zu den Wildtyp-Tieren mit der Korperfettmasse steiler an (p < 0,001, fur den Vergleich der
Steigungen der Regressionsgeraden) (Abb. 9).

Bel den Wistarratten konnte bei Aufzucht im kleinen Nest ebenfalls ein starker Anstieg des
Plasmaleptins beobachtet werden. Allerdings war bel den Wistarratten, die im kleinen Nest
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aufgezogen worden waren, die Streuung der Einzelwerte grofder und somit die Korrelation

zwischen Korperfettgehalt und Plasmaleptinspiegel niedriger (nicht gezeigt).
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Abb. 9: EinfluR postnataler Uberernahrung auf die Plasmaleptinspiegel von Wildtyp- und
heter ozygoten Zuckerratten.

Semilogarithmische Darstellung der Plasmaleptinspiegel als Funktion des Kor perfettgehaltes
21 Tage alter Wildtyp- (Kreise) oder heterozygoter (Dreiecke) Rattenwel pen, die entweder in
einem normalen Nest mit zehn bis zwolf Tieren (weif3e Symbole) oder in kleinen Nestern mit
vier Tieren (schwarze Symbole) aufgezogen wurden. Die Regressionsgeraden wurden fur die
Wildtyp- und heterozygoten Tiere separat berechnet, ohne das Geschlecht zu berticksichtigen.
Weibliche Tiere sind durch ein Kreuz gekennzeichnet. Der Korrelationskoeffizient r betragt
0,13 und 0,70 fur die Wildtyp- und heterozygoten Zuckerratten im normalen Nest und 0,31
und 0,66 im kleinen Nest.
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3.1.22. Geschlechts und genotypspezifische Unter schiede in den
Plasmaleptinspiegeln von Zuckerratten bel Aufzucht im normalen oder
kleinen Nest

Um eventuelle geschlechtsspezifische Unterschiede auch in den Plasmaleptinspiegeln zu
berticksichtigen, wurden mit Hilfe der zweifaktoriellen Varianzanayse gewichtete
Mittelwerte (mit den Faktoren Genotyp und Nestgrofie) fur Mannchen und Weibchen getrennt
errechnet. Auf Grund der starken Streuung der Plasmaleptinwerte bel den Wistarratten wurde
bei diesem Rattenstamm auf die Bildung von Mittelwerten verzichtet.

Die gewichteten Mittelwerte der Plasmaleptinspiegel im normalen Nest aufgezogener
heterozygoter mannlicher Zuckerratten waren mit 3,5 + 1,0 ng/ml gegeniber denen der
Wildtyp Ménnchen mit 2,2 + 0,5 ng/ml erhéht. Bel den weiblichen Tieren, die im normalen
Nest aufgezogen worden waren, waren im Mittel die Leptinspiegel etwas hoher als bel den
mannlichen. Ubereinstimmend mit den Befunden bei den Mannchen wiesen aber auch die
weiblichen heterozygoten Zuckerratten mit 3,7 = 1,0 ng/ml gegentiber den Wildtyp Weibchen
mit 2,7 £ 0,6 ng/ml hoéhere Plasmaeptinspiegel auf. Die im Mittel hoheren absoluten
Plasmaleptinwerte weiblicher gegeniber mannlicher Tiere entsprechen dem hoheren
Fettgehalt der Weibchen.

Eine Aufzucht im kleinen Nest fihrte bei Mannchen und Weibchen gleichermal3en zu einer
dramatischen Erhéhung der Plasmaleptinwerte. Das Ansteigen der Plasmaleptinspiegel war
bei allen miteinander verglichenen Gruppen signifikant (p<0,001). Die Wildtyp-Zuckerratten-
Mannchen, die im kleinen Nest aufgezogen worden waren, wiesen einen gewichteten
Mittelwert des Plasmaleptinspiegels von 5,2 + 1,5 ng/ml auf, wahrend die heterozygoten
Zuckerratten-Mannchen, verglichen mit den Plasmaleptinspiegeln im normalen Nest
aufgezogener heterozygoter Tiere, beinahe eine Verdreifachung ihrer Plasmaleptinspiegel auf
9,3+ 2,8 ng/ml zeigten.

Auch bel den weiblichen Tieren ging mit einer Aufzucht im kleinen Nest eine Zunahme der
Plasmaleptinspiegel einher. Die Wildtyp-Weibchen wiesen Plasmaleptinspiegel von 4,0 £ 0,8
ng/ml auf. In Ubereinsimmung mit den Befunden bei den mannlichen im kleinen Nest
aufgezogenen Tieren wiesen heterozygote Zuckerratten-Weibchen mit 10,2 = 3,8 ng/ml im

Mittel gegentber den Wildtyp-Zuckerratten hthere Plasmal eptinwerte auf.
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3.1.3. EinfluR der Leptinbehandlung auf die Korperzusammensetzung von im

kleinen Nest aufgezogenen juvenilen Zucker- und Wistarratten

Um herauszufinden inwieweit die beobachtete Hyperleptindmie im kleinen Nest aufgezogener
Tiere mit Veranderungen der Wirkung von Leptin einher ging, wurden im kleinen und
normalen Nest aufgezogene Wurfe mit Leptin behandelt.

Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dal3 exogene Gaben rekombinanten Leptins zu einer
Reduzierung der Fettdeposition unter anderem bei adulten M&usen sowie bei Ratten bereits
im Sauglingsalter fuhrten, ohne dadurch das Wachstum der FFDM zu beeintréchtigen
(Campfield et a. 1995; Halaas et al. 1995; Pelleymounter et al. 1995; Stehling et al. 1996;
Kraeft et al. 1999). Da die Leptindosierungen, die zu einem biologisch signifikanten Effekt
auf den Korperfettgehalt fuhren, bekannt sind (Eiden 1999), erhielten Rattenwelpen in kleinen
und normalen Nestern von ihrem ersten Lebenstag an Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
subcutane Injektionen von 2 x 0,9 pg*g**d™* Leptin oder PBS als Kontrolle. Auch in diese
Versuchsreihe wurden Wistarratten mit einbezogen und derselben Behandlung wie die

Zuckerratten unterzogen.

3.1.3.1 Veranderungen im Kor perfettgehalt

Wie in friheren Studien gezeigt werden konnte, stellen sowohl Korper- als auch Feuchtmasse
vergleichsweise ungenaue Parameter dar, um die Wirkungen von Leptin auf die
Korperzusammensetzung zu beschreiben (Stehling et a. 1997 a; Eiden 1999), denn die
Wirkung des Hormons beschrankt sich weitgehend auf den Korperfettgehalt. Um diesen
Haupteffekt von der oben dargestellten Vergroferung der Feuchtmasse bel Aufzucht im
kleinen Nest abzugrenzen, wurde der prozentuale Korperfettgehalt gewahlt, um die
Wirkungen von Leptin zu beschreiben. Mit Hilfe zweifaktorieller Varianzanalysen wurden
mit den Faktoren Wurfzugehorigkeit und Behandlung (Leptin gegeniber PBS) gewichtete
Mittelwerte errechnet.

Bel einer Behandlung mit Leptin war bel Wildtyp-Zuckerratten-Mannchen, die im kleinen
Nest aufgezogen worden waren, mit im Mittel 7,2+ 0,7% ein niedrigerer relativer
Korperfettgehalt, gegentber 10,2+ 0,6 % bel den PBS-behandelten Kontroll-Tieren zu
beobachten. Die weiblichen mit Leptin behandelten +/+-Tiere wiesen am Versuchsende mit

7,8 = 0,4 % ebenfalls einen deutlich geringeren Korperfettgehalt gegeniiber den Kontrolltieren
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mit 10,8+ 0,4 % auf. Da die Abnahmen im relativen Korperfettgehalt damit bei den
Mannchen und bei den Weibchen fast gleich waren, wurden in der Abb. 10 die Wildtyp-Tiere
nicht nach Geschlechtern getrennt dargestellt. Im kleinen Nest aufgezogene, heterozygote
Mannchen wiesen nach der Behandlung mit rekombinantem Leptin im Mittel einen
prozentualen K érperfettgehalt von 8,5 + 0,2 % gegeniber den Kontrolltieren mit 10,6 + 0,2 %
auf. Bel den mit Leptin behandelten weiblichen heterozygoten Tieren ergab sich zu
Versuchsende lediglich eine Differenz im relativen Korperfettgehalt von 13,3+ 0,1 %
gegentiber 14,1+ 0,1 % PBS-behandelter Tiere, die aber noch signifikant war.

Im kleinen Nest aufgezogene und mit Leptin behandelte, mannliche Wistarratten dagegen
zeigten die geringste Sensitivitét gegentiber peripher verabreichtem Leptin. Die Behandlung
fuhrte lediglich zu einer nicht signifikanten Abnahme des prozentualen Korperfettgehaltes mit
18,1+ 0,3% be den Leptin-behandelten Tieren im Vergleich zu 189+ 0,3% bei den
Kontrolltieren. Da bereits bei den Méannchen eine fehlende Reaktion auf die Leptin-
behandlung festgestellt werden konnte, wurde auf die zusétzliche Untersuchung von
weiblichen Wistar-Ratten verzichtet.

Bel in normalen Nestern aufgezogenen Tieren war eine sehr viel grofere Senditivitét
gegenlber peripher verabreichtem Leptin zu beobachten. So weisen sowohl Wildtyp- as auch
heterozygoten Zuckerratten nach ener Leptinbehandlung grofere Unterschiede im
Korperfettgehalt auf (Andrea Fritz, unvertffentlichte Ergebnisse), als dies bei einer
Behandlung im kleinen Nest in der vorliegenden Studie beobachtet werden konnte. Auch in
normalen Nestern aufgezogene und mit Leptin behandelte Wistarratten Mannchen wiesen,
entgegen der im kleinen Nest gezeigten Unwirksamkeit des Leptins auf den Korperfettgehalt,
am Versuchsende einen deutlich niedrigeren Korperfettgehalt von 5,7 = 0,2 % gegentber den
PBS-behandelten Tieren mit 8,4 + 0,1 % auf.
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Abb 10: Einflul3 einer Leptinbehandlung auf den prozentualen Korperfettgehalt von Zucker-
und Wistarratten, die bis zu einem Alter von 21 Tagen in kleinen oder normalen Nestern
aufgezogen wurden.

Leptin-(schwarz) oder PBS-behandelte (Kontrolle, grau) Wildtyp-, heterozygote Zuckerratten
und Wistarratten. Quergestreift sind in normalen Nestern aufgezogene, Leptin-behandelte
Wistarratten, weif3 ihre mit PBS-behandelten Wurfgeschwister dargestellt. M= Mannchen;
W= Weibchen. Die dargestellten gewichteten Mittelwerte wurden mit Hife zweifaktorieller

Varianzanalysen mit den Faktoren Wurfzugehorigkeit und Behandlung (Leptin gegentiber
PBS) ermittelt.

Zur besseren Veranschaulichung der Daten wurden in Abbildung 11 der Korperfettgehalt der
im kleinen Nest aufgezogenen, mit Leptin- oder PBS-behandelten Wurfgeschwister als
prozentuale Differenz von den Mittelwerten im normalen Nest aufgezogener, unbehandelter
Tiere dargestellt. Diese Darstellung verdeutlicht einerseits, da3 auch bei mit Leptin
behandelten Wurfen eine postnatale Ubererndhrung prinzipiell zu einer vermehrten
Fettakkumulation gegentiber normal aufgezogenen Tieren fihrte. Andererseits zeigt sich, dal3
mit steigendem Korperfettgehalt die Wirksamkeit des verabreichten Leptins nachlief3. Dabei
wird der Einflul des fa-Alleles bei einer Leptinbehandlung deutlich. Die Wildtyp-
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Zuckerratten beiderlel Geschlechts waren noch in der Lage ihren relativen Korperfettgehalt
um ein Drittel zu reduzieren, so dal3 die behandelten Tiere beinahe wieder den
K orperfettgehalt von normal aufgezogenen Tieren erreichten. Bei den +/fa-Méannchen zeigte
sich schon eine leichte Tendenz nachlassender Ansprechbarkeit auf peripher verabreichtes
Leptin. Bel den +/fa-Weibchen schliefdlich wurden durch eine Leptinbehandlung im kleinen
Nest nur noch sehr geringe Abnahmen des Korperfettgehaltes beobachtet. Aber auch die im
einzelnen nicht bekannte Genkonstellation der Wistarratten hatte einen gleichgerichteten
Effekt, denn die geringsten Abnahmen im kleinen Nest durch eine Leptinbehandlung im
Sinne einer faktischen Unwirksamkeit des Hormons waren bei den Wistarratten-Mannchen zu
beobachten, die die hochsten Zunahmen im Korperfettgehalt aufwiesen.

12
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Abb 11: Einflufd einer Leptinbehandlung auf die Differenzen im prozentualen Kor perfettgehalt
von Zucker- und Wistarratten bei Aufzucht im kleinen Nest.

Dargestellt sind die Unterschiede im prozentualen Korperfettgehalt zwischen im kieinen Nest
aufgezogenen mit Leptin- (weil3e Balken) oder mit PBS-behandelten (schwarze Balken)
Wildtyp-, heterozygoter Zuckerratten und Wistarratten und entsprechenden im normalen Nest
aufgezogenen, unbehandelten Tieren. Die Nulllinie stellt den prozentualen Korperfettgehalt
der jeweiligen Vergleichsgruppe dar.
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3.1.3.2. Waeitere durch die Leptinbehandlung hervorgerufene Veranderungen in der
K Or per zusammensetzung

In der Tabelle 2 sind die gewichteten Mittelwerte+ SEM von Lebendmasse, Feuchtmasse,
Fettmasse, FFDM und Gesamtkorperwasser im kleinen Nest aufgezogener und mit Leptin
behandelter Tiere dargestellt. Neben dem prozentualen Fettgehalt (vgl. Kap 3.1.3.1.) war bel
den Wildtyp-Mannchen am Tag 21 unter der Behandlung im kleinen Nest auch ene
signifikante Abnahme der Lebendmasse zu beobachten. In Ubereinstimmung damit war auch
die Feuchtmasse um 5% und die Korperfettmasse um 30 % bel den Leptin-behandelten
gegeniber den PBS-behandelten Tieren signifikant erniedrigt (Tab. 2). Bei den Wildtyp-
Zuckerratten Weibchen fihrte die Leptinbehandlung ebenfalls zu einer signifikanten
Verminderung der Korpermasse. Neben einer Abnahme der Feuchtmasse um 10 % und des
absoluten Korperfettgehalts um fast 40 % wurde bei den +/+-Weibchen auch bei der FFDM
durch die Leptinbehandlung eine signifikante Abnahme um 8 % beobachtet (Tab. 2).

Die verringerte Wirksamkeit des exogen applizierten Leptins auf den Korperfettgehalt von
Trégern eines defekten fa-Alleles im kleinen Nest zeigte sich darin, dal3 entsprechend dem
prozentualen Korperfettgehalt bei den mannlichen heterozygoten Zuckerratten zwar der
Effekt der peripheren Leptingabe auf die Fettmasse signifikant war, jedoch keine
Veranderungen der anderen Parameter der Korperzusammensetzung nachweisbar waren. Bei
den heterozygoten Zuckerratten-Weibchen und bei den ménnlichen Wistarratten, die eine
geringere Senditivitét gegenlber der Leptinbehandlung aufwiesen, wie sich an Hand
geringerer Unterschiede im prozentualen Korperfettgehalt zeigte, wurde ebenfalls keiner der

Ubrigen Parameter durch die Behandlung signifikant beeinfluf3t.
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Lebendmasse [g] | 49.1 0.4 51.9 0.4 <0,01
Feuchtmasse [g] 43.3 0.4 45.6 0.4 <0,05 | Zuckerratten
Fettmasse [g] 3.4 0.2 4.9 0.2 <0,01 +/+ 5 6
FFDM [g] 9.0 0.1 9.3 0.1 n.s. Mannchen
Wasser [9] 30.9 0.2 314 0.2 n.s.
Lebendmasse [g] | 38.7 0.8 43.0 0.7 <0,05
Feuchtmasse [g] 335 0.7 37.2 0.6 <0,05 | Zuckerratten
Fettmasse [g] 2.4 0.3 3.8 0.2 <0,05 +/+ 4 4
FFDM [g] 6.9 0.1 7.5 0.1 <0,05 | Weibchen
Wasser [g] 24.2 0.4 25.9 0.4 n.s.
Lebendmasse [g] | 45.8 0.4 46.1 0.4 n.s.
Feuchtmasse [g] 38.4 0.2 38.9 0.2 n.s. | Zuckerratten
Fettmasse [g] 3.3 0.1 4.1 0.1 |<0,001 +/fa 8 8
FFDM [g] 8.0 0.1 8.0 0.1 n.s. Méannchen
Wasser [g] 27.1 0.2 26.8 0.2 n.s.
Lebendmasse [g] | 46.4 1.0 48.4 1.0 n.s.
Feuchtmasse [g] 39.8 1.0 41.6 1.0 n.s. | Zuckerratten
Fettmasse [g] 5.3 0.2 59 0.2 n.s. +/fa 8 8
FFDM [g] 7.9 0.2 8.2 0.2 n.s. Weibchen
Wasser [g] 26.6 0.6 27.4 0.6 n.s.
Lebendmasse [g] | 69.3 1.0 70.3 1.0 n.s.
Feuchtmasse [g] 61.3 0.7 61.3 0.7 n.s. | Wistarratten
Fettmasse [0] 11.6 0.2 11.3 0.2 n.s. Mannchen 6 6
FFDM [g] 11.4 | 01 | 124 | 01 n.s.
Wasser [g] 38.3 0.7 38.6 0.7 n.s.

Tabelle 2: EinfluR einer Leptinbehandlung auf die Korperzusammensetzung im kleinen Nest
aufgezogener Wildtyp- und heterozygoter Zuckerratten sowie Wistarratten.

Mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (mit den Faktoren Wurffaktor und Behandlung)
ermittelte gewichtete Mittelwerte (= SEM) fur Lebendgewicht und Korperzusammensetzung
(Absolutwerte) am Versuchsende (d 21). Dargestellt sind die Unterschiede in der
K&rperzusammensetzung von im kleinen Nest aufgezogenen, Leptin-behandelten gegentber
den PBS-behandelten Kontrolltieren.
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3.1.4. Genotypspezifische  Unterschiede  der Leptinrezeptorbindung im

Hypothalamus von Zuckerratten

Wie zuvor beschrieben, zeigten +/fa-Weibchen eine Hyperleptindmie und eine herabgesetzte
Sengitivitét gegentiber exogen verabreichtem Leptin. In mehreren Assays wurden daher
Zuckerratten hinsichtlich eventuell vorliegender Veranderungen in der hypothalamischen
Leptinrezeptorbindung am Tag 21 post natum untersucht, indem Leptinrezeptor-
Bindungsexperimente an  hypothalamischen Membranhomogenaten von  unseren
K ooperationspartnern in Berlin (T. Ziska, AG A. Plagemann) durchgefihrt wurden.

Assay 1 beinhaltete Zuckerratten aler drei Genotypen (+/+, +/faund fa/fa), die in einem
normalen Nest von zehn bis zwolf Wurfgeschwistern aufgewachsen waren. Durch eine
zweifaktorielle Varianzanalyse mit den Faktoren Genotyp und Geschlecht konnte ein klarer
genotypspezifischer Unterschied in der Leptinrezeptorbindung im Hypothalamus zwischen
den einzelnen Genotypen ermittelt werden (p < 0,001). Die gewichteten Mittelwerte + SEM
betrugen fir die fa/fa-Tiere 0,36 = 0,03 fmol/mg, fir die +/fa-Tiere 0,56+ 0,03 fmol/mg und
fur die +/+-Tiere 0,76 £ 0,04 fmol/mg. Ein posthoc Student-Newman-Keuls t-Test ergab
signifikante Unterschiede (p<0,001) sowohl zwischen den fa/fa- und +/fa-, als auch zwischen
den +/+- und +/fa-Tieren. Eine Unterscheidung zwischen den Geschlechtern innerhalb der
einzelnen Genotypen zeigte, dal die fa/fa- und die +/+-Weibchen eine signifikant niedrigere
(p< 0,05) Leptinrezeptorbindung aufwiesen as die jewelligen Ménnchen. Bel den +/fa-
Tieren war dieser Unterschied nur tendenziell vorhanden, alerdings ohne statistisch
signifikant zu werden.

Dain den physiologischen Versuchen nur Wildtyp- und heterozygote Zuckerratten aber keine
fa/fa-Tiere untersucht worden waren, beschrankten sich weitergehende Analysen auf diese
beiden Tiergruppen. Eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit den Faktoren Genotyp,
Geschlecht und Behandlung (Leptin gegentiber PBS) ergab, dal3 eine Leptinbehandlung von
Tieren, die im kleinen Nest aufgezogen worden waren (Assay 3), keinen Effekt auf die
Leptinrezeptorbindung hatte (p =0,49). Zudem zeigte sich keine signifikante Interaktion
einerseits zwischen der Behandlung (Leptin gegeniber PBS) und dem Genotyp oder
andererseits zwischen der Behandlung und dem Geschlecht. Jedoch bestétigte sich die in
Assay 1 festgestellte unterschiedliche Bindungskapazitét innerhalb der verschiedenen
Genotypen auch in diesem Assay (p< 0,01) fur eine geringere Leptinrezeptorbindung der
heterozygoten gegenuiber Wildtyp-Zuckerratten.
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In Assay 2 und 4 wurde untersucht, ob die Aufzucht in unterschiedlichen Nestgroféen zu einer
verdnderten Leptinrezeptorbindung fuhrte. Eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit den
Faktoren Genotyp, Geschlecht und WurfgroRe zeigte, dal3 die Leptinrezeptorbindung von
einer Aufzucht in unterschiedlich grofRen Nestern unbeeinfluld blieb (p=0,24), aber die
Genotypunterschiede zwischen +/+- und +/fa-Welpen bestehen blieben (p < 0,001), ohne daf3
sich Interaktionen zwischen Genotyp und Wurfgrof3e ergaben (p = 0,43).

Um der methodisch bedingten Variabilitét der einzelnen Assays Rechnung zu tragen, wurden
die Daten normalisiert, indem sie auf die durchschnittliche Bindungskapazitdt als Basis
bezogen wurden. Unberiicksichtigt blieben dabei die Messungen unter Leptinbehandlung, da
fur sie kein Einflul® auf die Rezeptorbindung erkennbar gewesen war. Diese Evaluierung der
Daten ermdglichte die direkte graphische Gegenlberstellung der Ergebnisse (Abb. 12). Eine
dreifaktorielle Varianzanalyse dieser normalisierten Werte bestdtigte die oben erlauterten
Befunde. So ergaben sich signifikante Unterschiede in der Leptinrezeptorbindung mit
p < 0,001 fur den Genotyp und p = 0,046 fur das Geschlecht. Die Aufzucht in unterschiedlich
grolen Nestern ergab jedoch auch bei den normalisierten Daten keine signifikanten
Unterschiede (p=0,39). Des Weiteren zeigten sich keine signifikanten Interaktionen
zwischen den einzelnen Parametern (p>0,05 fir alle Interaktionen).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 keine Veranderung der hypothalamischen
L eptinrezeptorbindung nach postnataler Uberernahrung und Leptinbehandlung erfolgt. Es
bestehen jedoch starke Unterschiede der Leptinrezeptorbindung zwischen den verschiedenen
Genotypen. Die Abbildung veranschaulicht des weiteren, dal3 ungeachtet einer erheblichen
Variabilitét innerhalb den unterschiedlichen Assays die Leptinrezeptorbindung der weiblichen
gegeniber den mannlichen Tieren geringer und dal gleichzeitig der Genotypunterschied bei

den Weibchen im Vergleich zu den Ménnchen kleiner war.
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Abb. 12: Genotypspezifische Unterschiede der hypothalamischen Leptinrezeptorbindung bel
Aufzucht im normalen oder kleinen Nest.

Normaliserte Daten der Leptinrezeptorbindung (x SEM) im Hypothalamus von
Rattenwel pen, die entweder in einem kleinen oder normalen Nest aufgezogen worden waren
(N = 12-17 fur jede Gruppe). Weil3e Balken: Wildtyp-Tiere normales Nest; schwarze Balken:
Wildtyp-Tiere kleines Nest; weil3e schraffierte Balken: heterozygote Tiere normales Nest;
schwar ze schraffierte Balken: heterozygote Tiere kleines Nest.

3.2. Adipositas-Modéell 11: Chemische Lasionierung des zentralen Leptin-Targets

durch Monosodiumglutamat

321 Physiologische Parameter

Eine Behandlung von Rattenwelpen mit Monosodiumglutamat in hohen Dosen fuhrt zu einer
spezifischen chemischen Lasionierung hypothalamischer Gebiete mit fehlender oder nicht
vollstéandig ausgebildeter Blut-Hirnschranke. Die sich daraus ergebenden Storungen im

Energiehaushalt der Tiere fuhren beim adulten Tier unter anderem zu einer ausgepragten
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Adipositas. Vor diesem Hintergrund wurden die Folgen ener Monosodium-
glutamatbehandlung auf den Stoffwechsel und die Korperzusammensetzung der juvenilen
Ratte bis zum Alter von zehn Tagen untersucht. Die Tiere erhielten dazu von Tag eins bis Tag
neun post natum einmal téglich wahrend der Dunkelphase eine subcutane Injektionen von 3

mg/g Korpergewicht Monosodiumglutamat.

3.21.1. Wirkungen der M SG-Behandlung auf die Korperzusammensetzung natirlich

aufgezogener Wildtyp-Zuckerratten

3.2.1.1.1. Einflu® der M SG-Behandlung auf das L ebendgewicht

Untersucht wurden die Tiere von sechs Wrfen (Serie V und V1), die von der Mutter bis zum
Alter von zehn Tagen im Wurfverband aufgezogen wurden, wobei der Tag der Geburt der
Welpen als Tag null gezahlt wurde. Finf dieser Wiirfe erhielten téglich Injektionen von MSG
oder isotoner Kochsalzlésung; ein Wurf wurde nur ale zwel Tage injiziert. Mit Hilfe
zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den Faktoren Wurfzugehdrigkeit und Behandlung mit
MSG oder NaCl) konnte kein signifikanter Einflul der  unterschiedlichen
Injektionshaufigkeiten auf die untersuchten Parameter der Korperzusammensetzung
nachgewiesen werden, deshalb werden die Wirfe im folgenden zusammen betrachtet.

Die Korpermasse M SG-behandelter, natlrlich aufgezogener Tiere nahm von Tag eins bis zum
Tag zehn langsamer zu als die ihrer mit NaCl behandelten Kontrollgeschwister (Abb. 13). So
wiesen die M SG-behandelten Tiere schon am Tag drei ein um 4 % und signifikant niedrigeres
K orpergewicht gegentiber den Kontrolltieren auf. Diese Entwicklung verstérkte sich innerhalb
des Behandlungszeitraumes bis am Tag zehn schliefdlich die MSG-behandelten Tiere ein
signifikant niedrigeres Korpergewicht von 18,1+ 0,3 g gegenuber den Kontrollgeschwistern
mit 21,1+ 0,3 g (p<0,001) aufwiesen. Da das Korpergewicht in unmittelbarem
Zusammenhang mit dem Gewicht vom Vortag steht, wurden ipsative Werte gebildet und
diese mittels einer zweifaktorielle Varianzanalyse ausgewertet (s. Kap. 2.6.2.2.) (Abb.14).
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Abb. 13: Einflul einer MSG-Behandlung auf die Korpergewichtsentwicklung von natirlich
aufgezogenen Rattenwel pen.

Mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit wiederholten Messungen an Objekten ermittelte
Zunahme der Korpermasse mit MSG-behandelter (weil3e Symbole) gegeniiber ihren mit NaCl
behandelten Kontrollgeschwistern (schwarze Symbole). d3 <0,05, d4 p<0,01, d5-d10
p<0,001.

3.2.1.1.2. Wirkungen der M SG-Behandlung auf den Wasser gehalt, den
K or perfettgehalt und die FFDM

In Ubereinstimmung mit der Auswertung der Korperzusammensetzung fir das erste
Adipositas-Modell wurde auch bel diesen Tieren zundchst der Korperfettgehalt zu der
Feuchtmasse in Beziehung gesetzt (nicht gezeigt). Erneut bestétigte sich die enge Beziehung
beider Parameter (r= 0,79 fur die behandelten Tiere und r= 0,61 fur die Kontrolltiere). Ein
Regressionsgeradenvergleich zeigte, dal3 die Regressionsgerade MSG-behandelter Tiere
parallel zu niedrigeren Werten verschoben war (p<0,001).

Eine genauere Analyse der Kdrperzusammensetzung zeigte detaillierter die Veranderungen
auf, die durch eine Behandlung mit MSG hervorgerufen worden waren. Die mit MSG-

behandelten Tiere von vier natlrlich aufgezogenen Wirfen (Serie V) hatten nicht nur eine
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gignifikant verminderte Korpermasse (p<0,001), sondern auch die Feuchtmasse, der
Wassergehalt, sowie Fettmenge und prozentualer Fettgehalt und die fettfreie Trockenmasse
waren gegeniber ihren nur mit NaCl-behandelten Wurfgeschwistern signifikant erniedrigt
(p<0,01) (Abb. 14).

Die grofdten Verdnderungen der Behandlung waren in der Korperfettmasse zu beobachten.
Die MSG-behandelten Tiere wiesen mit 0,9+ 0,1 g einen um 25 % signifikant niedrigere
Korperfettmasse gegentiber den Kontrolltieren mit 1,2+ 0,1 g auf (p<0,01). Dies stand
Veradnderungen in der Feuchtmasse, im Wassergehalt, im relativen Fettgehalt und der FFDM
um lediglich anndhernd 15% gegenlber.
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Abb 14: Einflud einer MSG-Behandlung auf die Korperzusammensetzung natirlich
aufgezogener Rattenwel pen.

Gesamtkorperwasser, fettfreie Trockenmasse (FFDM), Korperfettmasse und prozentualer
Korperfettgehalt MSG behandelter (weil3e Balken) Wildtyp-Zuckerrattenwelpen im Vergleich
zu ihren mit NaCl-behandelten Wurfgeschwistern (schwar ze Balken) im Alter von zehn Tagen
post natum. Die Werte wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit den Faktoren
Wurffaktor und Behandlung ermittelt. **p<0,01, ***p<0,001.



Ergebnisse 85

3.2.1.2. Wirkungen ener MSG-Behandlung auf die KOorperzusammensetzung

kinstlich aufgezogener Rattenwelpen

Naturlich aufgezogene Welpen sind im Wurfverband unter anderem Nahrungskonkurrenz und
individuell wechselnden thermischen Bedingungen ausgesetzt. Um zu kléren, ob eine MSG-
Behandlung auch bei experimentellem Ausschlul3 einer gegebenenfalls verminderten
Milchaufnahme und unter identischen thermischen Bedingungen den Gesamtkorperfettgehalt
von Rattenwelpen im Sauglingsalter reduziert, wurde ein Wurf (Serie VI b) von Tag vier bis
zum Tag zehn post natum unter moderater Kéltebelastung, der die Tiere auch im Nest
ausgesetzt sind, kunstlich aufgezogen. Diesen Tieren wurde ebenfalls einmal téglich MSG in
einer Konzentration von 3 mg/g Koérpergewicht injiziert, Kontrolltiere erhielten Injektionen
von NaCl.

Bel der Anadyse der Korperzusammensetzung zeigte sich, dald auch bel kinstlich
aufgezogenen Tieren eine Behandlung mit MSG zu deutlichen Verénderungen in der
Korperfettmasse fuhrte. MSG-behandelte Rattenwelpen  wiesen  gegenuber  ihren
Kontrollgeschwistern eine signifikante Reduzierung der Fettmasse um 30 % auf (0,30 £ 0,05
g MSG-Behandlung gegentber 0,44+ 0,05 g NaCl-Behandlung). Die darlber hinaus
untersuchten Parameter der Korperzusammensetzung kunstlich  aufgezogener, MSG-
behandelter Tiere wiesen nur geringe statistisch nicht signifikante Veranderungen auf. So
wurde die Feuchtmasse um 6 % von 11,7 + 0,3 g bei den Kontrolltieren auf 11,0+ 0,3 g bei
den MSG-Tieren reduziert. Belm Gesamtkorperwasser waren mit 8,8+ 0,1 g bel den MSG-
behandelten gegentiber 9,3 £ 0,2 bel den Kontrolltieren lediglich um 5 % niedrigere Werte zu
beobachten. Hinsichtlich der FFDM lieffen sich keine Veranderungen durch die MSG-
Behandlung feststellen (2,0 £ 0,03 g MSG-behandelter Tiere gegeniber 2,0 + 0,03 g
Kontrolltiere).

Die Abb. 15 verdeutlicht die Unterschiede zwischen MSG behandelten und Kontrolltieren
anhand der prozentualen Abweichungen des Gesamtkorperwassers, der Korperfett- und der
fettfreien Trockenmasse der behandelten Tiere vom Mittelwert der Kontrollgeschwister. Fur
eine bessere Vergleichbarkeit der Daten sind auch die natirlich aufgezogenen Wiirfe in diese
Abbildung miteinbezogen worden. Diese Darstellung der Daten veranschaulicht, daf3 die
M SG-Behandlung sowohl bei den kiinstlich as auch bei den natiirlich aufgezogenen Welpen

die grofdten Veranderungen in der Koérperfettmasse hervorruft.
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Abb. 15: Einflu3 einer MSG-Behandlung auf die Koperzusammensetzung nattrlich oder
kiinstlich aufgezogener Zuckerratten.

Unterschiede (gewichtete Mittelwerte = SEM  ermittelt mit Hilfe zweifaktorieller
Varianzanalysen mit den Faktoren Wurffaktor und Behandlung) im Gesamtkorperwasser,
Korperfettmasse und FFDM MSG-behandelter gegentiber ihren mit NaCl-behandelten
Wurfgeschwistern. Dargestellt sind die prozentualen Abweichungen der behandelten Tiere
vom Mittelwert der Kontrolltiere. *p<0,05, **p>0,01.
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3.2.1.3. Einfluld einer MSG-Behandlung auf den Metabolismus zehn Tage alter

Zuckerratten

Wie die kiinstliche Aufzucht zeigte, traten die Verénderungen in der Korperfettmasse auch bel
gleicher Nahrungszufuhr von MSG behandelten und Kontrolltieren auf. Die folgenden
Untersuchungen beschéftigten sich deshalb mit der Frage, inwieweit durch eine MSG-
Behandlung hervorgerufene Anderungen im Stoffwechsel zehn Tage alter Ratten diese
Unterschiede in der Korperzusammensetzung erklaren konnen.

Es wurden zwei Wirfe (Serie VI @ von Tag zehn bis Tag dreizehn unter moderater
Kdtebelastung (28° C), das entspricht den Bedingungen wie sie die Tiere normalerweise auch
im Nest erfahren, kiinstlich bei Dauerlicht aufgezogen und ihre metabolische Rate (MR) und
Korperkerntemperatur (Tc) kontinuierlich aufgezeichnet. In Abbildung 16 sind diese beiden
Parameter fir einen Wurf und einen Tag beispielhaft dargestellt. Die Kontrolltiere zeigen bei
einer Umgebungstemperatur von 28° C den typischen Tagesgang sowohl in ihrer
Kerntemperatur als auch in ihrer metabolischen Rate. Die Korperkerntemperatur fiel zu
Beginn der ehemaligen Lichtphase steil ab (Abb. 16). Dieses Absinken hielt Uber einen
Zeitraum von 5 — 6 Stunden an. Danach war der Wiederanstieg der Kerntemperatur zu
beobachten, der sich Uber ca. zwolf Stunden hinzog, wobei die Anstiegsgeschwindigkeit in
den ersten Stunden etwas hther war als im folgenden Abschnitt. Eine annghernd stabile Tc
wurde erst nach Beginn der ehemaligen Dunkelphase erreicht. Mit dem Tagesgang der
Kerntemperatur Ubereinstimmend, sank der Sauerstoffverbrauch der Tiere zu Beginn der
ehemaligen Lichtphase ab, es trat ein mehr oder weniger ausgepréagtes circadianes Minimum
ein (Abb. 16, unten). Der folgende Wiederanstieg der MR zog sich Gber mehrere Stunden hin,
bis zu Beginn der ehemaligen Dunkelphase die Plateauphase des circadianen Maximums
erreicht wurde. Die statistische Auswertung der Daten der beiden kinstlich Uber vier Tage
aufgezogenen Wiurfe zeigte, dal3 sich im Behandlungszeitraum sowohl die circadianen
Minima als auch die circadianen Maxima der Tc und der MR wie auch die Amplituden der
beiden Rhythmen zwischen MSG- und NaCl-behandelten Rattenwelpen signifikant
unterschieden. Wie aus der Abb. 16 ersichtlich wird, zeigten MSG-behandelte Tiere ein
beinahe vollstandiges Verschwinden der circadianen Absenkung sowohl der Tc as auch der
MR zum Zeitpunkt des Tagesminimums. Im Vergleich zu den Kontrolltieren waren sowohl
die Tc as auch die MR MSG-behandelter Welpen vor allem zur Zeit des circadianen
Minimums gegentiber den Kontrolltieren erhoht. Im circadianen Minimum erreichten die

Kontrolltiere Korperkerntemperaturen von 32,2 + 0,30° C, die M SG-behandelten Tiere 34,5 +
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0,28° C (p<0,001). Die Unterschiede waren wahrend des circadianen Maximums mit einer
durchschnittlichen Korperkerntemperatur der MSG-behandelten Tiere von 37,0 + 0,1 °C
gegeniiber den Kontrolltieren mit 36,7 + 0,1 °C geringer aber dennoch signifikant. Bei der
Betrachtung der gewichteten Mittelwerte des massenspezifischen Sauerstoffverbrauches von
Tag zehn bis dreizehn erreichten die M SG-behandelten Tiere im circadianen Minimum 17,1 +
1,0 W/kg, wéhrend die MR der Kontrollgeschwister um 6 W/kg niedriger bei 11,0 + 1,0 W/kg
lag (p<0,01). Im circadianen Maximum war der Unterschied des massenspezifischen
Sauerstoffverbrauchs mit 25,6 + 0,9 W/kg bei den MSG-behandelten gegentiber 23,4 + 1,0
W/kg bel den Kontrolltieren nicht signifikant verschieden. Die ungleiche Zunahme wahrend
des circadianen Maximums und der unterschiedliche Abfal wahrend des circadianen
Minimums fuhrte zu einer Verringerung der Amplituden sowohl der Tc als auch der MR.
Wahrend der Tage zehn bis dreizehn post natum erreichten die durchschnittlichen Amplituden
des circadianen Tagesrhythmus des massenspezifischen Sauerstoffverbrauches Werte von
13,1 + 1,0 W/kg fir die Kontrolltiere, aber nur 8,3 £ 0,07 W/kg fur die MSG-behandelten
Tiere (p<0,03). Die Amplituden der Korperkerntemperatur der Kontrolltiere von 4,5 + 0,29°
C waren nahezu doppelt so grof3 wie die der MSG behandelten Tiere von nur 2,6 + 0,22° C
(p<0,001).

nachste Seite;

Abb. 16: Einflud ener MSG-Behandlung auf die metabolische Rate und die
Korperkerntemperatur kiinstlich aufgezogener Zuckerratten.

Individuelle Tagesgénge der Korperkerntemperatur (Tc, I) und der metabolischen Rate (MR,
I1) eines Wurfs, der von Tag zehn bis dreizehn kinstlich aufgezogen wurde am ersten
Versuchstag. Die Tiere waren zuvor einmal taglich subcutan mit 3 mg/g KG MSG
(gestrichelte, dunne Linien) oder mit physiologischer KochsalZldsung (schwarze Linien)
behandelt worden.
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Auch bei der schon am Tag vier begonnen kunstlichen Langzeitaufzucht (Serie VI b) fuhrte
die MSG-Behandlung zu einem Anstieg der Tc und der MR im circadianen Minimum. Bei
der Betrachtung der gewichteten Mittelwerte der Korperkerntemperaturen waren auch hier
mit 34,9 = 0,2 °C bei den MSG-Tieren gegenuiber 33,8 £ 0,2 °C bei den Kontrolltieren die
groften Unterschiede im Minimum der Tiere zu beobachten (p<0,01), wéahrend die
Differenzen im Maximum der Tiere nicht signifikant war (36,2 + 0,1 °C MSG-Tiere vs. 36,1
+ 0,1 be den Kontrolltieren). Bei der Betrachtung des massenspezifischen
Sauerstoffverbrauchs von Tag vier bis Tag zehn erreichten die MSG-behandelten Tiere im
circadianen Minimum im Mittel 13,6 + 0,3 W/kg, wéahrend die MR der Kontrollgeschwister
bei 10,0+ 0,4 W/kg lag (p < 0,001). Im Maximum der Tiere wiesen die MSG-Tiere mit 18,1
*+ 0,3 W/kg gegentiber den Kontrolltieren mit 16,4 = 0,4 W/kg eine geringere Differenz auf
(p<0,05). Die ungleiche Zunahme wéhrend der circadianen Maxima und Minima fuhrte auch
bei der langeren kiinstlichen Aufzucht zu einer Verringerung der Amplituden sowohl der Tc
as auch der MR. Wéhrend der Tage vier bis zehn post natum erreichten die
durchschnittlichen Amplituden des circadianen Tagesrhythmus des massenspezifischen
Sauerstoffverbrauches Werte von 6,4 + 0,3 W/kg fur die Kontrolltiere, aber nur 4,6 + 0,3
W/kg fur die MSG-behandelten Tiere (p <0,01). Die Unterschiede zwischen den Amplituden
der beiden Gruppen war auch hinsichtlich der Koérpertemperatur mit 2,3 = 0,2 °C fur die
Kontrolltiere und nur 1,4 + 0,2 °C fur die MSG-behandelten Tiere stark ausgepragt (p <0,05).

3.21.4. Energiebilanz

Um zu kldren, inwieweit die oben beschriebenen Anderungen der thermoregulatorischen
Aktivitdt bzw. der MR bei MSG-behandelten Tieren die Unterschiede im
Gesamtkorperfettgehalt erklaren kénnen, wurde in der Serie VI b der Gesamtsauerstoff-
verbrauch der Welpen der fir den Zeitraum der Behandlung mit MSG bzw. physiologischer
K ochsalzl 6sung bestimmit.

Da sowohl der Sauerstoffverbrauch als auch das Gewicht der Tiere in unmittelbarer
Beziehung zu dem jeweiligen Behandlungstag stehen, wurden die Mittelwerte mit ener
zweifaktoriellen Varianzanalyse mit wiederholten Messungen an Objekten berechnet. Es
ergab sich daraus fur die mit MSG behandelten Tiere ein um 8% hoherer
Gesamtenergieumsatz as fur die Kontrolltiere. Auf Grund der geringen Anzahl untersuchter

Tiere (N =7) lag dieser Unterschied knapp Uber dem Signifikanzniveau (p = 0,058). Mit



Ergebnisse 91

einem Vorzeichentest wurden daraufhin die Sauerstoffverbrauchswerte jeden einzelnen Tages
der MSG-behandelten und der Kontrolltiere miteinander verglichen. Es ergab sich eine
Uberzufallige Haufigkeit positiver Werte fur die M SG-behandelten Tiere mit einer Signifikanz
von p = 0,02 fur 23 verglichene Werte.

Wahrend die Unterschiede im Energiegehat der FFDM zwischen M SG-behandelten und
Kontrolltieren sehr gering waren und daher vernachlassigt werden konnten, betrug die
Differenz im Energiegehat der Fettmasse 53 kJ. Diese war dem Unterschied im
Gesamtenergieumsatz zwischen beiden Gruppen mit 7,4 kJ vergleichbar, so dal sich die
Veranderungen in der Koérperzusammensetzung durch den gesteigerten Gesamtenergieumsatz

der MSG-behandelten Tiere erklaren lassen konnen.

3.2.15. Auswirkungen einer M SG Behandlung auf die Plasmaleptinspiegel zehn Tage
alter Zuckerratten

Bel der Betrachtung der Plasmaleptinwerte ergab sich bei den natiirlich aufgezogenen Tieren
kein Unterschied zwischen den MSG-behandelten Tieren mit 4,3 = 0,4 ng/ml und ihren
Kontrollgeschwistern, deren gewichtete Mittelwerte bei 4,6 = 0,4 ng/ml lagen. Bei den Tieren,
die eine Woche kuinstlich aufgezogen worden waren, ergaben sich ebenfalls bel den absoluten
Plasmaleptinspiegeln mit 2,1 + 0,2 ng/ml bel den M SG-behandelten Tieren gegentber 1,9 +
0,7 ng/ml bei den Kontrolltieren keine signifikante Unterschiede, sondern lediglich eine
tendenzielle Erhéhung der Plasmaleptinspiegel der MSG-behandelten Tiere gegenlber den
unbehandelten.

3.3 Histologische Ergebnisse

In Erganzung der Stoffwechsdanalysen unter dem Einflud von Leptin  und
Monosodiumglutamat wurden orientierende histologische Studien am Hypothalamus
durchgefuhrt. Ziel dieser Untersuchungen war es, topografische Zusammenhange zwischen
dem vermuteten Ort der priméren zentralen Leptinwirkung, dem ARC, und anderen an der
Kontrolle der Nahrungsaufnahme beteiligten Strukturen zu erkennen, sowie die Beziehung
zwischen dem Ort der Monosodiumglutamat-Wirkung und dem Nucleus arcuatus als primarer

Zielstruktur des Leptins aufzuklaren.
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3.3.1. Immunhistochemische Befunde zur Transmission des L eptinsignals

Um die physiologischen Befunde besser interpretieren zu kdnnen, wurde untersucht, welche
hypothalamischen Kerne bei der zehn Tage aten Ratte durch exogene Gabe von Leptin
aktiviert werden. Zu diesem Zweck wurde das Protoonkogen Fos as Marker neuronaler
Aktivitdt immunhistochemisch an coronalen Gehirnschnitten nachgewiesen. Dabei erfolgte
eine Untersuchung hypothalamischer Strukturen, die eine zentrale Funktion als sensorische
bzw. integrative Einheiten im Rahmen der Regulation des Energiehaushates haben.
Aulkerhalb der BHS war der ARC als wichtigstes sensorisches und integratives Zentrum der
Energiehomdbostase Gegenstand der Fos-Experimente. Innerhalb der BHS kam neben dem
PVN als Integrationszentrum fur die Signalverarbeitung des Energiehaushaltes auch dem
lateralen Hypothalamus und dem VMH die gréfte Bedeutung zu.

Da NPY -erge Zellen des ARC Projektionen zu parvozelluléaren Anteilen des PVN ausbilden,
die wiederum zu sympathisch préganglionéren Neuronen projezieren, die die sympathische
Innervierung des BAT darstellen und fir die Modulierung der thermoregulatorischen
Thermogenese von Bedeutung sind, wurde immunhistochemisch untersucht, ob die NPY -
ergen Konnektivitaten zwischen fur die Energiehomoostase wichtigen Kerngebieten schon am
Tag zehn bel der juvenilen Ratte ausgebildet sind.

3311  Leptin-induzierte Expresson des Transkriptionsfaktors Fos in
hypothalamischen Kerngebieten der zehn Tage alten Zuckerratte

Die immunzytochemischen Untersuchungen zum Nachweis Leptin-induzierter Fos-
Expression wurden 90 und 120 Minuten nach einmaliger s.c. Injektion von rekombinantem,
murinem Leptin in einer Konzentration von 5,4 pg/kg KG an den Tieren der Versuchsserie
VI durchgefuhrt. Kontrolltieren wurde PBS injiziert.

Querschnitte des caudalen (Abb. 17 A) und medialen Hypothalamus (Abb. 17 C) zeigten
vereinzelte Fos-immunreaktive Zellkerne im ARC und VMH (Abb. 17 A). Weliter lateral
konnte im Hypothalamus im Bereich der sogenannten lateralen hypothalamischen Region
(LHA) eine grofe Anzahl an gefarbten Zellkernen nachgewiesen werden. Be PBS
behandelten Tieren konnten in diesen Kerngebieten keine Fos-positiven Zellkerne
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Eine konzentrierte Anzahl gefarbter Zellkerne konnte
des weiteren sowohl in den magno- (Abb. 17 C) als auch in den parvozelluléaren Unterkernen
des PVN Leptin-behandelter Tiere (Abb. 17 C), nicht aber in den Kontrolltieren detektiert
werden (Abb. 17 B).
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Abb. 17: Immunhistochemischer Nachweis von Leptin-induziertem Fos-Protein im
Hypothalamus zehn Tage alter Zuckerratten.

Immunhistochemischer Nachweis von Fos in coronalen Schnitten des Hypothalamus zehn
Tage alter Zuckerratten im Bereich des ARC (A) und des PVN (C), 90 Minuten nach einer
subcutanen Injektion von 5,4 ng/kg KG Leptin. Bild B zeigt den PVN eines Kontrolltieres. Die
Leptin-Behandlung flihrte zu einer Induktion einzelner immunreaktiver Zellkerne im ARC und
VMH (A) und zu einer grofen Anzahl gefarbter Zellen im PVN (C), sowohl in seinen magno-
(mPVN) als auch parvozellularen Unterkernen, und in der lateralen hypothalamischen
Region (LHA) (A) im Gegensatz zum Kontrolltier (B).

Die Balken entsprechen einer Lange von 100um.
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3.3.1.2. NachweisNPY-erger Projektionen des ARC zum PVN

Der immunhistochemische Nachweis NPY -erger Fasern wurde an unbehandelten Tieren der

Serie I X durchgefihrt. Querschnitte des medialen Hypothalamus zeigen NPY -positive Fasern,

die vom ARC zum PVN ziehen. Somit ist diese fur die Energiehomdostase wichtige
Konnektivitét bereits zehn Tage nach der Geburt deutlich entwickelt.

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis NPY-erger Fasern im Hypothalamus zehn Tage
alter Zuckerratten.

Dunkelfeldaufnahmen coronaler Schnitte des Hypothalamus zehn Tage alter Zuckerratten im
Bereich des PVN. Hell zeichnen sich die NPY-positiven Fasern ab, die vom ARC zum PVN
Ziehen. Die Balken entsprechen einer Lange von 200um (A) bzw. 100um (B).

3.3.2. Nachweis von M SG-induzierten Lasionen mit Kresylviolett-Farbung

Um die Auswirkungen der MSG-Behandlung auf die fir die Energiehomdostase wichtigen
hypothalamischen Kerngebiete, insbesondere des ARC, zu untersuchen, welche dann auch im
Zusammenhang mit den physiologischen Befunden stehen konnten, wurden kresylviolett-
gefarbte, coronale Gehirnschnitte mikroskopisch untersucht.

Die lichtmikroskopische Untersuchung kresyviolett-geférbter Schnitte erfolgte Uber die
gesamte rostro-kaudale Ausdehnung des Kerns in den Ebenen 28 — 32 (Paxinos und Watson
1998) in Anlehnung an das Adulttier. Die Untersuchung der Prgparate zeigte eine
vorangeschrittene Koagulationsnekrose der Neurone des ARC. Am augenfalligsten war die
schon bel geringer VergrofRerung feststellbare, sehr starke Reduzierung der Anzahl an
Neuronen in diesem Kerngebiet bei MSG-behandelten im Vergleich zu den Kontrolltieren
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(Abb. 19 A-B). Noch deutlicher wurde der massive neuronale Zellverlust bel der Betrachtung
des ARC mit einer groferen VergroRerung (Abb. 19 C-D, E-F). Andere fir die
Energiehomoostase wichtigen Kerngebiete wie der VMH, der DMH und der laterale
Hypothalamus, wiesen keine Lasionen auf. Eine quantitative Auswertung durch Zahlung der
Zellen des ARC erfolgte aufgrund der grof3en Ausdehnung dieses Kerngebietes von rostral
nach caudal an definierten, vorher festgelegten Strukturen, die fur jedes Tier auf derselben
coronalen Ebene ausgewertet wurden. Im rostralen ARC (I. coronale Ebene) ergab die
statistische Analyse der ausgezahlten Zellen eine 50%-ige Reduzierung der Neurone mit 151
+ 15 Zellen bei MSG-behandelter Rattenwelpen gegeniber 318 + 11 Zellen bei den
Kontrollwelpen (p<0,001). Die grofite Abnahme an Neuronen im ARC um beinahe 60 %
konnte im medialen Antell (11. coronale Ebene) von 317 + 12 Zellen (Kontrolle) auf 125 + 8
(MSG) Zdlen festgestellt werden (p<0,001). Dieser starke Zellverlust und die damit
verbundene Bildung glialen Narbengewebes fihrte zu einer Retraktion des Gewebes und
dadurch bedingt zu einer Verlagerung des eng benachbarten Kerngebietes VMH weiter
ventral, néher an den 1ll. Ventrikel heran (Abb. 19). Auf Hohe der Il11. untersuchten Ebene
kam es zu eine Reduzierung der Neurone um 40 % von 322 = 11 Zellen (Kontrolle) auf 161 +
20 Zelen (MSG) (p<0,001). Im caudalen Anteil (1V. Ebene) des ARC wiesen die Tiere eine
nicht mehr signifikante Reduzierung der Neurone um nur 20 % von 412 + 22 Zellen bei den
Kontrolltieren auf 323 + 40 Zellen bei den MSG-Tieren auf.

Neben der offensichtlichen Zerstorung hypothalamischer Neurone im ARC flhrte die MSG-
Behandlung bei der juvenilen Ratte zu einer Erweiterung des Il1l. Ventrikels und ener

Verschmélerung der Eminentia mediana.
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Abb. 19: Lasionierung des Nucleus arcuatus (ARC) durch Monosodiumglutamat.
Kresylviolettgefarbte koronale Schnitte des caudalen Hypothalamus mit MSG oder mit
isotoner KochsalZldsung behandelter Tiere. Die MSG-Behandlung fuhrte zu einem massiven
Verlust an Neuronen im ARC (Pfeil), zu einer ventralen Dislokation des VMH,
Verschmalerung der Eminentia mediana (ME) und zu einer Vergroferung des dritten
Ventrikels (VII1).

Die Balken entsprechen einer Lange von 200um (A,B), 100um (C,D) bzw. 50um (E,F).
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4. DISKUSSION

4.1. Die Saugephase —kritische Entwicklungsperiode fir Rattenwelpen

Hormone und Neurotransmitter kodeterminieren, in Interaktion mit der genetischen Matrix,
wahrend kritischer Entwicklungsphasen des Organismus konzentrationsabhangig die
Differenzierung und Reifung ihrer eigenen zentralen Regler (Dorner 1978). Sie kdnnen daher
in sehr hohen Konzentrationen auch as endogene, funktionelle Teratogene zur |ebenslangen
Fehlorganisation und Fehlprogrammierung ihrer eigenen neuroendokrinen Regelungssysteme
fuhren, was wiederum mit permanenten Fehlfunktionen der zu regelnden Lebensprozesse
einhergehen kann. Eine solche hormonabhéangige , funktionelle Teratogenese” kann durch
Alterationen der fetden (intrauterinen) und/oder frihpostnatalen Umweltbedingungen
induziert werden, da Hormone als endogene Effektoren Mediatorfunktionen zwischen der
Umwelt und dem genetischen Material wahrnehmen (D6rner 1978). Neben diesen endogenen
Teratogenen konnen insbesondere auch chemische Noxen, wie zum Beispie
Monosodiumglutamat, in kritischen Entwicklungsperioden ebenfalls zu Zerstérung zentraler
Regler und damit zu lebenslang anhaltenden Fehlfunktionen endokriner Regelungsprozesse
fuhren. Das Konzept der kritischen Entwicklungsphase wurde auch fur die Koérpergewichts-
bzw. Adipositasentwicklung aufgegriffen (Ravelli et a. 1976; Dietz 1994), wonach ebenfalls
die intrauterine sowie die peri- und frihpostnatale Periode als kritische Phasen fur die
Prégung einer anhaltend erhéhten Adipositasdisposition definiert wurden. Da Rattenwelpen in
einem ausgesprochen unreifen Zustand geboren werden, so sind sie bel der Geburt taub (bis
zum Tag 12 oder 13) (Nehlig 1999) und blind (bis zum Tag 15) (Rose und Ellingson 1970),
stellt die Saugephase fir die juvenilen Tiere eine kritische Periode dar, in der sie in ganz
besonderem Mal¥e sensibel fur Veranderungen der Umweltbedingungen oder Noxen sind
(Scott 1962; Colombo 1982). Im ersten Teil der vorliegenden Studie konnte demonstriert
werden, dal3 eine Beeinflussung juveniler Ratten wéhrend der Sdugephase, wobei die
Veranderung der Umweltbedingung in der Bildung unterschiedlicher grof3er Wirfe bestand,
zu einer starken Gewichtszunahme und besonders einer stark erhdhten Fettdeposition der
Rattenwelpen fuhrte. Mit Monosodiumglutamat behandelte Tiere zeigten dagegen ein
vermindertes Wachstum und eine kleinere Korperfettmasse. Unabhangig von der Art der

Noxe kann Zu- oder Abnahme der Kdrpermasse entweder
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1. durch Anderungen im Energieverbrauch und/oder
2. durch eine Anderung in der Energieaufnahme gegenilber den Kontrolltieren zustande

kommen.

Die Unterscheidung zwischen diesen Moglichkeiten hilft, die potentiellen Mechanismen der

Veranderung des Korperenergiegehaltes in beiden Adipositas-Modellen zu verstehen.

4.2. Adipositas-Modell |: Postnatale Uber erndhrung

Die ersten Untersuchungen, die die Beziehungen zwischen Koérperwachstum und Nestgrofie
untersuchten, gehen auf Parkes zurlick (Parkes 1926). Er zeigte, dal3 das Absetzgewicht von
Mausen negativ mit der Nestgrole korreliert, d.h. mit steigender Anzahl der Welpen sinkt
deren Absetzgewicht. Auf dieser Untersuchung basierend wurde die Aufzucht im kleinen
Nest von vielen Autoren als ein Modell der postnatalen Uberernghrung zum Studium der
Pathomechanismen der Adipositas gewahlt (Aubert et al. 1980; Fiorotto et a. 1991; Voits et
al. 1996; Heidel et al. 1999; Plagemann et al. 1999 a, b). Wahrend die bei den Rattenwel pen
in dieser Studie gefundenen Zunahmen der gesamten Korpermasse zum Zeitpunkt des
Absetzens der Welpen (d 21) mit den Ergebnissen anderer Autoren Ubereinstimmen (Parkes
1926; Voits et al. 1996; Heidel et a. 1999; Plagemann et al. 1992; Plagemann et al. 1999 a, b;
Davidowa und Plagemann 2000), zeigt die vorliegende Studie speziell, dal3 besonders der
Korperfettgehalt der Rattenwelpen zunimmt. Die gleiche Beobachtung machten Fiorotto et al.
(1991) alerdings zu einem friheren Entwicklungs-Zeitpunkt (d 15). Desweiteren konnte
gezeigt werden, dai’ eine postnatale Uberernahrung zumindest bei ménnlichen adulten Ratten
auch zu einer Vermehrung der Anzahl an Adipozyten gefihrt hat (Basset et al. 1988), bei
adulten Mausen beiderlei Geschlechts konnte auch eine Hypertrophie der Fettzelle selbst
nachgewiesen werden (Aubert et al. 1980). Die folgenden Uberlegungen sollen helfen zu
klaren, ob diese exzessive Energiedisposition durch Anderungen im Energieverbrauch

und/oder eine vermehrte Energieaufnahme verursacht werden.

4.2.1. K 6r per gewichtszunahme durch Anderungen in der thermoregulatorischen
Aktivitat

Eine Aufzucht im kleinen Nest verandert nicht nur die Verfigbarkeit von Futter sondern fihrt

auch zu einer Anderung der thermischen Bedingungen, denen die Welpen wahrend der
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Saugeperiode im Nest ausgesetzt sind (Schmidt 2001). Die Interaktionen zwischen der Mutter
und den Welpen und zwischen der Welpen selbst, bestimmen die thermischen Bedingungen,
denen die sdugenden Jungtiere ausgesetzt sind. Sie fluktuieren zwischen Thermoneutralitét
und K&ltebel astung.

Prinzipiell sind Ratten-Welpen von ihrem ersten Lebenstag an zur Kéalteabwehr befahigt.
Zundchst dominieren thermoregulatorisches Verhalten (huddling) und zitterfreie
Thermogenese (NST) (Nicholls und Locke 1984; Cannon und Needergaard 1985). Auch
Verhatensweisen wie das Aufsuchen von Warmequellen (Johanson 1979) treten direkt post
natum auf. Andere physiologische Mechanismen der Kéteabwehr wie Kaéltezittern,
Vasokonstriktion und Piloereketion entwickeln sich erst ab der 2. — 3. Lebenswoche (Fowler
und Kellog 1975; Conklin und Heggeness 1971). Zuvor hat der Rattenwelpe eine geringere
Kontrolle Uber den Warmeverlust, was ihn anféllig gegentber Hypothermie wahrend der
Saugephase macht (Conklin und Heggeness 1971). Die teilweise vertretene Auffassung, dal
neugeborene Ratten aufgrund ihrer geringen Koérpergrofze und neurologischen Unreife noch
nicht zur selbsténdigen Kontrolle ihrer Kerntemperatur fahig wéren, wurde erstmals von
Taylor (1960) widerlegt. Er konnte nachweisen, dal3 isolierte Ratten im Sduglingsalter haufig
durch die Wahl zu niedriger Umgebungstemperaturen thermoregulatorisch tberfordert
wurden, wéahrend sie auf eine moderate Kéaltebelastung durchaus mit einer regulatorischen
Steigerung der Stoffwechselrate reagieren konnen. Darlber hinaus treten bel jungen Ratten im
Wurfverband ausgeprégte verhaltensthermoregulatorische Reaktionen auf (, Huddling®)
(Alberts 1978). Am Rande des Nests liegende, kiihlere Jungtiere streben mit grof3er Aktivitét
ins Zentrum und verdrangen so die innenliegenden, wameren und passiveren
Wurfgeschwister. Auf diese Weise werden die thermoregulatorischen Anforderungen im
Wurfverband ausgeglichen und mit geringerer individueller autonomer Warmeproduktion
eine wesentlich grollere Stabilitdt der Kerntemperatur erreicht als bei isoliert gehaltenen
Jungtieren. Der Betrag an Energie, der fur die Kalteabwehr notwendig ist, ist sehr viel
geringer, als von einem einzelnen Welpen aufgewendet werden mifdte (Alberts 1978). Wenn
die Mutter nach den ersten beiden Lebenstagen fir zunehmend langere Zeiten, insbesondere
in der Dunkelphase, das Nest verldl3t, tragt dieses Zusammendrangen (,Huddling”) der
Jungtiere im isolierenden Nest dazu bei, den Warmeverlust soweit zu reduzieren, dal3 die
begrenzten Fahigkeiten zur autonomen Thermoregulation effizient eingesetzt werden
(Schmidt et al. 1987). Obwohl das ,,Huddling” der Welpen sogar in kleinen Gruppen die
Notwendigkeit einer autonomen Kalteabwehr signifikant herabsetzt (Alberts 1978), fihrt eine

Aufzucht im kleinen Nest dazu, dal3 die Tiere in den ersten Tagen wahrend der Abwesenheit
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des Muttertieres vom Nest sehr viel mehr Wéarme gegentber Tieren aus einem normalen Nest
verlieren sollten, da durch eine herabgesetzte Anzahl an Welpen die Effektivitdt der
Kélteabwehr der Tiere herabgesetzt ist. Kompensiert werden kénnte dies durch die vermehrte
Zeit, die das Muttertier auf dem Nest verbringt, da diese mit abnehmender Nestgrofie ansteigt
(Leon et a. 1978; Grota 1973). Dies fuhrt nicht nur zu einer hdheren Milchverfugbarkeit fir
die Welpen, sondern verringert gleichzeitig ihre thermoregulatorische Belastung. Dies spielt
besonders in den ersten Tagen post natum eine Rolle, in denen die Tiere auf Grund ihres
schlechten Oberflache-Volumen-Verhdltnisses und der fehlenden Behaarung anfélliger
gegeniiber Schwankungen der Umgebungstemperatur sind (Schmidt 2000). Die Aufzucht im
kleinen Nest fuhrt zu einem schnelleren Korperwachstum der Tiere as bel einer Aufzucht im
normalen Nest, wodurch sie bald zu einer erhthten metabolischen Warmeproduktion befahigt
werden und einen herabgesetzten Warmeverlust auf Grund eines besseren Oberflachen-
Volumen-V erhéltnisses erfahren. Die thermische Stabilitét der Jungtiere, die durch ein kleiner
werdendes Oberflachen-Volumen-Verhdtnis, eine verbesserte Isolation und die Entwicklung
einer grof3eren metabolischen Kapazitét charakterisiert ist, wird also gegenuber Tieren aus
normalen Nestern friher erreicht (Schmidt et a. 1987). Dies kdnnte erklaren, weshalb zwel
Wochen alte Welpen, die in kleinen Nestern aufgezogen wurden, eine herabgesetzte
,Huddling"-Aktivitdt gegeniber Welpen aus normalen Nestern zeigen (Schmidt
unverdffentlichte Ergebnisse), was as typisches Zeichen fir herabgesetzte verhaltens-
thermoregul atorische Bedurfnisse gilt (Schmidt et a. 1984).

Mittels schwerem Wasser wurden Messungen an 4 bis 16 Tage alten Rattenwelpen (Sprague
—Dawley Ratten) durchgefihrt, um unterschiedliche Milchaufnahmen bei Welpen aus kleinen
oder normalen Nestern zu detektieren, mit deren Hilfe der tégliche Energiezuwachs zur
Energieaufnahme in Beziehung gesetzt werden konnte (Fiorotto et a. 1991). Die daraus
ermittelte notwendige Nahrungsenergieaufnahme, die firr das Uberleben der Tiere notwendig
ist, aber nicht den Aufbau von Energiereserven erlaubt, scheint sich bel postnatal
Ubererndhrten Tieren gegeniber Tieren aus Nestern normaler GrofRe wahrend der
Saugeperiode nicht zu &ndern (Fiorotto et al. 1991). Daraus ergibt sich, dal3 die Unterschiede
im Energieverbrauch fir die autonome und verhaltensbedingte Thermoregulation und andere
Aktivitéten sich wahrscheinlich gegenseitig aufrechnen und beide Aufzuchten den gleichen

Energieverbrauch verursachen.
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4.2.2. Fettakkumulation durch ver mehrte Ener gieaufnahme

Fiorotto et al. konnten zeigen, dal3 die gesamte Energiespeicherung von Rattenwelpen aus
kleinen Nestern auf eine erhdhte Energieaufnahme zurtickzufiihren war (Fiorotto et al. 1991).
Auch entsprechende Untersuchungen von Aubert et a. (1980) an Mausen zeigten, dal3 eine
Aufzucht in kleinen Nestern eine erhdhte Milch- und damit Energieaufnahme wahrend der
Saugeperiode bewirkte, was zu einer signifikanten Erhéhung des Korpergewichtes und des
Korperfettgehaltes fuhrte. Die Mdglichkeit zu einer erhthten Milchaufnahme der Welpen
héangt stark von der Laktationdeistung des Muttertiers ab. Die Milchproduktion wird Uber
einen langeren Zeitraum durch die Anzahl an gesdugten Welpen bestimmt (Blaxter 1961).
Entscheidend fur die Laktation des Muttertieres ist bei Ratten alerdings die Grof3e eines
Wurfes am ersten Tag post natum (Edwardson und Eayrs 1967). In den dieser Arbeit
zugrunde liegenden Versuchen wurde die Zahl der Tiere fUr die kleinen Nester erst am dritten
Tag post natum auf vier Tiere reduziert. Da die Gesamtzahl der Zitzen, an denen gesdugt
wird, und zusétzlich die Menge der sensorischen Information, die das Muttertier erhélt, von
entscheidender Bedeutung fur die Laktationsmenge sind (Edwardson und Eayrs 1967), wird
zu Beginn der Laktationsphase die Milchbildung stark stimuliert. Mit der Reduzierung der
Anzahl der Welpen am Tag drei post natum bedeutete dies ein Uberangebot an Milch, fiir die
nun in Hypoparitdt vorliegenden Rattenwelpen. Zusétzlich steigt mit dem Betrag an Milch,
den die Welpen konsumieren, die Milchbildung (Bateman 1957; Blaxter 1961). Edwardson
und Eayrs (1967) zeigten, dal3 die Laktation mit der Anzahl der Zitzen, die stimuliert werden,
zunimmt. Da Rattenwelpen nicht darauf fixiert sind, immer an derselben Zitze zu saugen,
beginnt ab Tag zehn das Phanomen, dal3 die Tiere wahrend des Nestaufenthaltes der Mutter,
mehrmals an unterschiedlichen Zitzen saugen, was zu einer Maximierung der Milchmenge zu
diesem Zeitpunkt fuhrt (Cramer et a. 1980). Eine Studie hat gezeigt, dal3 zwel Rattenwel pen,
die bel elnem Muttertier sal3en, bei dem alle bis auf zwei Zitzen denerviert waren, sich
schlecht entwickelten (Edwarsdon und Eayrs 1967). Zwei Welpen alerdings, die Zugang zu
allen funktionsfahigen Gesdugekomplexen einer Mutter hatten, entwickelten sich sehr gut.
Diese Experimente zeigen, dal3 das Saugen an unterschiedlichen Zitzen ausreicht, um eine
andauernde, ausreichende Milchproduktion des Muittertieres hervorzurufen (Lorenz 1992).
Darlber hinaus erh6hen sogar zwei Rattenwelpen das Milchvolumen pro Welpe gegentiber
einer groferen Anzahl an Welpen, weil sie mehr Zitzen stimulieren, as Rattenwelpen
tatsachlich vorhanden sind (Lorenz 1992). Dies bedeutet, dal3 ein kleiner Wurf, wenn er auch

nicht die maxima mdgliche Lakatationsmenge des Muttertieres zu stimulieren vermag
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(Edwardson und Eayrs 1967), pro Welpe einen hoheren Milchertrag erzielen kann, und jedes
einzelne Tier dadurch mehr Energie in Form von Milch aufnimmt. Ein weiterer Faktor ist, dal3
die Zeit, die ein Muttertier bei seinen Welpen verbringt, steigt, wenn die Anzahl der Welpen
im Wurf sinkt (Grota 1973; Leon et a. 1978). Dies fuhrt auf der einen Seite zu einer
Anderung der thermoregulatorischen Bedingungen (s. unten) auf der anderen Seite konnte das
bedeuten, dal3 die Jung-Tiere haufigere bzw. langere Saugeperioden zur Futteraufnahme zur
Verfigung hatten, da das Muttertier sich haufiger im Nest aufhielt als dies bei einem normal

groféen Wurf der Fall gewesen ware.

Zusammenfassend 181} sich feststellen, dal3 eine Vielzahl an Faktoren dazu fuhren, dal3 es bei
Aufzucht im kleinen Nest zu einer postnatalen Ubererndhrung kommt, die zu einer
vergroRerten Korpermasse und besonders ener erhdhten Fettakkumulation fihrt.
Wahrscheinlich ist, dal3 nicht ein Faktor isoliert die Veranderung der Nahrungsaufnahme
hervorruft, sondern ein Zusammenspiel unterschiedlicher Mechanismen zu den
Verdnderungen fuhrt, da erfolgreiches Wachstum wahrend der initiden Phase der
Entwicklung von symbiostatischen Interaktionen zwischen Muttertier und Welpe abhangt
(Lorenz 1992). Dariiber hinaus bleibt ungeklart, ob die hdhere mutterliche Aufmerksamkeit
und herabgesetzte Futterkonkurrenz innerhalb des Wurfverbandes zu einer Vielzahl von
Anderungen hinsichtlich des Verhaltens, des hormonellen Status und des Strefllevels fiir die
Tiere fuhrt. Ferner konnte auch der leichtere Zugang zu den Zitzen bei nur vier Welpen eine

Rolle fur die Aufnahme grof3erer Mengen an Milch spielen.

4.2.3. M dgliche M echanismen der Verstarkung eines Genotypeffekts

Wie die vorliegende Studie gezeigt hat, wird der bei Aufzucht im normalen Nest beobachtete,
alerdings geringflgige, Unterschied im Korperfettgehalt zwischen Wildtyp-Zuckerratten und
Tragern nur eines fa-Allels zum Zeitpunkt des Absetzens (Olbort 1998) durch Uberernahrung
im kleinen Nest deutlich verstérkt. Diese Beeinflussung der in der Saugeperiode gegentiber
exogenen Einflissen besonders anfédligen Tiere ging so weit, da® im kleinen Nest
aufgezogene heterozygote weibliche Tiere zum Zeitpunkt des Absetzens einen dhnlich hohen
Korperfettgehalt aufwiesen wie ihn homozygote Merkmalstrager des Gendefekts fa/fa) in
einer normaen Aufzucht entwickeln. Durch den Gendefekt wird hauptsachlich die
Entwicklung des Kdrperfettgehaltes gefordert. Dies gilt schon fur die normale Aufzucht, wird
aber besonders deutlich bei der postnatalen Ubererndhrung. Eine statistische Bestétigung
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erfahrt dies dadurch, dal3 sich signifikante Interaktionen zwischen Genotyp und Nestgréfie
lediglich hinsichtlich des angestiegenen Korperfettgehal tes nachweisen lief3en.

Die Ursache fir eine vermehrte Fettakkumulation der heterozygoten Tiere sowohl im
normalen as auch verstarkt im kleinen Nest konnte in einer beli den Heterozygoten generell
gesteigerten Nahrungsaufnahme liegen. In der normalen Aufzuchtsitutation allerdings konnte
nicht nachgewiesen werden, dal3 +/fa- und fa/fa-Tiere im Sauglingsalter unterschiedlich viel
Milch aufnehmen (Boulangé et a. 1979; Godbole et al. 1981; Buchberger und Schmidt 1996).
Eine veranderte Milchaufnahme unter den speziellen Bedingungen im kleinen Nest, die eine
verringerte Nahrungskonkurenz fur die Welpen bedeutet, kann alerdings dadurch nicht
ausgeschlossen werden. Da in der vorliegenden Studie die Koérperzusammensetzung
ausschliefdich am Tag 21 post natum untersucht wurde, konnte auch eine vermehrte
Aufnahme von Festfutter zu der beobachteten erhdhten Fettakkumulation heterozygoter
gegeniber Wildtyp-Tieren gefuhrt haben. Untersuchungen an fa/fa-Tieren zumindest zeigten,
dai? deren Adipositas unter anderem durch eine vermehrte Aufnahme von Pelletfutter wahrend
der Absetzphase gefordert wird (Stern und Johnson 1977).

Nach dem Absetzen haben neuere Untersuchungen an genotypisch identifizierten
Rattenwel pen gezeigt, dal3 sich bei fettreicher Ernghrung von der 7. bis zur 13. Lebenswoche
Unterschiede zwischen heterozygoten (+/fa) und Wildtyp-Mannchen (+/+) entwickelten, die
bei normaler kohlenhydratreicher Erndhrung nicht auftraten (Maher et a. 1996). Da die
Rattenmilch  ebenfalls enen hohen Fettantell besitzt (Lipidanteil 69% des
Gesamtenergiegehaltes) (Ferré et a. 1986), konnte man deshalb vermuten, dal3 die hohe
Fettzufuhr mit der Muttermilch eine Grundlage fir die Auspragung des Heterozygoten-
Unterschiedes in der Fettdeposition im Sauglingsalter ist. Inwieweit Anderungen in der Lipo-
Protein-Lipase, die die Aufnahme zirkulierender Fettsduren durch das extrahepatische
Gewebe und besonders durch das Fettgewebe reguliert, daran beteiligt sind, kénnen in der
vorliegenden Studie nur vermutet werden, tatsachlich kommt es allerdings zu einer Steigerung
der Aktivitét dieses Enzyms bel der postnatal Uberernghrten Ratte (Duff et al. 1982; Cryer und
Jones 1980), wodurch zusétzlich die Kapazitét, Fettsduren aus dem Plasma aufzunehmen, bel
diesen Tieren erhoht zu sein scheint (Cryer und Jones 1978), was aleine jedoch noch nicht
die gesteigerte Fettakkumulation postnatal Ubererndhrter Tiere zu erklaren vermag.

Geht man von einer nicht unterschiedlichen Milchaufnahme heterozygoter gegentber
Wildtyp-Tieren im normaen Nest aus, konnen als mogliche Ursache fur die gesteigerte
Fettdeposition zusdtzlich Unterschiede in der Nahrungsresorption in Betracht gezogen

werden. Fur gednderte Nahrungsresorption sprechen Befunde, die sich bei Vergleichen von
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kinstlich aufgezogenen +/fa- und fa/fa-Tieren ergaben, wenngleich die unter diesen
Bedingungen beobachtete Differenz im Energiegehalt des Kotes quantitativ nur sehr gering
war (Markewicz et al. 1993). Es ist aber zu bedenken, da dies bei natlrlicher Ernghrung
anders sein konnte. Die Annahme, dal3 der Nahrungsdurchsatz durch den Magen-Darm-Trakt
durch den Leptinrezeptordefekt beeinfluldt werden konnte, wird experimentell durch die
Beobachtung gestiitzt, dal? Leptingaben in den 4. Ventrikel bei erwachsenen Tieren hemmend
auf die Magenentleerung wirken (Smedh et al. 1998). Jedoch ist die Vermutung zur Zeit noch
rein spekulativ, da3 es durch den auf Grund des Leptinrezeptordefekts vorgetduschten
Leptinmangel zu einer energetisch wesentlichen Verbesserung oder Beschleunigung der
Nahrungsresorption kommen konnte.

Weitere Maoglichkeiten wie eine eingeschrankte metabolische Warmebildung bel
Kdtebelastung, wie dies bei kinstlich aufgezogenen fa/fa-Tieren der Fall ist, deren erhohte
Fettdeposition gegeniiber heterozygoten (+/fa) und Wildtyp-Tieren (+/+) zu 90 % durch ihre
herabgesetzte Thermogenese erklart werden kann (Kaul et al. 1990; Markewicz et al. 1993),
lassen sich nach den bisherigen Kenntnissen nicht auf den Unterschied zwischen +/+- und
+/fa-Tieren Ubertragen. Kurzzeitmessungen der metabolischen Rate unter Kéltebelastung
haben keinen Hinweis darauf erbracht, dal3 es in den ersten beiden Lebenswochen zu einer
Reduktion des thermoregulatorischen Aufwandes der +/fa- relativ zu den +/+-Tieren
kommen konnte. Am Ende der dritten Lebenswoche alerdings konnte ein erniedrigter
Energieumsatz von +/fa- gegenuber +/+-Tieren nachgewiesen werden, der ene
Fettdeposition energetisch ermoglicht (Olbort 1998). Ob allerdings diese spaten energetischen
Veranderungen ausreichen, um die grof3en, gefundenen Differenzen im Korperenergiegehalt
zwischen im kleinen Nest aufgezogenen homo- und heterozygoten Tieren am Tag 21 zu
erklaren, bedarf weiterer Untersuchungen. Um die Energetik der exzessiven Fettdeposition
von +/fa-Tieren aus dem kleinen Nest aufzukléaren, wéaren in Zukunft Untersuchungen der

K 6rper-zusammensetzung am Ende der ersten und zweiten Lebenswoche erforderlich.

4.2.4. Physiologische Hinter grinde einer erwor benen L eptinresistenz

Rekombinantes Leptin fuhrt schon in der Sduglingsphase selektiv zur Reduktion der
Fettmasse und belegt damit, dal3 ein fir das adulte Tier wichtiges System bereits in einem
sehr frihen ontogenetischen Stadium funktionsféhig ist (Stehling et al. 1996; Kraeft et a.
1999). Als energetische Wirkungsmechanismen fir Leptin sind bisher die Hemmung der
Nahrungsaufnahme (Halaas et al. 1995; Campfield et al. 1995; Pelleymounter et al. 1995) und
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ein disnhibitorischer Effekt auf eine aus energetischen Grinden gedrosselte
thermoregul atorische Warmebildung bekannt (Schmidt et al. 1997; Stehling et al. 1996 und
1997 b; Geiser et a. 1998; Doring et al. 1998). Die physiologische Antwort auf exogene
Leptinzufuhr besteht folglich in einer Verringerung der Fettreserven.

In der vorliegenden Studie fiihrte eine postnatale Uberernahrung zu der Entwicklung einer
nachlassenden Senditivitdt gegenuber peripher verabreichtem Leptin, d.h. zu ener
funktionellen Leptinresistenz. Eine pharmakologische Unwirksamkeit der benttzten Leptin-
Charge scheidet als Ursache fur die beobachtete Leptinresistenz aus, da ale parallel
untersuchten und im normaen Nest aufgezogenen mannlichen Wistarratten unter
Leptinbehandlung eine signifikante Reduzierung des Korperfettgehalts aufwiesen. Schon im
normalen Nest ist eine unterschiedliche Sensitivitét der verschiedenen Genotypen bzw.
Rattenstamme gegentber exogen verabreichtem Leptin nachzuweisen (A. Fritz,
unverdffentlichte Ergebnisse). Die verminderte Sengitivitdt heterozygoter Zuckerratten
gegeniber einer Leptinbehandlung im normalen Nest ist schon von anderen Autoren
dokumentiert worden. So zeigen +/fa-Tiere in der ersten Lebenswoche eine geringere
Ansprechbarkeit auf periphere Leptingaben (Kraeft et a. 1999). Ob eine auf Grund des
Gendefekts verminderte Leptinrezeptorbindung im Hypothalamus dafur verantwortlich ist,
wie sie von Chua et al. (1996) fur adulte Tiere und in der vorliegenden Untersuchung fir
juvenile Tiere ermittelt wurde, bedarf weiterer Klarung. Interessanterweise forderte die
Aufzucht im kleinen Nest die Entstehung einer Leptinresistenz sowohl bei heterozygoten
Zucker- as auch bei Wistarratten. Neben der beobachteten Leptinresistenz vor alem der
weiblichen heterozygoten Tiere, die sich gegentiber einer Leptinbehandlung so resistent
zeigten, wie dies normaerweise fur fa/fa-Tiere bekannt ist (Kraeft et a. 1999; Stehling et al.
1997 a), reagierten die im kleinen Nest aufgezogenen Wistarratten, bel denen in der
vorliegenden Studie nur Mannchen untersucht wurden, ebenfalls nur sehr schwach auf die
exogene Leptinzufuhr, obwohl fir diesen Zuchtstamm keine Kenntnis Uber Fettsucht
pradisponierende Gene besteht. Bei den postanatal Ubererndhrten Wildtyp-Tieren konnten
durch eine dreiwochige Leptinbehandlung die Veranderungen, die durch eine postnatale
Ubererndhrung verursacht worden waren, so weit gemildert werden, daf? die Tiere am Schlul
der Behandlung wieder einen Korperfettgehalt aufwiesen, der Tieren aus normaer Aufzucht
gleichkam. Ob diese Normalisierung der Korperfettzunahmen unter Leptinbehandlung durch
eine reduzierte Futteraufnahme und/oder durch Veranderungen im Energieverbrauch der Tiere

verursacht worden ist, kann durch die vorliegende Untersuchung nicht beantwortet werden.
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Die fur die heterozygoten in kleinen Nestern aufgezogenen Zuckerratten gefundene
veranderte Beziehung zwischen Korperfett und Plasmaleptin steht in Ubereinstimmung mit
einer Reihe friiherer Beobachtungen, die sich auch auf normal erndhrte Tiere beziehen. Schon
bei der Geburt, das bedeutet lange bevor es zu unterschiedlichen Fettakumulationen aufgrund
unterschiedlicher Genotyopen kommt, haben die heterozygoten Zuckerratten gegentiber den
Wildtyp Zuckerratten erhdhte Plasmaleptinspiegel (Hufnagel et al. 1999). Auch bei zehn Tage
alten Tieren lassen sich erhohte Plasmaleptinspiegel der heterozygoten gegeniber den
Wildtyp-Zuckerratten nachweisen, die mit einer erhdhten Expression von Leptin-mRNA im
inguinalen Fettgewebe einhergehen (Zhang et al. 1997; Olbort 1998; Zhang et al. 2001).
Diese Arbeiten zeigen, da3 die H6he des Plasmaleptins von Tieren mit einem
Leptinrezeptordefekt nicht alein mit der Grole der Fettdepots erklart werden kann.
DarlUberhinaus zeigt sich, dal3 die sonst sehr enge Korrelation zwischen Koérperfettgehalt und
Plasmaleptinspiegel (Frederich et al. 1995; Considine und Caro 1997), mit der Anzahl
defekter fa-Allele beziehungsweise mit ansteigenden Plasmaleptinspiegeln geringer wurde
(Zhang et al. 1997; Olbort 1998). Eine neue Arbeit zeigt, dald3 eine zentral vermittelte,
sympathische Rickkopplung einen starken Einfluf3 auf die Leptin-Expression in den braunen
aber nicht in den weil3en Fettzellen zehn Tage ater Tiere hat. Aber auch Fettgehalt und/oder
der zellulére Energieumsatz in den Adipozyten waren weitere wichtige Einflu3grof3en far die
Regulation der Leptin-Expression (Zhang et al. 2001).

Generell ware zu vermuten, dal3 nicht nur ein genetisch defekter Leptinrezeptor sondern auch
eine funktionelle Stérung des Leptinrezeptors zu erhéhten Plasmaleptinspiegeln fuhrt. Dal3
eine Hyperleptindmie allein auf die Storung der diskutierten Autoregulationsmoglichkeiten,
periphere Autoregulation an der Fettzelle selbst (Zhou et al. 1997) oder sympathisch
vermittelte Autoregulation (Zhang et al. 2001) zurlickgefuhrt werden kann, ist jedoch
unwahrscheinlich.

Weitere Studien zeigen, dal3 einerseits erhohte Plasmatriglyceridkonzentrationen (Rafael und
Herling 2000), andererseits auch Insulin fir die Regulation der Plasmaleptinspiegel von
Bedeutung sind. So konnte nachgewiesen werden, dald Insulin einen direkten Effekt auf
Adipozyten hat und zu ener lang anhatenden Erh6hung der Leptinproduktion fuhrt
(Kolaczynski et a. 1996; Saladin et al. 1995). Da postnatal Ubererndhrte Ratten schon zu
einem sehr frihen Zeitpunkt eine Hyperinsulindmie aufweisen (Plagemann et al. 1999 a; You
et a. 1990), erscheint auch ein Einflul von Insulin auf die Entstehung der Hyperleptindmie
as moglich. Abgesehen von den Ursachen fir die dberproportional gesteigerte
Leptinproduktion bel den +/fa-Tieren gilt jedoch, da3 die bel alen adiptsen Tieren zu
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beobachtende Erhdhung des Plasmaleptins Uber die beim normalen Tier bestehende
Beziehung zwischen Leptinspiegel und Fettmasse hinaus Ausdruck einer relativen
Unwirksamkeit des Leptins ist, die als Leptinresistenz bezeichnet wird (Pelleymounter et al.
1998). Sie drickt sich unter anderem in einer herabgesetzten Ansprechbarkeit selbst auf hohe
Dosen exogen zugefihrten Leptins aus.

Die eigenen Befunde haben as fir die Genese der Leptinresistenz wesentliche Ergebnisse
erbracht, dal3 die experimentelle Aufrechterhaltung hoher Leptinspiegel durch exogene
Zufuhr bei normal ernghrten Wistar-Welpen nicht zu einer Leptinresistenz fuhrte. Dagegen
entwickelten unter der gleichen Leptinbehandlung, aso bei vergleichbar hohen
Plasmaleptinspiegeln, die postnatal Gbererndhrten Wistar-Jungtiere eine Leptinresistenz. Dies
fuhrt zu dem Schluf3, dal? ein hoher Leptinspiegel nicht per se Leptinresistenz verursacht. Dies
durfte auch fur andere Tiermodelle fr Adipositas und den Menschen gelten, bei denen es

endogen zu erhéhten Leptinspiegeln kommt.

Besser gesichert a's mégliche periphere Mechanismen einer gednderten Leptinsensitivitét sind
zentrale Wirkungen, die Uber den Hypothalamus vermittelt werden, Gber den zirkulierendes
Leptin regulierend in die Aufrechterhaltung der Energiehomoostase eingreift (ElImquist et al.
1998; Cone et a. 1999). Eine mdgliche Erklarung fur die beobachtete Leptinresistenz kdnnte
deshalb in einer Anderung der hypothalamischen Leptinrezeptorbindung liegen. Tatsichlich
lief3 sich eine reduzierte Leptinrezeptorbindung im Hypothalamus bei den heterozygoten und
besonders bel den fa/fa-Zuckerratten nachweisen. Die Analyse erwies sich auch as sensitiv
genug, um eine Reduktion der Leptinbindung im Hypothalamus im Vergleich zum Wildtyp
(+/+) be heterozygoten (+/fa) Zuckerratten nachzuweisen. Dennoch flhrte in der
vorliegenden Untersuchung weder die postnatale Uberernahrung noch die L eptinbehandlung
zu einer Anderung der hypothalamischen Leptinrezeptorbindung, weshalb sich das
Zustandekommen einer Leptinresistenz im kleinen Nest so nicht erklaren 1&/3t. Es muf3 aber in
Betracht gezogen werden, dal3 diese Untersuchung nur eine Aussage bezlglich der
L eptinrezeptorbindung am postnatalen Tag 21 machen kann und deshalb nicht reprasentativ
fir den gesamten Behandlungszeitraum ist. Desweiteren mufd bedacht werden, da3 die
gesamte hypothalamische Leptinbindung untersucht wurde, weshalb (ber eventuelle
Veranderungen der Leptinrezeptorbindung innerhalb unterschiedlicher hypothalamischer
Kerngebiete oder fur unterschiedliche Leptinrezeptorsubtypen keine Aussage gemacht werden
kann. Zu ener genaueren Klérung des Sachverhaltes wéren weitere histologische

Untersuchungen notwendig, um lokale Unterschiede im Bindungsverhalten nachzuweisen. So
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ist eine spezifische Regulation der Leptinrezeptorbindung in Abhéngigkeit von den
Plasmaleptinspiegeln fir den ARC beschrieben worden, wéahrend sich gleichzeitig die
Bindung in anderen hypothalamischen Kernen nicht veranderte (Baskin et al. 1999 a). Zudem
weisen neue Studien darauf hin, daR eine postnatale Ubererndhrung zu einer direkten
Beeinflussung hypothalamischer Neurone hinsichtlich der Konzentration von die
Futteraufnahme stimulierenden Neuropeptiden fuhrt (Plagemann et al. 1999 & b), also zu
einer potentiellen postrezeptorischen Beeinflussung der Leptinwirkung, die durch die
Messung der hypothalamischen Leptinrezeptorbindung nicht erfalét wirde.

Eine weitere mdgliche Erklérung fur die beobachtete Leptinresistenz kénnte auch ein
Unvermdgen des Leptins sein, an seinen zentralen Wirkungsort im Hypothalamus zu
gelangen (Banks et al. 1996; Wu-Peng et al. 1997). Da Leptin als Molekil zu grof3ist, um die
Blut-Hirn-Schranke  durchdringen zu konnen, wird deshab en unidirektionales
Transportsystem fur Leptin vermutet (Banks et a. 1996), dessen Lokalisation das Endothel
der Gefal3e und das Epithel des Plexus chorioideus zu sein scheint (Golden et al. 1997). Banks
et al. (1996) konnten ein Sattigungsverhalten dieses Transportsystems nachweisen. Fir eine
Séttigung dieses Transportsystems spricht auch, dal3 sowohl bel adipdsen Menschen a's auch
bei adipdsen Tiermodellen mit zunehmender Adipositas ein kleiner werdendes Verhdltnis
zwischen Plasmaleptinspiegeln und den Leptinspiegeln in der Zerebrospinalflissigkeit
beobachtet werden kann (Caro et a. 1996; Schwartz et a. 1996; Wu-Peng et a. 1997).
Allerdings ist die Leptinkonzentration im Liquor 100-fach geringer as die
Plasmakonzentration, weshalb eine Stimulation der zentralen Leptinrezeptoren durch Leptin
im Liquor wenig wahrscheinlich ist (Ahima et al. 2000). Zudem ist die Zuganglichkeit der fir
die Vermittlung zentraler Leptinwirkungen wichtigen Neurone im Bereich des ARC auf
Grund der in diesem Bereich teilweise permeablen Blut-Hirn-Schranke nur bedingt von
transendothelialen Transportmechanismen abhangig. Insgesamt ist also eine Séttigung des
Transportmechanismus fur Leptin im Gehirn als Ursache fur die Leptinresistenz sehr

unwahrscheinlich.

Frihere Studien zeigen, dal3 die Applikation derselben Leptindosis, die in dieser Studie
verwendet worden war, wenn auch Uber miniosmotische Pumpen verabreicht, bei zwel bis
drei Wochen alten Rattenwelpen zu einer Hyperleptindmie im Blutplasma der Tiere fuhrte
(Eiden et a. 2000). Die in dieser Arbeit untersuchten mit Leptin behandelten Tiere aus
Wiurfen mit normaler Welpenzahl zeigten trotz einer durch exogene Hormonapplikation

offensichtlich hervorgerufenen Hyperleptinamie keine Leptinresistenz, was beweist, dal3 der
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erhohte Hormonspiegel alein nicht ausreicht, um eine Leptinresistenz zu verursachen. Zu
einer genauen Abklaung, ob oszillierende Plasmaleptinspiegel auf Grund von
Bolusinjektionen eine standige permanente endogene Hormonproduktion nachahmen kénnen,
mUfdten auch bei postnatal Uberernahrten Tieren weitergehende Studien mit einer Applikation
von Leptin Uber miniosmotische Pumpen folgen, die sich auf Grund der geringen
Korpergrofe vor allem der sehr jungen Tiere momentan nicht realisieren lassen. Dennoch
stitzen diese Befunde die Schluf¥folgerung aus den eigenen Befunden, dald3 die
Hyperleptindmie allein nicht der Verursacher einer Leptinresistenz ist.

Eine entscheidende Rolle konnte der Hyperinsulindmie zukommen, die sich bei postnatal
Ubererndhrten Tieren ebenfalls zu einem sehr frihen Zeitpunkt ausbildet (You et a. 1990;
Plagemann et al. 1999 a). Da Insulin im Lipidstoffwechsel eine Schliisselstellung einnimmt,
kann bei hyperinsulindmischen Individuen eine Reihe metabolischer Stérungen nachgewiesen
werden (De Fronzo et al. 1991). Da zudem die Hohe der Insulinspiegel als Mald der
Insulinsensitivitét des Korpers angesehen werden kann, deuten hohe Insulinspiegel auf eine
herabgesetzte Insulinsensitivitét postnatal Uberernghrter Ratten hin. Eine mdgliche Erkl&rung
far die in der Literatur dokumentierte Hyperinsulindmie bel postnatal tUbererndhrten Ratten
konnte sein, dal® bei adipdsen Jungtieren die Aufnahme von frelen Fettsauren bzw.
Triglyceriden mit der Muttermilch erhdht ist (Bjorntorp 1994). In der Leber konnte das
erhohte Angebot freier Fettsduren zu einer verzogerten und verminderten Insulindegradierung
und damit zu der dokumentierten peripheren Hyperinsulindmie fihren. Erhohte freie
Fettsuren interferieren aber auch direkt mit der Insulinwirkung und kénnen beispielsweise
die Glukose-Aufnahme in der Muskulatur storen, was wiederum die Ausbildung einer
Insulinresistenz beglnstigt.

Neben der peripheren ist auch eine zentralnervose Hyperinsulindmie bei postnatal
Ubererndhrten Rattenwelpen dokumentiert worden (Ddrner und Plagemann 1994). Erhohte
hypothalamische Insulinspiegel in einer friihen ontogenetischen Entwicklungsphase, wie sie
fur Rattenwelpen zutrifft, stehen in Verdacht, sich schadigend auf die Entwicklung des ZNS
auszuwirken (Dorner und Plagemann 1994). Ubereinstimmend damit konnten auch bei der
postnatal Ubererndhrten Ratte Verénderungen in der Konzentration hypothalamischer, fir die
Regulation der Energiehomdostase wichtige Neuropeptide NPY und Galanin nachgewiesen
werden (Plagemann et a. 1999 a und b).
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4.25. Ausblick

Mensch und Tier passen ihre Nahrungsaufnahme normalerweise rasch den wechselnden
Bedurfnissen (z.B. Art und Umfang des koérperlichen Bedarfs, Klima) und dem Nahrwert
(Energiegehalt) der Nahrung an. Diese Kurzzeitregulierung der Nahrungsaufnahme wird
erganzt und Uberlagert durch eine Langzeitregulierung, die Didtfehler ausgleicht und fur die
Wiederherstellung des normalen Korpergewichtes sorgt. Auf diese Weise konnen Ratten ihr
Korpergewicht normalerweise auf einem anndhernd gleichbleibenden Niveau haten (Novin
1975; Anand 1951; Morgane 1969). Die Vorstellungen tiber den EinfluR einer friihen Uber-
oder Untererndhrung bzw. ener ausgeprdgten juvenilen Adipositas auf das spétere
Adipositasrisko fur Mensch und Tier stitzten sich bisang auf widerspriichliche
Beobachtungen. Die als Tiermodell dazu bisher verwandten Untersuchungen beziehen sich
auf die Aufzucht von Ratten in grof3en und kleinen Nestern. Wenngleich fir das juvenile Tier
zum Zeitpunkt des Absetzens die vorliegende Studie die Ergebnisse anderer Autoren, némlich
einen erheblich gesteigerten Korperfettgehalt im kleinen Nest aufgezogener Tiere gegenuber
Kontrolltieren aus normalen Nestern bestétigt, ist fir die adulte Ratte bislang eindeutig nur
ein grofkeres Korpergewicht postnatal Ubererndhrter Tiere publiziert (Voits et al. 1996;
Plagemann et al. 1999 b; Davidowa und Plagemann 2000). Allein fir Mause konnte auch
noch nach 24 Wochen ein erhohter Lipidgehalt postnatal Gbererndhrter Tiere relativ zu Tieren
aus normalen Nestern nachgewiesen werden (Aubert et a. 1980). Ein Problem bisheriger
Veroffentlichungen ist unter anderem der Vergleich postnatal Gberernéhrter Tiere gegentber
postnatal untererndhrten Tieren (Widdowson und McCance 1960), die eine Interpretation auf
Grund des Fehlens einer Kontrollgruppe mit Welpen aus Nestern normaler Grélde schwierig
machen. Wesentlich ist auch der Zeitpunkt, zu der die Einstellung der Wurfzahl erfolgt. Eine
Reduktion der Nestgrofe innerhalb von sechs Stunden nach der Geburt fihrt zu einem mit
den Kontrolltieren vergleichbaren Koérpergewicht auf Grund der nicht gentigend stimulierten
Laktation (Wurtmann und Miller 1976; s. auch Kap. 4.1.1.1.). Aus diesem Grund scheint eine
Reduktion der Welpenzahl erst im Alter von zwei oder drel Tagen post natum wie in der
vorliegenden Untersuchung erforderlich, um eine postnatale Uberernghrung zu induzieren.

Bisher wurde bereits eine Vielzahl metabolischer Veranderungen nach ener frihen
postnatalen Uberernahrung im Adulttier beobachtet. Nachgewiesen wurden unter anderem
erhohte Glukose- und Insulinspiegel, erhohte Triglyceridspiegel, verschlechterte
Glukosetoleranz und eine erhohter systolischer Blutdruck (Plagemann et al. 1992; 1999 b),
Hyperphagie (Voits et a. 1996), erhohte Thyroxin und erniedrigte Trijodthyronin-Spiegel
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(Aust et a. 1986). Auferdem wurden Verdnderungen auf hypothalamischer Ebene
festgestellt, wie z. B. eine verdnderte Konzentration von Galanin (Plagemann et al. 1999 b),
eine verstarkte Aktivierung von Neuronen durch NPY im VMH (Heidd et al. 1999) und
neben der normalerweise beobachtbaren Inhibierung von Neuronen des ARC zusétzlich eine
Aktivierung durch Leptin (Davidowa und Plagemann 2000). Es bedarf aber der
experimentellen Bestdtigung, da eine postnatale Ubererndhrung im Adulttier neben dem
nachgewiesenen metabolischen Syndrom eine ausgepragte Adipositas induziert, denn es
konnten weitere Faktoren, wie Adipositas fordernde Gendefekte oder eventuell ene
Veranderung der Nahrung nach dem Absetzen zum Beispiel in Form einer Cafeteria-Diét
notwendig sein (Levin und Govek 1998), um |lebenslang anhaltende massive Veranderungen

des Korperfettgehaltes hervorzurufen.

4.3. AdipositassModéell 11

43.1. Histochemische Grundlage mdglicher M SG-Wirkungen

In der vorliegenden Studie konnte die beim Adulttier beschriebene Lasionierung
hypothalamischer Strukturen durch MSG (Olney 1969; 1971 und 1977) auch bereits bei der
zehn Tage dten Ratte nachgewiesen werden. Besonders betroffen von der neuronalen
Degeneration war der Nucleus arcuatus (ARC), der auf Grund seiner grof3en Anzahl an
Leptinrezeptoren als zentrales Target plasmatischen Leptins angesehen wird (Satoh et al.
1997). Zusétzlich werden in diesem Kerngebiet mehrere Neuropepetide produziert, die eine
Rolle bei der Modulierung der Kdrpergewichtsregulation spielen. Trotz der hohen Dosierung
des MSG wurde keine vollstandige Zerstérung des Kerngebietes verursacht. Dies zeigt sich
auch darin, dal3 MSG-l&sionierte Tiere, wenn auch deutlich schwécher as die Kontrolltiere,
aber dennoch in der Lage sind, in Reaktion auf eine Leptinbehandlung ihr Korpergewicht zu
reduzieren (Dawson et al. 1997). Die grofdte Lasionierung wurde in der rostromediaen
Ausdehnung des Kerngebietes gefunden, dort waren die Hélfte aller Neuronen von den
Nekrosen betroffen. In der caudalen Ausdehnung des Kerngebietes waren die Ausmal3e der
neuronalen Zerstérung weniger dramatisch. Nur 20 % der Neurone waren von der
Lasionierung betroffen. Eine mogliche Erklarung dafir liefert die Untersuchung von Gross et
a. (1992), die zeigte, dal3 die Blut-Hirn-Schranke des ARC besonders in seiner
rostromedialen Ausdehnung permeabel ist, wohingegen die caudalen Anteile dieses

Kerngebietes eine weniger permeable Blut-Hirn-Schranke aufweisen. In anderen fur die
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Korpergewichtsregulation wichtigen Kerngebieten innerhalb der Blut-Hirn-Schranke des
Hypothalamus, wie dem VMH, dem DMH und dem lateralen Hypothalamus konnten keine
L &sionen beobachtet werden.

Die Abnahme an Fasern in der Eminentia mediana 183 sich durch einen Wegfall in die
Hypophyse ziehender Axone erkléren, deren Ursprungsneurone im ARC von der chemischen
Lasionierung mitbetroffen waren. Eine Erklarung fir die ventrale Didokation des VMH ist
einerseits der neuronale Zelltod und damit der Wegfall von tber 50 % der Neurone auf Héhe
dieser Ausdehnung des ARC, zusdtzlich ist auch eine Retraktion durch gliales Narbengewebe
denkbear.

4.3.2. Histologisches Korrelat der Zielstrukturen der M SG-Wirkung

Um Aufschlufd dartiber zu erhalten, welche funktionellen Komponenten im Bereich des ARC
as Angriffsorte der Noxe MSG in Frage kommen, wurden zwe histochemische
Charakteriserungen bei zehn Tage alten, unbehandelten Rattenwelpen durchgefihrt. Zur
Beantwortung der Frage welche Kerngebiete durch eine Leptingabe aktiviert werden, wurde
in immunhistochemischen Versuchen die Exprimierung des Fos-Proteines bei zehn Tage alten
Rattenwelpen untersucht, wobei besonders die fur die Energiehomdostase wichtigen
hypothalamischen Kerngebiete von Interesse waren. Eine erhthte Fos-Expression wird as
spezifischer Marker fir neuronale Aktivitét auf der Ebene des Zentralnervensystems erachtet
(Dragunow und Faull 1989; Hamamura et al. 1992).

Periphere Leptininjektion fuhrte lediglich zu einer Fos-Expression weniger lateral gelegener
Zellen des ARC. Dies wiederum stimmt mit Befunden anderer Autoren Uberein, die fir das
Adulttier eine Aktivierung lateraler Neurone des ARC, die die Neuropepetide POMC und
CART enthalten, gezeigt haben (EImquist et a. 1997). Es wurde vermutet, dal3 die medialen
NPY -ergen Zellen durch Leptin gehemmt werden, was die fehlende Exprimierung des Fos-
Proteins erklaren konnte (Elias et al. 1998). Tatsachlich bewiesen wurde die hemmende
Wirkung von Leptin durch elektrophysiologische Versuche, die eine Inhibierung neuronaler
Aktivitdt des ARC durch Leptin und eine exzitatorische Antwort auf Orexin-Gabe zeigten
(Rauch et al. 2000). Der PVN zeigt eine starke Fos-Expression sowohl in seinen magno- as
auch parvozelluléaren Unterkernen. Dies beweist auf der einen Seite, dal3d dem PVN eine
Schlisselrolle bel der Modulierung der Energiehomdéostase zukommt; auf der anderen Seite
verdeutlicht dies, dal3 peripheres Leptin in der Lage ist, trotz bestehender Blut-Hirn-Schranke,

Neurone im PVN zu aktivieren. Dies ist deshab von besonderem Interesse, da gerade der
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PVN Uber Projektionen sowohl zu parasympathischen as auch zu sympathisch
praganglionaren Neuronen (s.0.) aber auch zur Hypophyse besitzt (Elmquist et a. 1998). Fir
das Adulttier konnte eine Fos-Expression bis jetzt nur fur die parvozelluléaren Unterkerne
nachgewiesen werden (Elmquist et al. 1997). Der Befund, dal3 beim juvenilen Tiere auch in
sehr starkem Malie die magnozelluléren Anteille des PVN aktiviert werden, wird durch die
Exprimierung des Leptinrezeptors auf den magnozelluléren Anteilen des PVN be der
Zuckerratte unterstitzt (Yarnell et al. 1998). Die Aktivierung von Zellen des lateralen
Hypothalamus, im DMH und weniger im VMH stimmt mit den Ergebnissen im Adulttier
Uberein (EImquist et al. 1997) und verdeutlicht erneut, dal3 diesen Kerngebieten eine Rolle bel
der Regulation der Energiehomd@ostase zukommt.

Diese Studie zeigt erstmalig, dal’ eine periphere Leptininjektion schon bel zehn Tage alten
Rattenwelpen zu einer Aktivierung von Neuronen sowohl im lateralen ARC, aber auch in
anderen Kerngebieten, die eine Rolle bel der Regulation der Futteraufnahme und der
sympathisch vermittelten thermoregulatorischen Thermogenese spielen, fihrt. Dies ist in
Anbetracht der neuronalen Unreife der Tiere in diesem ontogenetisch frihen Stadium
beachtlich und untermauert die funktionellen Befunde anderer Autoren, dald trotz
gegenteiliger Vermutungen auch schon das juvenile Tier in der Lage ist, seine Energiebilanz

Uber ein aus der Peripherie kommendes Signal zu steuern.

Wenngleich auch juvenile Ratten eine ausgesprochene neuronale Unreife aufweisen
(Sherwood und Timiras 1970), konnte dennoch in der vorliegenden Studie erstmals gezeigt
werden, dafld auch bei zehn Tage alten Ratten die Konnektivitéten NPY -erger Fasern, die im
ARC entspringen und zum PVN ziehen, schon vorhanden sind. Die Ergebnisse mehrerer
Studien zeigen, dal3 gerade die medial im ARC angesiedelten NPY -ergen Neurone, welche
den Ursprung dieser Konnektivitdten darstellen, durch eine MSG-Behandlung l&sioniert
werden (Meister et al. 1989; Ebling et al. 1998). In Ubereinstimmung damit kénnen bei
adulten, durch eine MSG-Behandlung adipts gewordenen Tiere verringerte NPY -Spiegel
festgestellt werden (Kerkerian 1986; Abe et a. 1990). Morris et a. fanden eine erniedrigte
Anzahl NPY -immunreaktiver Zellen sowohl im ARC, als auch im PVN bel 30 und auch bei
90 Tage dten MSG-behandelten Tieren (Morris et a. 1998). Da hohe NPY-Spiegel eine
herabgesetzte thermoregulatorische Thermogenese im BAT hervorrufen, niedrige NPY-
Spiegel aber im Gegensatz die thermogene Wéarmebildung im BAT erhohen (Bray et al.
1990), konnten auf Grund der Zerstoérung NPY -produzierender Neurone, erniedrigte NPY -
Spiegel der MSG-behandelten Tiere die Enthemmung der gedrosselten Thermogenese
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erkldren. Auf der anderen Seite zeigen Versuche, dal3 Leptin hemmend auf die NPY-
Produktion im ARC wirkt, dadurch die Futteraufnahme senkt und zu einer Enthemmung der
thermoregulatorische Warmebildung im BAT fihrt (Schwartz et a. 1996). Dies wiederum
kann erklaren, warum eine Leptinbehandlung, die hemmend auf die NPY-Expression in den
medialen Neuronen des ARC wirkt, zu den gleichen Veranderungen der juvenilen endogenen
circadianen Rhythmik fuhren kann wie eine chemische Lasionierung eben dieser Neurone.
Um diese Hypothese vollstandig zu untermauern, sind allerdings weitere Studien notwendig,
unter anderem die Bestimmung der NPY-Spiegel auch bel der zehn Tage dten, MSG-
behandelten Ratte.

Neben NPY sind sowohl a-MSH- as auch CART-immunreaktive Fasern im IML in sehr
grof3er Anzahl vorhanden (Elias et al. 1998; Koylu et al. 1998). Des weiteren inhibieren MC4-
Rezeptoranatgonisten die durch Leptin induzierte Expression von UCP-1 im BAT (Satoh et
al. 1998), was die Annahme stiitzt, dal3 hypothalamische POMC- und CART-Neurone, die
durch Leptin aktiviert werden (Elias et al. 1998; Elias et a. 1999; Schwartz et al. 1997),
notwendig sind, um eine Erh6hung des Sympathikotonus hervorzurufen. Da chemische
Lasionierung mit MSG besonders mediale NPY-erge Neurone zerstort und die lateralen
Neurone des ARC in nicht so starkem Mal3e von der L&sionierung betroffen sind (Meister et
al. 1989), konnte es zu einem Uberwiegen a-MSH- und CART-induzierter Wirkungen
kommen. Bestétigt wird dies durch den Nachweis erhdhter POMC-mRNA Spiegel bel der
zehn Tage dten, MSG-behandelten Ratte (Skultetyova et al. 1998). Da a-MSH
nachgewiesenermallen (Seeley et al. 1997; Satoh et al. 1998) und CART méglicherweise auf
die thermoregulatorische Thermogenese einwirken, kénnte ein verstérkter Effekt der in diesen
Neuronen gebildeten Neuropeptide den Anstieg der Korperkerntemperatur und des
Metabolismus der juvenilen Ratten im Minimum erkldren. a-MSH und CART mogen aber
nicht nur die Wirksamkeit des NPY as Modulator des Energieverbrauchs antagonisieren,
sondern auch seine Wirkungen auf die Futteraufnahme, denn beide Neuropeptide haben eine
starke anorexigene Wirkung (Kalra et a. 1999; Kristensen et al. 1998). Dies konnte zusétzlich
eine mogliche Erklarung fur die herabgesetzte Futteraufnahme der nattrlich aufgezogenen
M SG-behandelten Rattenwelpen sein, die neben einer Reduktion des Korperfettgehaltes auch
eine signifikante Verkleinerung der FFDM gegentiber den Kontrolltieren verursacht haben

konnte.
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4.3.3. Her abgesetztes K 6r per gewicht durch reduzierte Ener gieaufnahme ?

Die vorliegende Studie zeigt, da® im Gegensatz zum Adulttier MSG-Behandlung beim
juvenilen Tier zu einer Abnahme des Korpergewichtes fuhrt, die ihre Ursache in einer
Abnahme sowohl der fettfreien Substanz sowie des Korperfettgehaltes hat. Auch andere
Autoren beobachteten in der postnatalen Periode ein geringeres Korpergewicht MSG-
behandelter gegentiber Kontrolltieren (Morris et al. 1998; Olney et a. 1969; Yoshida et al.
1985). Morris et a. (1998) zeigten, dal’ die epididymalen Fettpolster 30 Tage adter Ratten, die
mit 2 mg pro Gramm Korpergewicht MSG behandelt wurden, immer noch kleiner waren as
die der Kontrolltiere. Zu welchem Zeitpunkt die im Adulttier beobachtete Adipositas beginnt,
ist nicht genau bekannt. Fir Ratten wird das Alter, in dem die MSG-behandelten Tiere
erstmals einen grolReren Korperfettgehalt als die Kontrolltiere aufweisen, mit drel Monaten
angegeben (Morris et a. 1998).

Zur Feststellung, ob die verminderte Korpergewichtszunahme auf eine Reduktion der
Futteraufnahme zuriickzufUhren ist, wurden juvenile Ratten kinstlich aufgezogen, um eine
identische Milchzufuhr zu gewéahrleisten. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Tiere dennoch, bel
gleicher Futteraufnahme, einen reduzierten Korperfettgehalt aufwiesen, wenngleich
hinsichtlich der fettfreien Trockenmasse und des Wassergehaltes keine signifikanten
Unterschiede zwischen M SG-behandelten und Kontrolltieren auftraten. Dies verdeutlicht auf
der einen Seite, dal3 M SG-Behandlung auch bei gleichbleibender Nahrungsaufnahme, selektiv
zu einer Abnahme des Korperfettgehaltes fuhrt, wahrend die fettfreie Korpersubstanz in
diesem Fall unter der Behandlung nicht signifikant verandert wurde. Auf der anderen Seite
weist die sehr niedrige FFDM der Tiere auf eine mogliche behandlungsbedingte,
gesundheitliche Beeintrachtigung der Welpen durch die Kombination von M SG-Behandlung
und kunstlicher Aufzucht hin. Es |&¥ sich auch bei der natlrlichen Aufzucht nicht
ausschlief3en, dal? ein herabgesetztes Wohlbefinden der Tiere durch die MSG-Behandlung zu

einer verminderten Nahrungsaufnahme geftihrt haben mag.
4.3.4. Reduktion des K 6r perfettgehaltes durch Anderungen in der Energiebilanz
Durch die kinstliche Aufzucht konnte eine herabgesetzte Nahrungsaufnahme MSG-

behandelter Tiere ausgeschlossen werden. Dennoch besal3en die behandelten Tiere einen

deutlich geringeren Fettgehalt gegentiber den Kontrolltieren. Eine mogliche Erklarung fir die
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unterschiedliche Fettdeposition kénnte in den Verénderungen des Stoffwechsels der MSG-
behandelten Tiere liegen.

Von besonderer Bedeutung fur den normalen Stoffwechsel juveniler Ratten ist das Auftreten
eines ausgepragten endogenen circadianen Rhythmus ihrer Korpertemperatur und ihrer
metabolischen Rate bei moderater Kaltebelastung (NUflein et al. 1989), wobei sich dieser
Rhythmus der Jungtiere als ein vom Tc-Rhythmus adulter Ratten unabhangiges Phdnomen
erweist (NUlein und Schmidt 1990). Die Entstehung dieses endogenen Tagesganges der
Korperkerntemperatur und der metabolischen Rate juveniler Ratten ist auf eine Verminderung
des sympathischen Antriebs der thermoregulatorischen Thermogenese im braunen Fettgewebe
zurtckzufuhren (Redlin et a. 1992; NuUdein und Schmidt 1994 b). Die Zerstérung eines
wesentlichen zentralen Leptintargets durch MSG fihrte zu einer permanenten Anhebung des
Energieumsatzes M SG-behandelter Tiere in die Nahe der Maxima ihres circadianen Tc- und
MR-Rhythmus. Dabel verursachte die chemische Lasionierung nicht eine algemeine
Stoffwechselerhéhung, sondern nur eine Aufrechterhaltung des im  Tagesminimum
normalerweise herabgesetzten sympathischen Antriebes der thermoregulatorischen
Thermogenese. Wéahrend der taglichen Maxima zeigten die behandelten Tiere geringere
Abweichungen ihres Stoffwechsels gegenliber den Kontrolltieren. Diese Modifikation des
metabolischen Tagesrhythmus der Tiere flhrte dazu, dal3 sie phasenweise Energie fur die
sympathisch vermittelte Thermogenese aufwenden mufdten, die bei den Kontrolltieren in
Form von Fett angelagert werden konnte. Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dal? der
juvenilen Tagesrhythmus der Energieeinsparung dient (Nuflein-Hildesheim et al. 1990), die
dann fUr eine vermehrte Fettakkumulation zur Verfigung steht.

Interessanterweise fuhrt eine Behandlung juveniler Rattenwelpen mit rekombinantem Leptin
ebenfalls zu einer Anhebung des Stoffwechsels wahrend der t&glichen Minima der Tiere
(Stehling et a. 1996; Stehling et a. 1997 b). Genau wie bei der chemischen Lasionierung des
zentralen Leptintargets fuhrt damit auch Leptinbehandlung nicht zu einer allgemeinen
Steigerung des Stoffwechsels Uiber sein normales Niveau, sondern zu einer Enthemmung eines
reduzierten sympathischen Antriebes zur Thermoregulation im braunen Fett (Stehling et al.
1996) und folglich zu verminderter Fettakkumulation.

Auf der einen Seite ist bereits aus Studien an fa/fa-Zuckerratten bekannt (Markewicz et al.
1993), dal3 trotz der neuronalen Unreife von Rattenwelpen (Sherwood und Timiras 1970) das
Leptinsystem in frihen ontogenetischen Stadien Gber die Modulation des Energieumsatzes
selektiv die Fettdeposition regulieren kann. Auf der anderen Seite wurde durch die Studien an

juvenilen Ratten erstmals deutlich, dal3 das Hormon Leptin somit nicht nur Uber die
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Regulation der Futteraufnahme in die Erhaltung der Energiehomoostase eingreifen kann,
sondern selektiv Uber die Modulierung der thermogenen Aktivitét des braunen Fettgewebes
Unterschiede im Koérperfettgehalt verursachen kann (Stehling et al. 1996). Im Zusammenhang
mit den zitierten Studien demonstriert die vorliegende Arbeit die grof3e Bedeutung der durch
die MSG-L&sionen betroffenen Zellgebiete fir die Regulation der Energiebilanz der juvenilen
Ratte.

4.3.5. Ursachen fur die M SG-induzierte Adipositasim Adulttier

Postnatal mit neurotoxischen Konzentrationen von Monosodiumglutamat (MSG) behandelte
Tiere zeigen im adulten Zustand einerseits als Folge reduzierten Korperwachstums einen
veranderten Korperbau (verkirzter Rumpf) (Olney 1969), andererseits haben sie einen stark
erhdhten Korperfettgehalt trotz normaler oder zum Teil sogar verminderter Futteraufnahme
im Vergleich zu unbehandelten Tieren (Olney 1969; Tokuyama und Himms-Hagen 1986;
Dawson et a. 1997). Dennoch weisen M SG-behandelte Tiere Uber einen langen Zeitraum in
ihrer Entwicklung ein niedrigeres Korpergewicht gegentiber den Kontrolltieren auf (Morris et
al. 1998). Wie die vorliegende Studie gezeigt hat, ist fir das niedrigere Korpergewicht im
juvenilen Stadium der ersten Tage post natum bei MSG-behandelten Tieren sehr
wahrscheinlich ein im Minimum des juvenilen Tagesrhythmus erhdhter Energieverbrauch
verantwortlich. Mit dem Erldschen des juvenilen Tagesrhythmus in der dritten Lebenswoche
fallt bei M SG-behandelten Ratten die Basis fir die beobachtete Energieeinspaarung weg.

Fur Méause wird erstmals eine vermehrte Fettakkumulation im Alter von zwei Wochen
festgestellt (Cameron et al. 1978). Bei Ratten wird ein groRReres Koérpergewicht MSG-
behandelter Tiere gegentiber den Kontrolltieren in einem Alter von ca. finf Wochen berichtet
(Morris et a. 1998). Eine eindeutige vermehrte Fettakkumulation M SG-behandelter Ratten
gegeniiber den Kontrolltieren wird erstmals im Alter von drei Monaten beobachtet (Y oshida
et a. 1984; Morris et a. 1998), wohingegen bei 30 Tage aten MSG-lasionierten Ratten das
epidiymale welil3e Fettgewebe (WAT) kleiner war und sowohl das retroperitoneale WAT, als
auch das interskapulére BAT noch keinerlei Differenzen im Gewicht gegentiber den
Kontrolltieren zeigten (Morris et al. 1998). Der eindeutige Zeitpunkt der beginnenden
Fettdeposition MSG-behandelter Tiere liegt somit bei Ratten sehr wahrscheinlich nach dem
Absetzen.

Auffallend ist, da’3 Glutamat-behandelte, adulte Tiere ein veréndertes Frefdverhalten zeigen,
indem sie den grofdten Teil des Futters tagstiber aufnehmen (Dawson et al. 1981; Mistlberger
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und Antle 1999). Dieses veranderte Verhaten fihrt dennoch weder bel 30 Tage alten Ratten
(Morris et al. 1998) noch bei Mausen (Olney 1969) zu Hyperphagie, vielmehr zeigen die
Tiere eine Normo- bis Hypophagie. Desweiteren haben adulte M SG-behandelte, adipdse
Maéause gewohnlich eine niedrigere Korpertemperatur gegentber den Kontrolltieren (Dawson
et al. 1981; Yoshida et al. 1984; Yoshida et al. 1985; Edelstein et al. 1995; Tokoyama und
Himms-Hagen 1986). Sie scheinen hypoaktiv zu sein (Dawson et al. 1981; Pizzi und Barnhat
1976; Poon und Cameron 1978) und werden bel einer akuten Katebelastung hypotherm
(Dawson et al. 1981; Moss et al. 1985). Schon vor der eigentlichen Entstehung der Adipositas
kénnen verringerte GDP-Bindungswerte festgestellt werden, die ein Beleg fir eine
verminderte Thermogeneseaktivitdt des braunen Fettgewebes bei Glutamat-behandelten
Maéausen sind (Yoshida et a. 1985; Yoshioka et al. 1991). Dieser Befund korreliert sehr gut
mit einem erniedrigten Noradrenalin-Turnover in diesem Gewebe (Y oshida et al. 1984). Bel
Ratten konnte im Alter von 30 Tagen eine verminderte Expression des Glukose Transporters
GLUT, nachgewiesen werden, der sekundéar als Marker fur eine herabgesetzte Aktivitéat des
BAT herangezogen wird (Morris et a. 1998). Eine verminderte Thermogeneseaktivitét fuhrt
zu einer Verringerung der Energieabgabe, was bel konstanter oder geringgradig verminderter
Energieaufnahme zwangdaufig zu einer Erhdhung der Energiespeicherung fihren muf3.
Damit scheint ein verursachender Faktor fur die Adipositasentwicklung nach MSG-
Behandlung gefunden (Y oshida et al. 1985; Y oshioka et al. 1991).

Es darf bei diesem Adipositas-Modell allerdings nicht auf3er Acht gelassen werden, dal3 der
ARC in die neuroendokrine Kontrolle und Regulation vieler Regelkreise eingebunden ist und
ihm eine Schitisselrolle bei der Regulation der Hormone des Hypophysenvorderlappens
zukommt. Eine MSG-Behandlung fuhrt zu massiver Zerstérung von Neuronen, die neben
Energiebilanz regulierenden Neuropeptiden auch unterschiedliche ,releasing*-Hormone
produzieren. Dadurch entstehen im Adulttier zusdtzlich hormonelle Stérungen und
Fehlfunktionen. Neben einer massive Hypothyreose (Dhindsa et a. 1981) und
Hypogonadismus (Olney 1969) haben adulte M SG-behandelte Tiere erhdhte Kortison- und
Prolaktin-Spiegel (Meister 1989; Gerstberger et al. 1987). Fir den Corticotropin-Releasing-
Factor (CRF), dessen exprimierende Neurone ebenfalls von der Lasionierung betroffen sind,
sind anorexigene Wirkungen bekannt (Schwartz et a. 1996). Das verkiimmerte Wachstum
MSG-behandelter Tiere kann durch eine starke Schadigung Growth-Hormone-Releasing-
Faktor (GRF) produzierender Neurone im ventrolateralen ARC und eine Abnahme GRF-
immunreaktiver Fasern in der Eminentia mediana, die zu verminderten Plasmaspiegeln des
Wachstumhormons fuhren, erklért werden (Bloch et al. 1984; Maiter et a. 1991; Meister
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1991). Eine mdgliche Interaktion dieser massiven hormonellen Beeintrdchtigung MSG-
behandelter Tiere mit den gefundenen Storungen des Energiehaushaltes ist als wahrscheinlich
anzusehen. Auch inwieweit mdgliche Kompensationsmechanismen des Tieres Verdnderungen
hervorrufen ist nicht bekannt. So konnte beispielsweise eine NPY-Produktion in
hypothalamischen Gebieten induziert werden, die normalerweise kein NPY exprimieren (Pu
et a. 1998). Es bedarf deshab weiterer Studien, um die genauen Mechanismen, die die
beobachteten Anderungen der Energiebilanz und die Entstehung der Adipositas bedingen, zu
klaren. Auch sind weitere Studien noétig, um die komplexen Zusammenhdnge von

Futteraufnahme und Regulation der thermoregulatorischen Thermogenese aufzudecken.

4.3.6. Ausblick

Uber den Nucleus arcuatus und damit das Leptinsystem hinaus ist es bisher noch nicht
gelungen, weitere Gehirngebiete oder Neuropeptide zu charakterisieren, die moglicherweise
fur die Entstehung des juvenilen Tagesrhythmus von Bedeutung sind. Die naheliegende
Vermutung, dald hierbei, wie dies fur den adulten Rhythmus bekannt, der Nucleus
Suprachiasmaticus (SCN) betelligt ist (Rusak und Zucker 1979; Rosenwasser und Adler
1986), konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Das ontogenetisch frihe Auftreten eines
endogenen Rhythmus in der Thermoregulation ist in Betracht der neuronaden Unreife der
neugeborenen Ratte bemerkenswert (NUlein und Schmidt 1990). Es ist daher zu vermuten,
dal3 der juvenilen Tagesrhythmik und ihrer Modulation durch Leptin eine wesentliche
Aufgabe bel der Entwicklung der juvenilen Ratte zukommt. Der juvenile circadiane Tc-
Rhythmus zeigt dabei wenig Ubereinstimmung mit dem Tagesgang der Tc adulter Ratten
(NuRlein und Schmidt 1990), weist aber Charakteristika auf, die grolRe Ahnlichkeiten mit dem
taglich wiederkehrenden Torpor kleiner Nagetierarten haben (Geiser et a. 1988; Nufdein
1992; Nufdein-Hildesheim et al. 1998). Vom Torpor wird vermutet, dald3 er vor alem
Bedeutung fUr den Energiehaushalt vieler Vogel- und Kleinsdugerarten hat, da er unter
anderem einsetzt, wenn die Nahrungsvorrdte zur Neige gehen. In adulten M&usen kann en
durch Futterrestriktion hervorgerufener Torpor-ahnlicher Abfall der Korperkerntemperatur
und der metabolischen Rate (Ddring et a. 1998), genauso wie bei der juvenilen Ratte der
Tagesrhythmus, durch eine Leptinbehandlung aufgehoben werden (Stehling et al. 1996).
Allerdings scheinen nicht nur Leptin-abhangige, sondern auch Leptin-unabhéngige
Mechanismen Torpor zu induzieren (Gavrilova et al. 1999). Sollte es zutreffen, dal3 es sich

bei Torpor und juvenilem Tagesrhythmus um verwandte Phanomene handelt, kdnnten die
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Befunde der vorliegenden Arbeit und weiterfUhrende Untersuchungen Licht in diese

Zusammenhange bringen.

Zusammenfassend a3 sich feststellen, dal3 zwel vollig unterschiedliche Einflisse, ndmlich
eine chemische Noxe, genauso wie eine postnatale Ubererndhrung in einer Kritischen
juvenilen Entwicklungsphase, obwohl sie zunéchst zu einer gegenlaufigen Veranderung der
Fettdeposition fuhren, schliefdich Adipositas und/oder deren assoziierten Begleitstérungen im
adulten Tier hervorrufen konnen. Dies ist vor alem vor dem Hintergrund interessant, dal3 der
Ansatz von grofleren Fettreserven sich im Laufe der Evolution nicht as pathogene
Erscheinung, sondern as eine wichtige Uberlebensstrategie  entwickelt  hat.
Energiesparmechanismen, um den Abbau von Fettreserven bei Mangelzusténden zu
verlangsamen, und die Ausnutzung von zeitweilig im UberfluR vorhandener Nahrung zur
Anlage von neuen Fettreserven sind wichtige biologische Funktionen, weil
Nahrungsknappheit und nicht UberfluR in der Natur die Regel sind. Die vorliegende Arbeit
gibt damit neue Einblicke in die Pathologie der Entgleisungen von normalen Regelvorgangen
im Energiehaushalt, die letztlich als Ursache einer permanenten Adipositas anzusehen sind.
Zusétzlich konnte eine auffallende Interaktion zwischen einem definierten, normalerweise als
rezessiv eingestuften Merkmal und friihen postnatalen Unwelteinfllissen gezeigt werden, die
modellhaft fir die Programmierung der phanotypischen Auspragung genetischer Storungen

sain konnte.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Endogene, funktionelle Teratogene wie auch chemische Noxen konnen in Kkritischen
Entwicklungsperioden zur Zerstérung zentraler Regler und damit zu lebenslang anhaltenden
Fehlfunktionen endokriner Regelungsprozesse fuhren. In der vorliegenden Studie wurden die
akuten Anderungen in der Energiebilanz wahrend der Saugephase an zwei unterschiedlichen
Modellen untersucht, die durch Eingriffe in den ersten Lebenstagen Adipositas im adulten
Tier bewirken.

Im ersten Adipositasmodell wurde eine postnatale Uberernshrung (PNO) 21 Tage alter
Rattenwelpen durch die Aufzucht in einem Nest mit nur vier Tieren, gegentber zwolf Tieren
in normal grof3en Nestern, induziert, wobei neben Wistarratten entweder Zuckerratten, die
heterozygot fir einen Defekt des Leptinrezeptors sind (+/fa), oder deren Wildtyp-
Wurfgeschwister (+/+) untersucht wurden. Bei allen PNO-Tieren ergab sich gegenlber den
im normalen Nest aufgezogenen Kontrolltieren sowohl eine grof3ere fettfrele Trockenmasse
und Fettmasse, wobei die normalerweise phanotypisch kaum ausgeprégte genetische
Prédisposition der +/fa-Tiere zu vermehrter Fettakkumulation bei den PNO-Tieren erheblich
verstarkt wurde. Neben Zunahmen der Korperfettmasse entwickelten die +/fa-PNO-Tiere,
aber auch die PNO-Wigtarratten, eine relative Hyperleptindmie. Diese war mit einer
Leptinresistenz assoziiert, wie sich in einer nahezu vollsténdigen Insensitivitét insbesondere
der PNO-Widtarratten und der +/fa-PNO-Tiere gegenliber exogen appliziertem Leptin zeigte.
Eine Bestimmung der hypothalamischen Leptinrezeptorbindung an Hypothalamus-
Homogenaten verdeutlichte, dass diese weder bei den PNO-Tieren noch durch
Leptinbehandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren verandert wurde. Unabhéngig davon
wiesen zum enen +/fa- und zum anderen welbliche Tiere ene verminderte
L eptinrezeptorbindung auf.

Diese Befunde am Untersuchungsmodell | zeigen, dass eine erhdhte Energiezufuhr im
Sauglingsalter nicht nur zu einem verstarktem Wachstum, sondern auch zu einer exzessiven
Fettdeposition fuhrt. Zusdtzlich konnte eine auffallende Interaktion zwischen einem
definierten, normalerweise rezessiv eingestuften Merkma und frihen postnatalen
Unwelteinfllissen gezeigt werden, die modellhaft fir die Programmierung der phénotypischen
Auspragung genetischer Stérungen sein konnte. Unabhangig vom genetischen Hintergrund
tritt dabei eine Leptinresistenz als Leitsymptom auf, die jedoch nicht auf einer Anderung der

Rezeptorendichte beruht. Eine analoge Beziehung zwischen genetischem Hintergrund und
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Uberernghrung wére auch bei der Wistarratte zu vermuten, ist aber noch nicht identifiziert
worden.

Grundlage des zweiten Adipositasmodelles ist die chemische Lasionierung von
Nervenzellkorpern durch Verabreichung von Monosodiumglutamat (MSG), das in
hypothalamischen Gebieten mit durchldssiger Blut-Hirnschranke wirksam wird. Die
postnatale MSG-Behandlung fihrte bel den MSG-behandelten Tiere zu einer geringeren
Fettdeposition  gegentiber den NaCl-behandelten Kontrolltieren. Bel  identischer
Nahrungszufuhr kinstlich Uber intradsophageale Katheter aufgezogener Tiere kam es zu
einem nahezu vollstéandigen Verschwinden der Stoffwechselabsenkung im Minimum der
Tiere und einer erhohten Energiedissipation der M SG-behandelten Tiere. Auch die kinstlich
aufgezogenen Tiere zeigten eine starke Abnahme besonders des Korperfettgehaltes, was die
Anderungen in der Energiebilanz der Tiere als Ursache bestdtigt. Mit dem verminderten
Korperfettgehalt ging auch eine Abnahme der Plasmaleptinspiegel einher.

Um die Auswirkungen der MSG-Behandlung auf die fur die Energiehomoostase wichtigen
hypothalamischen Kerngebiete insbesondere des Nucleus Arcuatus (ARC) zu untersuchen
wurden kresylviolett-gefarbte coronale Gehirnschnitte mikroskopisch untersucht. Wahrend
andere Kerngebiete nicht von der chemischen L&sionierung durch MSG betroffen waren, trat
eine weitgehende Zerstérung hypothalamischer Neurone im ARC ein. Zudem wurde zur
Funktionskontrolle am zehn Tage alten Rattenhirn die Reagibilitét auf Leptin anhand des
Nachweises eines ,immediate-early-gene” Produkts, des Fos Proteins, as Marker fir
neuronale Aktivierung nachgewiesen und die Verteilung des durch das Neuropeptid Y (NPY)
als Transmitter gekennzeichneten, hirn-intrinsischen Neuronensystems, dessen Beitrag zur
Stimulation der Nahrungsaufnahme bekannt ist, trotz der neuronalen Unreife der juvenilen
Tiere nachgewiesen.

Die Befunde des Adipositasmodells |l zeigen, dass der MSG-induzierten Adipositas im
Erwachsenenalter eine Phase erhthten Energieumsatzes vorausgeht, die in ihrer Wirkung auf
den circadianen Rhythmus der einer Leptinapplikation bei der juvenilen Ratte vergleichbar ist
und vor alem zu einer Verringerung des Korperfettgehaltes fuhrt. Bel der Deutung dieses
Befundes sind die histochemischen Hinweise zu beachten, dass normaerweise bereits im
Alter von zehn Tagen eine Fortleitung des Leptinsignals zum Nucleus paraventricularis als
integrative Struktur fir die Kontrolle der Energiebilanz existiert und dass insbesondere das an
dieser Verbindung beteiligte NPY -System entwickelt ist. Der beobachtete Zelluntergang im
ARC wirkt sich akut wie eine durch Leptin hervorgerufene Enthemmung der normalerweise

wirksamen Mal3nahmen der juvenilen Energieeinsparung im Tagesminimum aus.
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Zusammenfassend |83t sich feststellen, dass zwel vollig unterschiedliche Einflisse, namlich
eine chemische Noxe, genauso wie eine postnatale Ubererndhrung in einer kritischen
juvenilen Entwicklungsphase, obwohl sie zundchst gegenléufige Veranderung der
Fettdeposition auslsen, schliefdich zu Adipositas und deren assoziierten Begleitstbrungen im

adulten Tier fUhren konnen.
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6. SUMMARY

Endogenous as well as chemical functional teratogens, if administered in critical periods of
neuronal development, may destroy central regulatory mechanisms and therefore lead to
lifelong-lasting dysfunctions of endocrine regulatory loops. In this study acute changes in
energy balance during suckling period has been examined in two rat obesity models, which
are known to induce an obese phenotype in the adult animal.

In the first obesity model a postnatal overnutrition (PNO) has been induced by rearing pups in
small litters of only 4 animals (small litter size) compared to pups reared under control
conditions with 12 pups (normal litter size). Besides Wistar rats either Zucker rats, which are
heterozygous for aleptin receptor defect , fatty* (+/fa), or wildtyp Zucker rats have been used
in this study. All PNO-anima showed an enhanced fat-free dry-mass (FFDM) as well as an
increased body-fat mass compared to their control littermates, which had been reared in litters
of normal size. The enlarged fat deposition of heterozygous animals which is normally hardly
detectable by phenotype is massively enhanced by the postnatal overnutrition. Besides the
increase in body fat mass the +/fa-PNO as well as the PNO-Wistar rats developed a relative
hyperleptinaemia. This was associated with a leptin resistance, which was expressed in a
nearly total insensitivity exspecialy of the PNO-Wistar- and PNO-+/faZucker rats against
peripheral leptin treatment. The investigation of hypothalamic leptin receptor binding in
Zucker rats revealed that neither PNO- nor leptin-treated animals had a different binding
compared to the controll animals. Independent of these findings, a diminished leptin receptor
binding of heterozygous and female animals could be detected.

These results of the first obesity model show that a higher energy supply in postnatal life not
only contributes to a higher body weight but exspecially supports an exaggerated fat
deposition. Additionaly, this study demonstrated an obvious interaction between an usualy
inconspicous genetic trait and early postnatal enviromental influences, which could be
exemplary for the programming of phenotypical expression of genetic disorders. Independant
of genetic background, a leptin resistance as a lead-symptom develops, which is not caused by
an atered expression of the leptin receptor.

In the second obesity model monosodiumglutamate (MSG) in high doses has been used to
leson neurona cell bodies in specific hypothalamic areas without a blood-brain-barrier.
Postnatal MSG-treatment causes a diminshed fat-deposition of the treated suckling-age

animals compared to the control (NaCl-treated) animals. Artificial rearing which ensures a
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supply with identica amounts of milk via intraosophageal catheters revealed a nearly
complete suppression of the circadian torpor-like decreases of Tc and MR in the daily
minimum and therefore lead to a higher energy dissipation of the MSG-treated animals. The
artificially reared animals showed aso a diminished fat mass compared to the control animals
in accordance with the observed changes in energy metabolism which thus were causal for the
reduction of body weight. To study the effect of MSG treatment on hypothalamic nuclel,
which are known to be involved in regulation of energy homeostasis, cresyl-violet stained
brain sections have been examined. A marked loss of cells in the arcuate nucleus (ARC) could
be detected while other brain regions were not affected by the treatment. Additionaly, to test
whether those brain regions are aready functional at an age of ten days, the expression of the
Fos protein, an immediate early-gene-product, which is known as a marker for neurona
activity, could be demonstrated. Despite the neuronal immaturity of ten day old rat pups the
NPY -ergic projections, which have been shown to be essential for signal transmission in the
control of food intake, already exist.

The results show that MSG-induced obesity, which develops in adulthood, is preceded by a
period of expanded energy expenditure in juvenile life. With respect to their effects on energy
metabolism leptin treatment and MSG lesioning of juvenile pups are comparable and lead
mainly to a diminished fat deposition. For the interpretation of these findings one has to keep
in mind the histological results, which revealed that even at this early age the transmission of
the leptin signal to the nucleus paraventricularis is aready possible, because the NPY -ergic
connectivities are aready existent. The neuronal cell death in the ARC leads to an leptin-like
disinhibition of normal energy saving mechanisms in the minimum of the daily circadian
rhythm in 10 day old pups.

Summarizing the results, this study shows that two totally different influences - postnatal
overnutrition or a chemical teratogene - if administered in periods that are critical for
developing organisms, can induce changes in energy metabolism and nutritional state of

animals which may lead to a higher obesity susceptibility in adulthood.
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+/fa-Ratte
+/+-Ratte
AGRP
ARC
a-MSH
BAT
BHS

bp

BSA
cCAMP
CART
CaSO,
CRH
CSF
CvO
DAB
DMH
DNA
fa-Allel

fa/fa-Ratten

FFDM
GABA
HEPES
IML
KD

LH

MCH
MgChb

ABKURZUNGEN

heterozygoter Trager des fa-Gendefektes
Wildtyp-Zuckerratten

agouti-related protein

Nucleus Arcuatus des Hypothalamus
a-Melanozyten stimmulierendes Hormon
braunes Fettgewebe (brown adipose tissue)
Blut-Hirn-Schranke

Anzahl der Basenpaare eines DNA-Fragmentes
bovines Serum-Albumin

zyklisches Adenosinmonophosphat

cocaine- and amphetamine-regulated transcript
Kalziumsulfat

Corticotropin-releasing hormon
Cerebrospinaflissigkeit

circumventrikuldres Organ

Diaminobenzidin

Nucleus Dorsomedialis des Hypothalamus
Desoxribonucleinséure

Punktmutation des fa (fatty)-Gens, die zu einer erhdhten Fettdeposition
fahrt

Genetisch zum Ubergewicht veranlagte, in Bezug auf den fa-Gendefekt
homozygote Ratte

Fettfreie Trockenmasse (fat-free dry mass)
Gamma-A minobuttersaure

Hydroxyethyl pi perazine-ethanesulfonic acid
intermediolateral column

Kilo-Dalton

Lateraler Hypothalamus

L ogarithmus, logarithmisch

mel anin-concentrating hormon

Magnesiumchlorid
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MR Metabolische Rate [kJ], oder massenspezifische metabolische Rate
[Wikg]

MSG M onosodiumglutamat

NaCl Natrium-Chlorid

NPY Neuropeptid Y

NSB Non-specific binding

NST zitterfreie Thermogenese (non-shivering thermogenesis)

Ob-R L eptin-Rezeptor

Ob-Rb Variante des Leptinrezeptors mit langer intrazellulérer Domane

P [rrtumswahrscheinlichkeit

PBS phosphatgepufferte physiologische Kochsalzl 6sung (phosphate buffered
saline)

PCR Polymerase-Chain-Reaction

PNO postnatale Uberernahrung (postnatal overnutrition)

POy Phosphat

POMC Proopiomelanocortin

PVN Nucleus Paraventricularis des Hypothalamus

r Korrel ationskoeffizient

RIA Radi oimmunoassay

RQ Respiratorischer Quotient

SB Spezifische Bindung (specific binding)

SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean)

STPD standard temperature-pressure-dryness

Ta Umgebungstemperatur [°C]

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tc K orperkerntemperatur [°C]

UCP-1 uncoupling protein-1

VMH Nucleus Ventromedialis des Hypothalamus

VO, Sauerstoffverbrauch [ml/min]

VI dritte Ventrikel

WAT wei 3es Fettgewebe (white adipose tissue)
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