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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Definition und medizinische Relevanz von Adipositas

Fur die Aufrechterhaltung der verschiedenen Korperfunktionen bei Mensch und Tier wird
Energie benttigt, die mit der Nahrung aufgenommen wird. Ist die aufgenommene Energie im
Mittel gleich der abgegebenen Energie, besteht ein Energiegle chgewicht (Homoostase), wel-
ches erstaunlicherweise auch bel erheblichen Schwankungen von Masse, Art und Zusammen-
setzung der Nahrung eine langfristig konstante Kdrpermasse beim adulten Mensch und Tier
erhalt (Langhans & Scharrer 2000). Umweltbedingungen, genetische Veranlagungen und Ge-
hirnschadigungen, vermittelt z.B. durch endokrinologische Stérungen, psychologische und
psychosoziale Faktoren, konnen eine Entgleisung der Homdostase verursachen (Barlow &
Dietz 1998, Kopelman 2000). Aufgrund einer anhaltend positiven Energiebilanz (Energieauf-
nahme > Energieabgabe) wird Uberschissige Energie, im adulten Organismus hauptséchlich
im Fettgewebe, gespeichert. Proteine und Kohlenhydrate werden dagegen relativ. wenig
gespeichert (Jequier & Tappy 1999). Wenngleich diese Fahigkeit Energiereserven speichern
zu konnen, bel Lebensumstanden mit wechselnd Uppigem und unzureichendem Nahrungsan-
gebot durchaus von Vorteil ist (Ravussin et a. 1994), ist sie bei der heutigen oft Gberwiegend
sitzenden Lebensweise mit gleichmélkigem Nahrungsangebot nicht mehr (Uber)lebensnotwen-
dig. Jahrlich sterben sogar ca. 2 Millionen Menschen sowohl in den Industriestaaten al's auch
in den Entwicklungsléandern an den Folgen der Adipositas (WHO 2002).

Adipositas ist eine pandemische, chronische Stérung, die Diabetes mellitus Typ Il, Herz-
Kreidauf- und respiratorische Erkrankungen, orthopé&dische Schadigungen sowie Krebs her-
vorrufen kann (Kopelmann 2000). Die Behandlung der Adipositas verursacht zwischen 2%
und 7% der Gesundheitsausgaben in den Industrieléndern (Lévy et al. 1995, Schneider 1996,
Seidell 1995, Colditz 1999). Besonders erschreckend ist, dal3 die Zahl der betroffenen Kinder
und Jugendlichen in den letzten Jahrzehnten stetig steigt. Zudem werden viele adipose Kinder
zu adiposen Erwachsenen. Die Dringlichkeit, Ursachen und Therapiemoglichkeiten besonders
der kindlichen Adipositas zu untersuchen, zeigt sich bei Betrachtung der Sekundérerkran-
kungen wie Epiphysiolysis capitis femoralis, Schlafapnoe-Syndrom, Hypoventilations-Syn-
drom, Bluthochdruck und besonders bei den endokrinolgischen Stérungen wie dem polyzys-
tischen Ovarialsyndrom und Diabetes mellitus Typ Il (Barlow & Dietz 1998), die auch den
adulten Organismus betreffen.
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1.2 Das Hormon Leptin als Signal fur den Kérperfettgehalt

Bereits vor flnfzig Jahren postulierte Kennedy, dal3 der Hypothalamus die Energiehomoosta-
se (Lipostase) erhalten kann, indem im Blut zirkulierende Faktoren ihm die Grof3e der Fettde-
pots signalisieren, und er entsprechend die Nahrungsaufnahme reguliert (Kennedy 1953).
Zwanzig Jahre spéter schlofl3 Coleman aus parabiotischen Versuchen an ob/ob- und db/db-
Méausen, dal3 das ob-Gen einen im Blut zirkulierenden Faktor codiert, der den Erndhrungssta-
tus reguliert. Das db-Gen wiederum sollte den Rezeptor fur diesen Faktor codieren (Coleman
1973). Erst weitere zwanzig Jahre spéter gelang die Klonierung des ob-Gens und die Identi-
fizierung des im weil3en Fett gebildeten Botenstoffes, der spater den Namen Leptin (gr.
Aemtoo = dunn) erhielt (Zhang et al. 1994, Halaas et al. 1995). Kurze Zeit spater konnte auch
das Gen des zugehorigen Rezeptors (Lepr) kloniert und die Aminosaure-Sequenzen des Lep-
tinrezeptors (LEPR) entschlUsselt werden (Tartagliaet al. 1995).

1.2.1 Funktion

Das anfanglich nur as Séttigungsfaktor betrachtete Leptin beeinflul3t, abgesehen von der
Energieaufnahme, auch den Gesamtenergieverbrauch (Woods & Seeley 2000). Aul3erdem in-
teragiert es mit verschiedenen hormonellen Systemen wie den hypothal amo-hypophysaren
Systemen zur Steuerung der Nebennieren, der Gonaden und der Schilddriise, mit der Wachs-
tums-Achse und mit Insulin. Fir die sexuelle Reifung und Reproduktion ist Leptin ein wich-
tiger Faktor (Harris RB 2000, Ahima & Flier 2000). Ebenso stimuliert es die Proliferation
hadmatopoetischer Stammzellen (Gainsford et al. 1996) und die Angiogenese (Sierra-Honig-
mann et al. 1998).

1.2.2 Regulation des Plasmaleptinspiegels

In der Regel korrelieren Plasmaleptinspiegel und K érperfettgehalt' eng miteinander (Maffei et
al. 1995a,b; Frederich et al. 1995, Considine & Caro 1997, Eiden et a. 2001). Allerdings
konnte bis heute noch nicht vollstandig geklért werden, welche Kontrollmechanismen dies
bewirken, und inwiefern die Konzentration von Triglyzeriden bzw. anderen Lipidmetaboliten
oder gar mechanische Faktoren, die in Beziehung zur Fettzellgrofie stehen, die Leptinexpres-
sion bestimmen (Ahima & Flier 2000, Zhang et al. 2001 und 2002). So erniedrigen z.B. freie

! Prozentualer Anteil der Fettmasse an der Kdrpermasse
2
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Fettsduren, wie Palmitinsdure, die Leptin-mRNA-Konzentration in Rattenadipozyten (Shinta-
ni et al. 2000).

Der Plasmaleptinspiegel bzw. die Leptinexpression im Fettgewebe reagiert jedoch auch unab-
hangig von Anderungen des Fettgehaltes mit metabolischen Stimuli. So schwankt der Plasma-
leptinspiegel auch kurzfristig mit dem Erndhrungszustand. Fasten Uber 24 h fuhrt zu einem
starken Abfall der Leptinkonzentration, ohne dal3 sich der Kdrperfettgehalt wesentlich andert
(Trayhurn et al. 1995). Umgekehrt wird ein Leptinmaximum bei Ratten ca. 8 h nach Beginn
der Nahrungsaufnahme erreicht (Saladin et al. 1995). Durch eine Erh6hung der Konzentration
von UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAC), ein Endprodukt des Hexosemonophosphat-
Weges im oxidativen Abbau der Glukose, wird die Leptinexpression im Fettgewebe und in
der Skelettmuskulatur sowie der Plasmaleptinspiegel stimuliert (Wang J 1998). Der Glukose-
stoffwechsel ist aso ebenfalls ein wichtiger Regulator der Leptinexpression. Hyperlipidamie

und —glykamie haben ebenso einen stimulierenden Einflul? auf die Leptinexpression.

Eine wichtige Einfluf3groi3e fur die Regulation des Plasmaleptinspiegels ist das sympathische
Nervensystem, durch das die Leptinexpression im weif3en und braunen Fettgewebe direkt
gehemmt wird (Trayhurn et al. 1998, Zhang et al. 2001) und das zudem Uber die stimulierte
Freisetzung von Katecholaminen aus den Nebennieren auch einen indirekten Einflufd auf die
L eptinexpression ausiiben soll (Moinat et a. 1995, Gettys et al. 1996, Trayhurn et al. 1998).
Eine durch das sympathische Nervensystem vermittelte Wirkung von zentralen Leptinrezep-
toren scheint auch an der negativen Rickkopplung des Leptins auf seine eigene Produktion
beteiligt zu sein (Slieker et a. 1996, Zhang et al. 2001, Wang J et a. 1999). Daneben wird
auch ein peripherer, autokriner Mechanismus durch Stimulation der Leptinrezeptoren auf den
Fettzellen selbst in diesem Zusammenhang diskutiert (Wang Jet al. 1999, Zhang et a. 1997).

Ratten und Mause mit einem genetischen Defekt im Leptinrezeptor (Lepr™ und Lepr™) wur-
den wiederholt zur Aufklarung der an der Regulation beteiligten Faktoren herangezogen. So
wurde gezeigt, dal3 der Plasmaleptinspiegel dieser Tiere nicht proportional, sondern Uberpro-
portional zu ihrem Korperfettgehalt erhoht ist (Zhang et a. 1997 und 2001, Chung et al.
1998). Ratten mit diesem Gendefekt zeigen bereits unmittelbar nach der Geburt, wenn noch
keine Fettspeicher angelegt sind, einen erhdhten Plasmaleptinspiegel (Hufnagel et al. 1999).
Auch dies weist daraufhin, dal3 Leptinrezeptoren an der Regulation des Plasmal eptinspiegels
beteiligt sind. Da bei der Leptinexpression in juvenilen Ratten im Gegensatz zum adulten Tier
das braune Fettgewebe die wesentliche EinfluRgrofie fur die Hohe des Plasmal eptinspiegels
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darstellt, ist die Untersuchung der Regulation der Leptinexpression im braunen Fettgewebe
bei jungen Tieren von grof3em Interesse. Als vermutlicher Faktor fur die negative Rickkopp-
lung des Leptins auf seine eigene Expression im braunen Fettgewebe wird bel der 10 Tage
alten Ratte die Stimulation zentralnervoser Leptinrezeptoren vermutet, die zu einer Verénde-
rung des sympathischen Signalflusses zum braunen Fettgewebe fuhren (Zhang et al. 2001,
Hufnagel 2001). Im Gegensatz dazu scheinen im gleichen Alter die Rickkopplungseffekte auf
die Leptinexpression im weilRen Fettgewebe Uberwiegend durch Verdnderungen der zelluléren
Energiestrome bewirkt zu werden (Zhang et al. 2001, Hufnagel 2001).

Nicht nur Leptin hat eine wichtige Funktion im Energiehaushalt, sondern auch das Insulin,
das bedeutend fur den Glukosestoffwechsel ist. So ist es nicht verwunderlich, dal3 die Regula-
tion beider Hormone in enger Beziehung zueinander stehen (Boden et a. 1997, Wauters et al.
2000). In vitro stimuliert Insulin die Leptinexpression und -sekretion isolierter Ratten- und
Human-Fettzellen (Hardie et al. 1996a, Kolaczynski et a. 1996, Rentsch & Chiesi 1996, Sala
din et al. 1995, Wabitsch et al. 1996). Beim Nagetier induziert die Applikation von Insulin
eine Erhohung der Leptinexpression im Fettgewebe (Cusin et a. 1995, MacDougald et al.
1995, Saladin et al. 1995) und des Plasmaleptinspiegels (Hardie et al. 1996b, Patel et al. 1998,
Sivitz et al. 1998). Ratten, die durch eine Streptozotozin-Behandlung insulindefizient wurden,
zeigen signifikant niedrigere Leptinspiegel, durch Insulininjektion steigt die Leptinsekretion
dagegen an (MacDougald et al. 1995, Patel et a. 1998, Sivitz et al. 1998). Auch bel diabe-
tischen Ratten, deren Plasmaleptinspiegel erniedrigt ist, zeigt eine Insulinbehandlung den
selben Effekt (Sivitz et al. 1998).

1.3 Vorstellung von relevanten Tiermodellen

Gerade UmwelteinflUsse, die neben den genetischen Einfllissen eine wesentliche Rolle bel der
Entstehung der multifaktoriell bedingten Stérung Adipositas spielen, sind bel den Untersu-
chungen am Menschen schwer zu standardisieren und deswegen schlecht vergleichbar. Zur
Untersuchung der komplexen Stérungen der Energiehomoostase eignen sich daher Versuchs-
tiere, die unter Standardbedingungen gehalten und beobachtet werden kénnen. Dabei werden
unter anderem Tiere, die eine genetische Veranlagung zur Adipositas besitzen, wie z.B.
ob/ob-, db/db-M&use und fa/fa-Zuckerratten, verwendet. Interessant sind aber nicht nur die
extrem Ubergewichtigen Homozygoten, sondern vor allem heterozygote Tiere mit einem unter
Standardbedingungen weitgehend normalen Phanotyp als Versuchsmodell fir UmwelteinflUs-

se, die zur Entstehung einer Adipositas beitragen (Maher 1996, Schmidt et al. 2001). Weiter-
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hin werden zur Untersuchung der Ursachen und Auswirkungen der Adipositas Tiere verwen-
det, die bel hochkalorischer Erndhrung zu didt-induzierter Adipositas (DIO, diet-induced
obesity) neigen, wie z.B. Wistarratten, Sprague-Dawley-Ratten, Osborne-Mendel-Ratten und
C57BL/6J3Méause.

Als Versuchsmodelle fur frihe Umwelteinfllisse auf die Entwicklung der Adipositas beim Er-
wachsenen spielen Tiere, bei denen die pré& und postnatale Erndhrung manipuliert wurde,
eine bedeutende Rolle. Die friihe Erndhrung der Welpen wird in verschiedenen Arbeitsgrup-
pen unterschiedlich manipuliert. So wird durch Anderung der miitterlichen Di&t sowohl die
intrauterine Erndhrung (Vickers et al. 2000) als auch die Erndhrung wahrend der Saugeperi-
ode beeinfluld (Roberts & Coward 1985, Ozanne & Hales 1999). Ebenso kann die Ernghrung
wahrend der L aktationsphase durch Trennung der Wel pen von der Mutter fur unterschiedliche
Zeitraume (Stewart 1919, Howard & Granoff 1968), intragastrische Fitterung der Welpen
(Dymsza et al. 1964) oder verschiedene Wurfgrofien (Widdowson & McCance 1960, Aubert
et al. 1980, Fiorotto et al. 1991) beeinfluf3t werden.

1.3.1 Effekte der frihpostnatalen Erndhrung — Manipulation der Wurfgréi3e

1.3.1.1 EinfluR auf Kérpermasse und Entwicklung

Insbesondere der Einfluld einer Manipulation der Wurfgrof3e auf die postnatale Entwicklung
der Welpen und auf den adulten Organismus wurde wiederholt bei Nagetieren untersucht. Der
Einflufd auf Wachstum, physiologische Entwicklung und Verhalten wurde dabei meistens nur
zwischen im kleinen und grof3en Nest aufgezogenen Tieren verglichen. So zeigten im kleinen
Nest (3 Welpen) aufgezogene Ratten von der ersten Lebenswoche bis zum Alter von 160
Tagen eine hohere Korpermasse als im grofden Nest (15 Welpen) aufgezogene Tiere (Wid-
dowson & McCance 1960). Die physiologische Entwicklung, wie der Durchbruch der unteren
Schneidezéhne und das Offnen der Lidspalte, wird zwar nur im geringen Male durch die
K orpermasse beeinfluf3t, dagegen wird aber der Zeitpunkt der sexuellen Reifung hauptséch-
lich durch Korpergréfde bzw. Korpermasse bestimmt. Ebenso héangt die Reifegeschwindigkeit
des Skeletts von der WurfgrolRe ab. Zudem it die geringe KoérpergrolRe der als Welpen
untererndhrten Ratten mit einer geringeren Zellteilungsrate assoziiert (Widdowson & Mc-
Cance 1960, Knittle & Hirsch 1968). Da das Nervensystem zum Zeitpunkt der Geburt bei
Ratten, Katzen und anderen Saugetieren noch nicht voll entwickelt ist, pragen postnatale

Erfahrungen seine Entwicklung. Eine Manipulation der WurfgroRe kann somit Anderungen
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des Verhaltens zur Folge haben. So sind Ratten, die im kleinen Nest (3-4 Welpen) aufgezogen
wurden, aktiver, neugieriger und lernfahiger als die im normalen (9 Welpen, Fresiello et al.
2002) oder grofden Nest (15-20 Welpen) aufgezogenen Tiere (Lat et al. 1961). AulRerdem Ubt
die Wurfgrofie einen erheblichen Einflul? auf die Entwicklung des sympathischen Nerven-
systems aus (Young 2002). Nicht zuletzt wird die Thermoregulation durch die Anzahl der
Welpen im Nest beeinfluf3t.

1.3.1.2 Adipositasentwicklung und assoziierte physiologische Anderungen

Mannliche Osborne-Mendel-Ratten, die im grof3en Nest (20 Welpen) aufgezogen wurden,
zeigten im Vergleich mit Tieren, die im kleinen Nest (4 Welpen) aufgezogen wurden, im
Alter von einem Jahr sowohl absolut als auch relativ zur K érpermasse weniger Korperfett und
weniger Fettzellen (Faust et a. 1980). Jedoch war die durchschnittliche Adipozytengrofie
durch die frihe postnatal e Ernghrung nicht beeinfluf3t. Der Unterschied zwischen Aufzucht im
kleinen Nest und Aufzucht im grof3en Nest bedingte aulRerdem den Anstieg der Korperfett-
masse und der Anzahl der Adipozyten nach einer 5-monatigen fettreichen Dié. Unklar ist
allerdings, ob diese persistierenden Unterschiede in der Korpermasse und im Fettgewebe, die
beim Vergleich von Tieren aus kleinen und grof3en Nestern beobachtet werden, die Folge der
frihen Uberernahrung oder der frilhen Unterernahrung widerspiegeln (Aubert et al. 1980,
Hausberger & Volz 1984, Schmidt 2002). Um verladlich zu kléren, welche Einfllsse eine
friihe postnatale Uberernahrung auf die Neigung zur Adipositasentwicklung im adulten Orga-
nismus hat, mussen Vergleiche zwischen im kleinen und im normalen Nest aufgezogenen
Tieren angestellt werden. Bis jetzt existieren aber nur funf Verdffentlichungen tUber Nagetiere,
die speziell die Veranderungen des Fettgewebes aufgrund der Aufzucht im kleinen im Ver-
gleich zum normalen Nest untersuchen, von denen nur eine Arbeit Daten Gber den Gesamt-
korperfettgehalt darstellt. Eine Ubersicht (iber die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeiten ist
in Tabelle 1.1 dargestel|t.

1980 untersuchte Harris an mannlichen pigmentierten Ratten und Wistarratten, welche Ver-
anderungen des Fettgewebes durch die Manipulation der Wurfgrélie (4, 9 oder 16 Welpen pro
Nest) im adulten Tier hervorgerufen werden (Harris PM 1980a,b). Dabei zeigte sich bei pig-
mentierten Mannchen, die vom Absetzen am Tag 21 bis Tag 224 Standardfutter ad libitum
erhielten, dal3 die im kleinen Nest aufgezogenen Tiere, eine signifikant grof3ere bzw. die im
grofRen Nest aufgezogenen Tiere eine signifikant niedrigere Gesamtfettmenge in den abdo-

minalen, scapuldren, epididymalen und perirenalen Fettdepots aufwiesen as die Tiere aus
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einem normalen Nest (Harris PM 1980a). Der auf die Proteinmasse bezogene Fettgehalt
dieser Depots (als Surrogatvariable fir den K érperfettgehalt) unterschied sich jedoch am Ver-
suchsende nicht deutlich zwischen den Tieren aus dem kleinen bzw. grof3en und normalen
Nest, da die Proteinmasse der Tiere gleichsinnig verandert war. Angaben Uber die Signifi-
kanzen fehlen. Die Adipozytengrolie zeigte bel pigmentierten Méannchen mit ad libitum-Fut-
terung nach dem Absetzen einen inversen Zusammenhang zur Wurfgréf3e. Die Fettzellen der
Tiere waren am Versuchsende aus dem grof3en Nest immer noch deutlich kleiner als die der
Tiere aus dem kleinen und normalen Nest, jedoch zeigten sich nur im scapuléren und
perirenalen Fettdepot noch hohere Werte fur die im kleinen Nest aufgezogenen Tiere im
Vergleich zu den Tieren aus dem normalen Nest. Dagegen waren in der Anzahl der
Adipozyten im Alter von 21 und 224 Tagen zwischen den einzelnen Gruppen weder signifi-
kante noch tendenzielle Unterschiede festzustellen (Harris PM 1980a).

Zusétzlich wurde in der Studie von Harris untersucht, welche Auswirkungen eine Futterre-
striktion nach dem Absetzen bis Tag 84 mit anschlief3ender ad libitum-Fitterung bis zum Tag
224 auf Tiere aus einem normalen und grof3en Nest hat (Harris PM 1980a, s. Tabelle 1.1). Bei
einem Vergleich der im normalen Nest aufgezogenen Tiere untereinander ergab sich zwar
zwischen den ad libitum und restriktiv gefiitterten Tieren im Alter von 224 Tagen kein Unter-
schied in der Gesamtfettmenge in den abdominalen, scapularen, epididymalen und perirenalen
Fettdepots, jedoch zeigten die Tiere nach der voribergehenden Futterrestriktion einen héhe-
ren, auf die Proteinmasse bezogenen, prozentualen Fettgehalt dieser Depots als die kontinuier-
lich ad libitum-gefitterten Tiere. Bei den voriibergehend im Futter restriktierten Tieren aus
dem grofRen Nest waren absoluter und prozentualer Fettgehalt niedriger als bel ihren konti-
nuierlich ad libitum-gefttterten Geschwistern. Angaben Uber die Signifikanz der Unterschiede
im prozentualen Fettgehalt fehlen jedoch. Die Adipozyten der im normalen Nest aufgezoge-
nen Tiere mit vorUbergehender restriktierter Futterung waren in allen untersuchten Fettdepots
kleiner und ihre Zahl geringer als bei ihren kontinuierlich ad libitum-gefitterten Wurfge-
schwistern. Bei den im grof3en Nest aufgezogenen Tieren war dagegen kein Unterschied in
der Adipozytengrof3e festzustellen, jedoch hatten die vortbergehend im Futter restriktierten
Tiere ebenfalls weniger Fettzellen as die kontinuierlich ad libitum-gefiitterten Tiere. Bei dem
absoluten und prozentualen Fettgehalt der voribergehend im Futter restriktierten Tiere zeig-
ten sich bei den im grof3en Nest aufgezogenen Tieren jeweils niedrigere Werte as bei den im
normalen Nest aufgezogenen Tieren. In der Adipozytengrdf3e und —anzahl unterschieden sich
diese Tiere jedoch nicht.
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Bei den Wistarratten zeigten sich bel den Untersuchungen von Harris von den Befunden der
pigmentierten Ratten und von anderen Untersuchungen an Albinoratten (siehe unten) ab-
weichende Befunde, deren Ursachen nicht erkenntlich sind (Harris PM 1980b). So zeigte sich
erstaunlicherweise bei den mannlichen Wistarratten, die vom Absetzen bis Versuchsende
Futter ad libitum erhielten, dal3 die im kleinen Nest aufgezogenen Tiere am Versuchsende (im
Alter von 168 Tagen) einen niedrigeren absoluten und auf die Proteinmasse bezogenen Fett-
gehalt (als Surrogatvariable fur den Korperfettgehalt) in den oben genannten Fettdepots sowie
kleinere Adipozyten, jedoch insgesamt mehr Adipozyten aufwiesen als im normalen Nest auf-
gezogene Tiere. Die im grof3en Nest aufgezogenen Tiere zeigten anderseits im absoluten und
prozentualen Korperfettgehalt sowie in der Adipozytengrofie und —anzahl ebenso wie die

pigmentierten Ratten niedrigere Werte als Tiere, die im normalen Nest aufgezogen wurden.

Hausberger und Volz untersuchten inguinales und renal-parametriales Fettgewebe von weib-
lichen Sprague-Dawley-Ratten im dhnlichen Alter (300 Tage), die im kleinen (4 Welpen),
normalen (9 Welpen) oder im grof3en Nest (24 Welpen) aufgezogen wurden, auf Verdnderun-
gen der Masse und der Adipozyten hinsichtlich Anzahl und Grof3e (Hausberger & Volz 1984,
S. Tabelle 1.1). Die im kleinen Nest aufgezogenen Tiere dieser Arbeit, die bis zum Versuchs-
ende ausschliefdich Standardfutter ad libitum erhielten, unterschieden sich weder in der abso-
luten oder prozentualen Gesamtfettmenge in den verschiedenen Fettdepots noch in der Adipo-
zytengrofRe und —anzahl signifikant von den im normalen Nest aufgezogenen Tieren, wenn-
gleich die im kleinen Nest aufgezogenen Tiere jewells tendenziell hthere Werte zeigten. Die
im grof3en Nest aufgezogenen Tiere zeigten jedoch signifikant niedrigere Werte in der absolu-
ten oder prozentualen Gesamtfettmenge in den verschiedenen Fettdepots und tendenziell nied-
rigere Werte in der AdipozytengrofRe und —anzahl als die im normalen Nest aufgezogenen
Tiere. Nach Erhalt von fettreichem Zusatzfutter in der Zeit von Tag 126 bis Versuchsende
(300 Tage) verschwand jedoch die Signifikanz der Unterschiede in all diesen Parametern zwi-

schen den einzelnen Aufzuchtarten (Hausberger & Volz 1984).

Eine weitere Arbeit beschéftigte sich zwar mit Veranderungen der Charakteristika von epidi-
dymalem bzw. parametrialem Fettgewebe durch Manipulation der Wurfgréf3e mit anschlie-
Render ad libitum-Fitterung, sagt jedoch nichts Uber die Signifikanzen von Unterschieden in
der absoluten oder prozentualen Fettmenge im untersuchten Fettdepot im Alter von 80 Tagen
aus (Bassett & Craig 1988). Bel Betrachtung der Werte fur die Fettmenge und Korpermasse
zeigte sich bei den Mannchen und Weibchen, dal3 absoluter und prozentualer Fettgehalt von

im kleinen Nest (4 Welpen) aufgezogenen Tieren hoher waren as bei den im normalen (10
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Welpen) und im grof3en Nest (15-18 Welpen) aufgezogenen Tieren. Auf die Grof3e der Adi-
pozyten aus den untersuchten epididymalen bzw. parametrialen Fettdepots zeigte die Wurf-
grofRe im Alter von 80 Tagen bel mannlichen und weiblichen Wistarratten keinen signifi-
kanten Einfluf3. In der Anzahl der Fettzellen des untersuchten Fettdepots war bei den mann-
lichen Wistarratten zwischen im kleinen und im normalen Nest aufgezogenen Tieren, nicht
aber zwischen im grof3en und im normalen Nest aufgezogenen Tieren ein signifikanter Unter-
schied erkennbar (s. Tabelle 1.1). Auch die im kleinen Nest aufgezogenen Weibchen hatten
deutlich mehr Fettzellen as die im normalen oder grof®en Nest aufgezogenen Tiere, der
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Auf3erdem untersuchten Bassett und Craig in dieser
Studie den EinfluB einer Futterreduktion nach einer frilh-postnatalen Uberernghrung, indem
sieim Alter von 21 bis 55 Tagen einen Teil der im kleinen Nest aufgezogenen Mannchen und
Weibchen die durchschnittliche Futterration von im grof3en Nest aufgezogenen Tieren (,, pair-
feeding”) und anschlief3end bis zum Tag 80 wieder Standardfutter ad libitum fitterten. Diese
im kleinen Nest aufgezogenen pair-feeding-Mannchen hatten zwar eine geringere Gesamtfett-
menge, jedoch einen héheren prozentualen Fettgehalt als die im kleinen Nest aufgezogenen
Mannchen mit kontinuierlicher ad libitum-Fitterung. Bei den Weibchen dagegen war sowohl
der absolute wie prozentuale Fettgehalt der im kleinen Nest aufgezogenen pair-feeding-Tiere
hoher as bei den im kleinen Nest aufgezogenen Weibchen mit kontinuierlicher ad libitum-
Futterung. Die Adipozyten des epididymalen und parametrialen Fettgewebes der im kleinen
Nest aufgezogenen und danach temporér im Futter limitierten Tiere waren im Vergleich zu
denen aler anderen Aufzuchtarten grof3er, jedoch war ein signifikanter Unterschied nur bel
den pair-feeding-Weibchen aus dem kleinen Nest im Vergleich zu den im grof3en Nest auf-
gezogenen ad libitum-Tieren erkennbar. Die Anzahl der Adipozyten der im kleinen Nest auf-
gezogenen pair-feeding-Tiere war reduziert und entsprach in etwa der von im grof3en Nest

aufgezogenen und danach ad libitum-gefttterten Mannchen und Weibchen.

Im Gegensatz zu diesen Arbeiten an Ratten, die alle nur Veranderungen an bestimmten Fett-
depots untersuchten, wurde an Méausen auch die Veranderung des Gesamtkorperlipidgehaltes
nach Manipulation der Wurfgrof3e untersucht. Bei mannlichen und weiblichen Mausen eines
schweizerischen Stammes (Swiss Orl-Orléans la Source), die entweder im kleinen (4 Wel-
pen), normalen (9 Welpen) oder im grofien Nest (20 Welpen) aufgezogen wurden, war der
Gesamtkorperlipidgehalt der im Alter von sechs Monaten im kleinen bzw. grof3en Nest auf-
gezogenen Tiere signifikant hoher bzw. niedriger als der von im normalen Nest aufgezogenen
Mausen. Zudem zeigte sich bei den Weibchen in diesem Alter ein inverser Zusammenhang
zwischen Wurfgrof3e und Adipozytengrofe und -anzahl (Aubert et al. 1980).
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Insgesamt (s. Tabelle 1.1) zeigen die an verschiedenen Zuchtlinien und mit verschiedenen
Strategien der Futterversorgung durchgefihrten Studien zum Einfluf3 der frihpostnatalen Er-
ndhrung, die durch Verénderungen der Wurfgrofe wahrend der Sdugephase manipuliert wur-
den, zwar eine generelle Tendenz zur VergrofRerung der Fettspeicher mit abnehmender Wurf-
gréfe, jedoch sind die Anderungen im Vergleich zur normalen WurfgréRe oft nicht signifi-
kant und die Interaktionen der frihpostnatalen Ernahrung mit spéteren Anderungen in der Er-

ndhrung nicht einheitlich.
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W|FF| 3 | KN=NN>GN | kN>NN=GN KN >NN=GN KN=NN=GN |KN>NN=GN

Bassett &
Craig (1988)
=

FF KN=NN>GN |kn>NN>GNT | KN>NNS>GN KN > GN |KN > GN
SD|w 10

HF KN > GN |kns>nns>anT [ KN=NN=GN KN =NN =GN | KN=NN =GN

Hausberger &
Volz (1984)

Tab. 1.1: Vergleich der wichtigsten Ergebnisse aus verschiedenen Arbeiten, in denen neben
der Korpermasse auch der Fettgehalt adulter méannlicher (m) und weiblicher (w) Tiere un-
tersucht wurde, die im kleinen (KN), normalen (NN) und groRen (GN) Nest aufgezogen wur-
den. M: Mause, P: pigmentierte Ratten, W: Wistarratten und SD: Sprague-Dawley-Ratten.
>: signifikante Unterschiede; >: deutliche numerische Unterschiede, die das Signifikanz-
niveau nicht erreichen oder fur die Signifikanzangaben fehlen. FF: freier Zugang zum Futter
wahrend des gesamten Versuchszeitraums, FR: Futterreduktion von d21 bis d84 mit
anschlielender ad libitum-Futterung, HF: fettreiche Diat ab d126 bis Versuchsende. *Ge-
samtkorperllpld “Summe des abdominalen, scapularen, epididymalen und perirenalen Fett-
gewebes; Angaben sind prozentual auf Protein bezogen; ‘epididymales bzw. parametriales
Fettgewebe; "Summe des inguinalen und renal-parametrialen Fettgewebes.
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Zum Einflul® der WurfgrolRe auf Parameter, die mit dem Korperfettgehalt assoziiert sind, lie-
gen ebenfalls Untersuchungen vor. Wistarratten, die im kleinen Nest (4 Welpen) aufgezogen
wurden, wiesen im Vergleich zu im normalen Nest (10-12 Welpen) aufgezogenen Tieren in
der Sauglingsphase eine Leptinresistenz und beim Absetzen einen erhohten Korperfettgehalt
auf (Schdlch 2001). Analog zum bekannten Zusammenhang zwischen Adipositas und Insulin-
resistenz zeigte sich bei als Welpen, durch Reduktion der WurfgrofRe (4 Welpen), tber-
erndhrten Wistarratten, eine friihe postnatale Hyperinsulindmie sowie eine verminderte Glu-
kosetoleranz, die bis ins Erwachsenenalter erhalten blieben (You et a. 1990, Plagemann et al.
1992). Aulierdem waren diese Tiere empfanglicher fir einen streptozotozin-induzierten Dia-
betes mellitus im Erwachsenenalter. Eine frihe postnatale Untererndhrung (19 Welpen pro
Nest) senkte andererseits nicht das Risiko fur streptozotozin-induzierten Diabetes mellitus bel
den adulten Tieren (You et a. 1990). Weiterhin zeigten die im kleinen Nest (3-4 Welpen)
aufgezogenen Wistarratten im Alter von 240 Tagen einen erhdhten systolischen Blutdruck
und damit ein erhdhtes cardiovasculéres Risiko im Vergleich zu denen im normalen (12
Welpen) und grof3en Nest (20-24 Welpen) aufgezogenen Tieren (Plagemann et al. 1992).

1.3.2 Die heterozygote Zuckerratte als Versuchsmodell

Im Jahr 1961 wurde von Zucker und Zucker erstmals eine Mutation beschrieben, die bel
Kreuzungstieren des Sherman Rattenstammes mit dem Merck Stamm M spontan aufgetreten
war (Zucker & Zucker 1961). Der aus heterozygoten Tieren abgeleitete Rattenstamm wird
heute als Merck Strain 13M oder nach den Erstbeschreibern als , Zuckerratten“ bezeichnet.
Die fatty-Mutation ist eine Punktmutation, die dazu fuhrt, dald in der extrazelluléren Domane,
die allen bekannten Spliceformen LEPR gemeinsam ist (Ahima & Flier 2000, Wang J et al.
1998), die Aminosaure Glutamin gegen Prolin ausgetauscht wird. Die Mutation bedingt eine
reduzierte Expression des Lepr (Crouse et al. 1998, da Silva et al. 1998), aulerdem sinkt die
hypothalamische L eptinbindung in Abhangigkeit von der Gendosis (Schmidt et al. 2000). Die
Folge des Rezeptordefektes ist eine lebenslange exzessive Fettakkumulation, die beim adulten
homozygoten Tier (fa/fa) zu extremer Adipositas und damit zu einer Vielzahl weiterer Stoff-
wechsel stérungen fuhrt (Zucker & Zucker 1961, Bray 1977).

Die heterozygoten Tiere (+/fa) unterscheiden sich unter Standardbedingungen phénotypisch
andererseits kaum von den Wildtyp-Tieren (+/+), so dal3 zunachst von einem rezessiven Erb-

gang dieser Mutation ausgegangen wurde (Zucker & Zucker 1961). Nachdem es gelang,
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+/+ und +/fa Zuckerratten genotypisch zu unterscheiden (Smoller et al. 1993), war es erst-
mals moglich, zweifelsfrei zu zeigen, dal3 die Auswirkung des L eptinrezeptordefektes keinem
rein rezessiven Erbgang folgt. So ist bel Vorhandensein nur eines fa-Allels in der ersten Le-
benswoche ein kodominanter und in der dritten Lebenswoche ein partiell rezessiver Einfluf3
auf das Korperwachstum und den Korperfettgehalt nachweisbar (Truett et a. 1995, Schwarzer
et al. 1997, Olbort 1998, Kraeft et al. 1999). Ein deutlicher Gendosis-Effekt ist auch in der
Plasmal eptinkonzentration sowohl bei Neonaten wie bei adulten Weibchen erkennbar (Huf-
nagel et al. 1999, Zhang et al. 2001, Cleary & Phillips 1999a). Die heterozygote Zuckerratte
ist aufgrund ihrer Sensitivitét gegentiber Umwelteinfliissen ein niitzliches Modell zur Betrach-
tung von Gen-Umwelt-Interaktionen bel der Entwicklung von Adipositas, wie sich z.B. bel
einer Manipulation der WurfgrofRe und damit der frihen postnatalen Erndhrung zeigt
(Schmidt et a. 2001). Im kleinen Nest (4 Welpen) aufgezogene Wildtyp- und heterozygote
Zuckerratten zeigten gegentiber im normalen Nest (10-12 Wel pen) aufgezogenen Tieren beim
Absetzen eine gesteigerte Fettakkumulation, wobei diese bei den heterozygoten Tiere stérker
ausgepragt war. Bei den heterozygoten Tieren zeigte sich aufRerdem eine relative Hyper-
leptinamie, die mit einer Leptinresistenz assoziiert war, die zu einer nahezu vollsténdigen In-
sensitivitét gegenlber exogen appliziertem Leptin fuhrte (Schoélch 2001). Bel jungen adulten
Zuckerratten ist ein Heterozygoteneffekt auf die Korpermasse nur nach einer hochkal orischen
Diét bei Mannchen, nicht aber bei Weibchen erkennbar (Maher et al. 1996). Ein weiterer He-
terozygotenunterschied zeigt sich in der genannten Studie nach einer gemeinsamen Auswer-
tung der Daten des perirenalen Fettgehalts von Mannchen und Weibchen sowohl bei Stan-

dardfutter als auch nach einer hochkal orischen Diét.

1.4 Bestimmung der Kdrperzusammensetzung

1.4.1 Historie

Bereits 1857 erkannte v. Bezold, da? das Gesamtkorperwasser mit dem Alterwerden sinkt und
speziesspezifische Unterschiede aufweist (v. Bezold 1857). Moulton untersuchte 1922 die Zu-
sammensetzung der fettfreien Masse von der Frihembryonalphase bis zur Reife bel Rindern
und Menschen. Dabei fand er, daR der Wassergehalt der fettfreien Korpermasse (FFM?) von

2in einigen Arbeiten entspricht die fettfreie Masse der lean body mass (LBM), manchmal wird auch zwischen
FFM und LBM unterschieden, wobel die LBM noch essentielle Lipide z.B. Lecithin, Phospholipide enthalt

(Sheng & Huggins 1979).
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der Konzeption bis zur Geburt rapide sinkt, um anschlief3end bis zum Erreichen einer kon-
stanten Konzentration langsamer abzunehmen. Diesen Zustand der konstanten Konzentration
von Wasser, Salz und Proteinen in fettfreien Zellen nannte Moulton chemische Zellreife
(Moulton et al. 1922). Moulton beobachtete auf3erdem, dal3 der Gesamtwassergehalt bei der
Geburt mit dem Grad der Entwicklung zum Zeitpunkt der Geburt korreliert. So zeigen Meer-
schweinchen, die relativ reif geboren werden, einen deutlich niedrigeren Gesamtwassergehalt
als die relativ unreifen Ratten und Mause (76% statt 88%). Neugeborene Menschen, Schwel-
ne, Hunde und Katzen, deren Reife bel der Geburt zwischen diesen beiden Gruppen in der
Entwicklung liegt, zeigen erwartungsgemald auch einen mittleren Gesamtwassergehalt
(Moulton 1923). Pace und Rathbun legten 1945 einen Meilenstein, as sie Daten ihres Ver-
suchs (Meerschweinchen) und anderer Verdffentlichungen (Ratten, Meerschweinchen, Ka-
ninchen, Katzen, Hunde und Affen) auswerteten und den Schlul? zogen, dal3 im Gegensatz zu
dem Gesamtwassergehalt, der Wassergehalt in Bezug auf die fettfreie Masse relativ konstant
sei. Sie berechneten fir die genannten Tierarten einen gemeinsamen Mittelwert fir den
Wassergehalt der fettfreien Korpermasse, der bei den adulten Tieren 73,2% + 3,1 betrug, der
Wassergehalt der fettfreien Korpermasse bel Ratten betrug dabel 71,8-74,4%. Bei bekanntem
Gesamtkorperwassergehalt (GKW) kann diese Konstante fur die Berechnung des Fettgehalts
verwendet werden. Da sich die Kérpermasse aus den Anteillen Fett, fettfreie Korpermasse
(FFDM) und GKW zusammensetzt, |83t sich die FFDM ebenso wie die Fettmasse und der
prozentuale Fettgehalt bei Kenntnis des prozentualen Wassergehaltes berechnen. Fir die ge-
naue Bestimmung der Korperzusammensetzung mul jedoch bedacht werden, dal3 Pace und
Rathbun einen Mittelwert von verschiedenen Tierarten gebildet haben, und daher fir jedes

Tierversuchsmodell eine individuelle Konstante ermittelt werden muf3.

1.4.2 FFM-Hydration und Bestimmung des Kdrperfettgehalts

Die oben dargelegten Untersuchungen fuhrten zu dem heutigen Kenntnisstand, der sich wie
folgt zusammenfassen |aét. Der Organismus besteht bezogen auf die Korpermasse zu 45-75%
aus Wasser (Boylan et al. 1970). Diese grof3e Variabilitét des Wassergehaltes beruht auf dem
unterschiedlich grof3en Fettgehalt, da Fettgewebe relativ wenig Wasser enthdt (Pitts 1963).
Dagegen ist das Verhdtnis des Korperwassergehalts zur fettfreien Korpermasse bei Erwach-
senen und den meisten adulten Sdugetieren konstant (Pace & Rathbun 1945). Wang nennt
dieses Verhdltnis auch FFM-Hydration (Wang Z et al. 1999). Da der GKW zwar abnimmt,
aber die FFM-Hydration im Alter relativ konstant ist, mu? die Anderung des GKW auf eine

veranderte Korperfettmasse zuriickzufthren sein (Schoeller 1989).
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Die genaueste Methode die Korperzusammensetzung zu bestimmen ist die physikalisch-
chemische, d. h., post mortem. Fir die Messung an lebenden Tieren und Menschen muf3 auf
indirekte Mel3verfahren zuriickgegriffen werden. Alsrelativ genaue Methoden gelten die Dual
Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA), Computertomographie (CT) und Magnetresonanz-
tomographie (MRT). Bei der Bioelektrischen Impedanzanalyse (BIA) kann biologische Zell-
masse, Fett- und Wassergehalt mittels eines im Korper zirkulierenden schwachen Stromflus-
ses bestimmt werden. Der gemessene Widerstand, den der Korper dem Stromfluld entgegen-
bringt, gibt Aufschlufd Uber die Zusammensetzung des Korpers. Dabel ist der Widerstand um-
SO geringer, je hoher der Wassergehalt und damit die Elektrolytenkonzentration ist. Allerdings
mussen fur reproduzierbare Ergebnisse die Meffbedingungen konstant sein. So kdnnen der
Flllungszustand des Magen-Darm-Traktes und der Harnblase das Ergebnis verfaschen.
Ahnlich der BIA ist das Total Body Electrical Conductivity (TOBEC®)-Mefverfahren. Beim
TOBEC®-Verfahren wird die Energieabsorption in einem elektromagnetischen Feld und nicht
der Widerstand gemessen. Auch hier konnen der Fullungszustand des Magen-Darm-Traktes
und der Harnblase die Messungen beeinflussen. Dieses Verfahren findet in der Forschung bei
vielen Versuchstieren Verwendung (Bracco et al. 1983, Cunningham et al. 1986, Roby 1991).

1.5 Ziele der Arbeit

Das Hauptziel dieser Untersuchung war es, die Langzeitwirkung von Manipulationen der
Wurfgréfe auf den Korperfettgehalt sowie den Plasmaleptin- und Plasmainsulinspiegel von
Zuckerratten zu ermitteln. Nachdem in vielen vorhergehenden Studien nur Unterschiede zwi-
schen der Adipositat® von adulten Ratten beobachtet wurden, die in der Sauglingsphase tiber-
bzw. untererndhrt wurden, jedoch nicht zwischen Gber- und normalerndhrten Tieren, wurde in
dieser Arbeit besonderer Wert auf den Vergleich mit unmanipulierten Tieren gelegt. Als Ver-
suchstiere dienten Wildtyp- und heterozygote Zuckerratten, um ermitteln zu kénnen, inwie-
fern genetische Unterschiede, die bel normalen Aufzuchtbedingungen nur zu subtilen phano-
typischen Unterschieden fuhren, sich bei Verdnderungen der frihpostnatalen UmwelteinflUs-

sen stérker auspragen.

3 Adipositédt ist in dieser Arbeit als Ausdruck fur den Flllungszustand der Fettspeicher inklusive der damit
verbundenen Struktureigenschaften und zelluléren Charakteristika zu verstehen.
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Zudem wurde untersucht, inwieweit eine Uberernghrung im adulten Tier mit den frihpostna-
talen Erndhrungseinfliissen interagiert. Daflr wurde zunéchst als Ausgangswert, die Korper-
zusammensetzung im Alter von 150 Tagen an lebenden Tieren mittels TOBEC® bestimmt
sowie der Plasmaleptin- und Plasmainsulinspiegel gemessen. Anschlief3end bekamen die Tie-
re sechs Wochen lang eine hochkal orische Diét zusétzlich zum Standardfutter angeboten. Am
Versuchsende wurde die Bestimmung der K 6rperzusammensetzung mittels TOBEC® wieder-
holt und neben den Hormonspiegeln auch die Kérperzusammensetzung durch Trocknung bis
zur Gewichtskonstanz und anschliefiende Chloroform-Extraktion ermittelt. Dabel wurde die
als genauestes Verfahren bekannte Bestimmung der Koérperzusammensetzung durch die phy-
sikalisch-chemischen Methode verglichen mit a) der Zuverlassigkeit der TOBEC®-Messung,
b) einer Abschétzung der Korperzusammensetzung aus der Kdrpermasse und c) einer rech-
nerischen Ermittlung des Korperfettgehalts mittels FFM-Hydrationsfaktor. Durch Korrelation
der untersuchten Parameter mit der Korpermasse beim Absetzen wurde untersucht, welche
Zusammenhange sich zwischen diesen Grofden ergaben. Erganzend wurde die Auswirkung
der Interaktion zwischen Reduktion der Wurfgrof3e und dem Brutpflegeverhalten des Mutter-
tiers auf die Adipositét beim Absetzen durch Austausch von Zuckerratten- bzw. Wistarratten-
mittern mit Ammen des anderen Stammes ermittelt, um zu testen, inwieweit in spéteren
Untersuchungen groR3ere initiale Unterschiede im Korperfettgehalt beim Absetzen erzeugt

werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle in dieser Studie verwendeten Zucker- und Wistarratten stammten aus etablierten
Zuchtkolonien des W.G.-Kerckhoff-Instituts in Bad Nauheim. Die eingesetzten Zucker-
ratten sind dabei Nachkommen einer Auszuchtlinie von reinerbigen Zuckerratten (13M),
die 1985 von der University of Californiain Santa Barbara dem Institut gespendet wurden
und die wiederum direkt von Zuckerrattenkolonien der University of California in Davis
und dem Vassar College in Poughkeepsie, NY abstammten. Die Wistarratten stammten
von einer Auszuchtlinie, die im Institut aus Inzucht-Wistarratten der Charles River Labora-
tories, Sulzfeld aufgebaut worden war, indem die aus der Verpaarung im Institut resul-
tierenden Weibchen mit zugekauften Mannchen (Charles River Laboratories, Sulzfeld)

verpaart wurden.

Die Ratten wurden in einem fensterlosen Raum bei 22°C und einer relativen Luftfeuchte
von 55-60 % gehalten. Die Versorgung der Tiere erfolgte in der Regel am Ende der Licht-
phase (Hell- zu Dunkelphase: 12:12 Stunden). Adulte Ratten wurden in Gruppen bis zu
vier Tieren in Makrolon-K&figen (GrofRe M4, EBECO, Castrop-Rauxel) auf Holzgranulat-
einstreu (ALTROMIN, Lage) gehalten. Trachtige Weibchen wurden ab Tag 16 der Gravi-
ditét einzeln in K&fige (Grofle M3, EBECO, Castrop-Rauxel) gesetzt, in denen sie bis zum
Ende der Laktation mit ihren Jungtieren verblieben. Sie erhielten eine pelletierte Zuchtdiat
(Altromin 1314, ALTROMIN, Lage) sowie Wasser ad libitum. In einer Versuchsserie er-
hielten die Tiere ab einem Alter von funf Monaten zusétzlich zu dem Standardfutter als
hochkalorisches Futter kommerzielle Schokolade (Capriccio der Firma WISSOL, im wo-
chentlichen Wechsel Vollmilch, Erdbeersahne und Nul3, Mihlheim a. d. R.) ad libitum.

Bel der Zuckerrattenzucht wurden ausschliefdlich +/+ x +/fa Kreuzungen durchgefiihrt, so
dai’ jeweils beide Genotypen in einem Wurf vorkamen. Die Zuckerratten-Weibchen haben
einen viertagigen Zyklus, der durch téagliche Vaginalabstriche beurteilt wurde. Bei einem
friihen Ostrus wurden die Weibchen zu den Mannchen gesetzt, und am nachsten Morgen
konnte ein erfolgreicher Deckakt mit Spermien im Vaginal abstrich nachgewiesen werden.
Ab dem 16. Gestationstag konnte visuell die Graviditét bestatigt werden. Fur die Zucht der
Wistarratten wurden die Weibchen zu je einem Méannchen gesetzt und bis zur visuellen Be-

stétigung der Graviditét bei diesem belassen.
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2.2 Protokoll der Versuchsserien

Die Aufzucht der Jungtiere erfolgte in unterschiedlichen Serien, bel denen die Ernghrung

vor und nach dem Absetzen variiert wurde.

2.2.1 Versuchsserie | - Langzeiteinflul3 der friihpostnatalen Erndhrung

In dieser Versuchsserie dienten Wildtyp- und heterozygote Zuckerratten als Versuchstiere,
um ermitteln zu kdnnen, inwieweit genetische Unterschiede der Zuckerratten, die bel nor-
malen Aufzuchtbedingungen nur zu subtilen phénotypischen Unterschieden bei adulten
Tieren fuhren, sich bel Veranderungen der frihpostnatalen Umwelteinfllisse stérker aus-
pragen. Am ersten Tag post natum (p.n.) wurden alle Welpen durch eine subcutane Injekti-
on in die Pfoten mit schwarzer Tusche (Scriptol, PELIKAN, Hannover) nach einem be-
stimmten Nummerncode markiert. Anschlief3end wurde ihnen zur Genotypisierung eine
Schwanzbiopsie enthommen. Ab Tag 3 p.n. wurden, um Uber- bzw. untererndhrte Welpen

zu erhalten, Gruppen (1-4, Tabelle 2.1) gebildet, die jeweils aus ein bis zwel Nestern mit je
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Abb. 2.1: Laktierende Zuckerrattenmutter mit normalen Wurf
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3-4 Welpen und einem Nest mit 9-12 Welpen bestanden, die untereinander ,rotiert” wur-
den. D. h., die Nester wurden téglich zwischen den Mittern ausgetauscht, so daf3 jede Mut-
ter abwechselnd an einem Tag ein normales Nest (9-12 Welpen) und an dem folgenden
(bzw. den beiden folgenden) Tag(en) ein kleines Nest (3-4 Welpen) zu sdugen hatte. Diese
»Rotation” der Nester gewahrleistete, dal’ der Erndhrungsstatus alein durch das Milch-

volumen und nicht durch die unterschiedliche Milchzusammensetzung der verschiedenen

Genotyp Genotyp
Méannchen Weibchen
+/+ +/fa A +/fa

Gruppe 1

KN 1 2 2 - -

KN 2 - - 2 2

UN 3 3 3 3
Gruppe 2

KN 2 2

UN 2 4 4 2
Gruppe 3

KN 1 2 - 2 -

KN 2 1 1 1 1

UN - 3 4 2
Gruppe 4

KN 1 1 1 1 -

KN 2 - 2 - 1

UN 1 3 2 4
Gruppe 5

KN 1 2 2 - -

KN 2 - 2 - 2

KN 3 1 1 1 1
Gruppe 6

NN 1 4 2 5 1

NN 2 1 3 6 2

NN 3 4 1 5 1

NN 4 2 5 1 2

NN 5 4 5 2 1

NN 6 3 3 4 2

Tab. 2.1: Ubersicht tber die Verteilung der Genotypen von méannlichen und weiblichen
Zuckerratten der Versuchsserie | bei Versuchsbeginn. Die Wildtyp- (+/+) und hetero-
zygoten (+/fa) Tiere wurden als Welpen tber- (KN), unter- (UN) bzw. normal ernahrt
(NN).
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Muittertiere entscheidend beeinfluf wurde. Bei der Reduzierung der Wirfe wurde darauf
geachtet, dal3 Genotyp und Geschlecht mdglichst gleichmaliig verteilt waren (s. Tabelle
2.1). Um eine geniigende Anzahl von Tieren der beiden Genotypen pro Geschlecht fur die
statistische Auswertung zu erhaten, wurden nachtréglich drei kleine Nester gebildet, die
nicht rotiert wurden (Gruppe 5). Da die Werte dieser Tiere bel den untersuchten Parame-
tern jewells im selben Bereich lagen wie die der als Welpen tbererndhrten Tiere aus den
Gruppen 1-4 konnten die Daten gemeinsam ausgewertet werden. Als Vergleich zu diesen
Uber- bzw. untererndhrten Welpen dienten als normal ernéghrte Gruppe sechs Nester mit 10-
12 Welpen (siehe Abbildung 2.1), die alle wdhrend der gesamten Aufzucht bel einer
Mutter blieben (Gruppe 6). Im Alter von 21 Tagen wurden die Welpen von den Mttern
abgesetzt und ab einem Alter von 30 Tagen nach Geschlechtern getrennt aufgezogen. Im

Alter von 150 Tagen wurde mittels TOBEC® ihre K 6rperzusammensetzung bestimmt, da-

nach erhielten die Tiere zusétzlich zum Standardfutter als hochkal orisches Futter Schoko-
lade ad libitum. Im Alter von 190 Tagen wurden die Tiere dekapitiert und ihre Korperzu-

sammensetzung danach nochmals mittels TOBEC® bestimmt. AnschlieRend erfol gte die

physikalisch-chemische Analyse der Korperzusammensetzung (s. 2.4.1.2).

2.2.2 Versuchsserie Il - Aufzucht mit Ammen eines anderen Stammes

In dieser Versuchsserie wurden ab Tag 1 p.n. Zuckerrattenwelpen durch Wistarratten-
Ammen und Wistarrattenwelpen durch Zuckerratten-Ammen im kleinen Nest (4 Welpen)
aufgezogen. Aulderdem wurden alle Welpen am ersten Tag p.n. mit schwarzer Tusche této-
wiert und den Zuckerrattenwelpen zusdtzlich eine Schwanzbiopsie zur Genotypisierung
entnommen. Am Tag 3 p.n. wurden die Wurfe auf vier Welpen so reduziert, dal3 jeweils
2 +/+ und 2 +/fa-Tiere eines Geschlechts in einem Nest zusammen waren. Nur bei einem
Nest mit Mannchen zeigte sich, nach einer Nachbestimmung des Genotyps, dal3 es aus nur
einem Wildtyp-Tier und drel heterozygoten Tiere zusammengesetzt war. Am Tag 21 p.n.
wurden die Welpen, nachdem sie ca. 2 Stunden vor der Totung (0-1,5 h nach Beginn der
Dunkelphase) mit Futter und Wasser einzeln gesetzt wurden, fir 30 Sekunden mit CO;
narkotisiert und dekapitiert. Als Vergleich wurden zuvor erhobene Daten von Wistar- und
Zuckerratten verwandt, die im kleinen bzw. normalen Nest von Mittern des gleichen
Stammes aufgezogen worden waren (Schélch 2001). Anschlief3end erfolgte die physika

lisch-chemische Analyse der Korperzusammensetzung (s. 2.4.1.2).
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2.3 Praparationen

2.3.1 Gewinnung von Plasma

Im Alter von 150 Tagen wurde den Tieren der Versuchsserie | in der Mitte der Lichtphase
retrobulbér Blut entnommen, um den Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel vor Beginn
der Zusatzfitterung zu bestimmen. Nach einer leichten Betdubung (CO./O,-Gasgemisch
im Verhdtnis 3:1) wurde mit einem Hamatokritréhrchen schrag in den medialen Augen-
winkel eingestochen und ca. 1 mL Blut (< 7% des Gesamtvolumens) aus dem retroorbita-
len Venensinus in Heparin-Natrium (Liquemin 5000, HOFFMANN-LA ROCHE, Grenz-
ach-Wyhlen) in einem Verhaltnis von ungefahr 10:1 aufgefangen, gewogen und sofort eis-
gekuhlt. Das Blut wurde bel 4500 U/min und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Durch das
Abpipettieren des Plasmas von den Blutzellen sowie das Wiegen der festen und flissigen
Bestandteile konnte die Verdiinnung des Plasmas durch das Heparin bestimmt werden. Der
resultierende Verdiunnungsfaktor diente zur Korrektur der Mef3werte bei der spéteren
Bestimmung des Plasmaleptin- und Plasmainsulinspiegels. Bis zur Messung der
Plasmaparameter wurde das Plasma in geeigneten Aliquots bei - 80°C gelagert. Mit dem
am Tag 190 nach der Dekapitierung in der Mitte der Lichtphase aus dem Torso

austretendem Blut wurde wie oben verfahren.

2.3.2 Eviszeration zur Bestimmung der Kérperzusammensetzung

Die Eviszeration sollte ausschlief3en, dal3 die in Ingesta und Kot enthaltenen Stoffe die Be-
stimmung der Korperzusammensetzung beeinflussen. Fir die Laparotomie lag der Tier-
korper auf dem Ricken, um den Bauch entlang der Linea alba und des Rippenbogens er-
offnen zu konnen. Die Milz wurde, der grof3en Magenkurvatur folgend, stumpf freipré
pariert. Nach Durchtrennung des Oesophagus und des Ligamentum hepatogastricum wur-
den der Magen und der Dinndarm entnommen, wobei beachtet wurde, dal3 Milz, Gekrose
und Bauchspeicheldriise im Tierkorper verblieben. Der restliche Darm wurde vom Rectum
ausgehend stumpf vom Gekrdse getrennt und ebenfalls entfernt. Die Harnblase wurde er-
Offnet und der eventuelle Inhalt nach auf3en entleert. Zur schnelleren Trocknung des Tier-
korpers wurde der Brustkorb in der Medianen aufgeschnitten und nach lateral getffnet. Bei
den adulten Tieren wurde der Tierkdrper auf3erdem noch in zwel Teile zerteilt, um die

Trocknung zu beschleunigen.
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2.4 Analyseverfahren

2.4.1 Bestimmung der KOrperzusammensetzung
2.4.1.1 Physikalische Bestimmung der Korperzusammensetzung mittels EM-Scan/

TOBEC®

Die Bestimmung der Korperzusammensetzung mit Hilfe des TOBEC®s (EM-SCAN Inc.,
Springfield, IL., USA, Modell SA3057) ist ein etabliertes Verfahren. Dieses Verfahren
wurde fur die Tiere der Versuchsserie | angewandt. Das Prinzip dieser Bestimmung, die
Messung eines Korpers in einem elektromagnetischen Feld, beruht auf dem Harkerschen
Prinzip von 1973. Grundlage dieses Prinzips ist, dai ein leitféhiger Korper in einem elek-
tromagnetischen Feld mit einer Frequenz im Radiowellenbereich (30 kHz-900 MHZz)
Energie absorbiert. Der Grad der Absorption hangt vom Widerstand bzw. von der tempera-
turabhéngigen Leitfahigkeit des zu messenden Korpers ab. So ist die Energieabsorption in
stark leitfahigen Metalen (hier durchdringt die Energie das Metall zu schnell um absor-
biert zu werden) oder in Geweben mit hohem Widerstand (Luft, Fell, Korperfett, Kunst-
stoffe, in die die Energie nur schlecht eindringen und damit absorbiert werden kann) sehr
gering im Gegensatz zu der Absorption in gering bis mittelmaliig leitfdhigen Materiaien
(z.B. hydriertes, fettarmes Gewebe). Die Leitfahigkeit wiederum hangt von Temperatur
und Geometrie des zu messenden Korpers ab. Bei sinkender Temperatur nimmt die Leit-
fahigkeit ab, deshalb mul3 darauf geachtet werden, dal3 bei der Messung die Korpertempe-
ratur nicht mehr als + 2°C von der Normaltemperatur abweicht. Die Geometrie des Kor-
pers legt den Umfang der Interaktion zwischen Magnetfeld und leitfahigem Volumen fest.
Im Korper beruht die Leitféhigkeit im wesentlichen auf den im Korperwasser geldsten
Kalium-, Natrium- und Chloridionen. In der fettfreien Korpermasse liegen das extrazellu-
l&re Natrium und das intrazellulére Kalium in dhnlichen Konzentrationen vor, somit kon-
nen Extra- und Intrazelluldrer Raum al's el ektrisch aquivalent angesehen werden. Demnach
produziert ein elektrisches Potential innerhalb eines Frequenzbereichs in einem definiertem
Volumen sowohl im Extra- wie im Intrazelluldren Raum einen @hnlichen Stromfluf3. Im
Gegensatz dazu fliefit bei dem gleichen Potential durch das gleiche definierte Volumen
Fett oder Knochen viel weniger Strom. Besonders deutlich unterscheidet sich die fettfreie
Masse von dem wasserarmen Korperfett bel einer Frequenz von 10 MHz.
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Abb. 2.2: A: Messung einer Wistarratte im TOBEC®. B: Fixierung einer Zuckerratte
auf dem Tréager.

Das TOBEC® besteht aus einer zylindrischen Spule, die zugleich als Transmitter und Re-

ceiver fungiert. Wird nun ein sinusformiger Strom bel 10 MHz durch diese Spule gefiihrt,
entsteht ein alternierendes elektromagnetisches Feld. Befindet sich ein leitféhiger Gegen-
stand in diesem Feld, so werden in ihm, getreu der Lenzschen Regel, Wirbelstréme indu-
ziert. Diese Wirbelstrome sind mit der Energieabsorption gleichzusetzen und ihre GrofRe ist
von der Magnetfeldstarke, der Leitfahigkeit des zu messenden Materials und der Geome-
trie des Stromweges abhangig. Der Energieverlust ist kumulativ und nimmt mit der Masse
des zu messenden Koérpers zu. Mit der folgenden Formel kann die absorbierte Energie (E)
berechnet werden:
E=k*A*B*c
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wobel k: Vereinigung von mehreren Konstanten
A: Flache des gemessen Stromabschnitts
B: Magnetfeldstarke

c: Leitfahigkeit dieses definierten Volumens bei dieser Frequenz ist.

Es wurde von den Tieren der Versuchsserie | im Alter von 150 und 190 Tagen nach der
Blutentnahme die Korperzusammensetzung mit Hilfe des TOBEC® bestimmt. Um eine
weitgehende Leerung des Magen-Darm-Trakts zu erreichen, bekamen die Tiere am Vortag
ca. 1 Stunde vor dem Ausschalten des Lichts (Beginn der Aktivitétsphase) das Futter bzw.
einen weiteren Tag davor die Schokolade (nur d190) entzogen. Dies ist wichtig, da auch
die Ingesta elektrisch wirksam sind. Fir die Messung war eine leichte Betaubung (CO,/O,-
Gasgemisch im Verhdtnis 3:1) nétig, well die Tiere gestreckt in Rickenlage auf einen
Trager mit Leuko-Fix® (BEIERSDORF AG, Hamburg) fixiert werden muften (siehe Ab-
bildung 2.2). Da die Mef3genauigkeit bei weitgehender Ausfillung der Meflzkammer grof3er
ist (Geometrie des zu messenden Korpers) und aus Kostengrinden nur eine Melkammer
verwendet werden konnte, wurde als Kompromif3 eine Mef3kammergrél3e verwendet, die
fUr die Messung der Mannchen etwas zu kurz und fir die Weibchen etwas zu grol3 war. Da
in verschiedenen Arbeitsgruppen die Korperzusammensetzung ohne den Kopf der Tiere
bestimmt wird, wurden um die Messungen vergleichen zu konnen alle Tiere mit dem Kopf
aulRerhalb der Rohre gemessen. Jedes Tier wurde finfmal gemessen, wobei die Mefl3werte

(E) nicht mehr als drei Prozent voneinander abwichen.

2.4.1.2 Physikalische—chemische Bestimmung der Kérperzusammensetzung
mittels Trocknung und Entfettung der Tierkorper

Nach der Eviszeration wurden die Tierkorper zur Ermittlung der Feuchtmasse gewogen,
wobei auch das entnommene Blut berlicksichtigt wurde. Die Feuchtmasse ist, da Varia-
tionen im Fullungszustandes von Magen und Darm wegfallen, eine sehr genaue Bezugs-
grof3e fur die Berechnung der weiteren Parameter der Korperzusammensetzung. Die Be-
stimmung der Kdrperzusammensetzung erfolgte nach einem in der Arbeitsgruppe etablier-
ten Standardverfahren (Markewicz et al. 1993, Scholch 2001). Die Tierkdrper wurden in
einem Trockenschrank bel 75°C in Aluminiumschalen bis zur Gewichtskonstanz getrock-
net, wodurch Wassergehalt und Trockenmasse bestimmt wurden. Anschlief3end wurden die
mumifizierten Tierkorper in stabilem, fettfreiem Filterpapier fest verpackt, durch stumpfen

Druck zerkleinert und das Fett mit Chloroform in einer Apparatur nach Soxhlet solange

23



Material & Methoden

extrahiert, bis das Chloroform nach ca. 24 Stunden im Extraktionszylinder farblos war. Die
vollstandig entfetteten Korperfragmente wurden wieder ausgepackt und erneut in Alumini-
umschalen getrocknet. Die Endmasse stellt die fettfreie Trockenmasse (FFDM = fat free
dry mass) dar. Die Fettmasse wurde berechnet, indem die FFDM von der Trockenmasse
subtrahiert wurde. Aus den Wéagungen wurden Fett und FFDM sowohl als Absolutwert als

auch in Prozent der Feuchtmasse berechnet.

2.4.1.3 Berechnung der Kérperzusammensetzung mittels FFM-Hydrationsfaktor

Der Antell des Korperwassers an der fettfreien Korpermasse ist bei Erwachsenen und den
meisten adulten Sdugetieren relativ konstant (Pace & Rathbun 1945, Wang Z et al. 1999),
so dal3 bel bekannter Wassermasse die Fettmasse und FFDM berechnet werden kénnen.
Die Berechnung der Kdrperzusammensetzung aufgrund dieser Beziehung sollte in dieser
Arbeit als Alternative zu der 0. g. Bestimmung des Korperfettgehalts durch Chloroformex-
traktion untersucht werden. Daftr wurde bei den im Alter von 190 Tagen gettteten Tieren
die Korperzusammensetzung, wie oben beschrieben, bestimmt. Der FFM-Hydrationsfaktor

(Hf) wurde mit folgender Formel berechnet:

Hf = Wasser [g] * (Wasser [g] + FFDM [g]) *

Mit Hilfe des Mittelwertes der einzelnen FFM-Hydrationsfaktoren wurden Fettmasse (Fett-
MaSSeperechnet = FEUChtMasse - Wassermasse* Hf '1) und FFDM (FFDM perechnet = Wasser [q]
*Hf ~ - Wasser [g]) berechnet. Die Ergebnisse wurden dann mit den Werten der physika-
lisch-chemischen Methode verglichen. Zusétzlich wurden Daten von unterschiedlichen
Altersstufen aus verschiedenen Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe (Schélch 2001, Huf-
nagel 2001, Schmidt unvertffentlicht) ausgewertet.

2.4.1.4 Abschatzung der Korperzusammensetzung im Alter von 150 Tagen

Obwohl die Bestimmung der Korperzusammensetzung mit Hilfe des TOBEC®s ein eta-
bliertes Verfahren ist, miissen die TOBEC®-Mefdwerte fiir jede Versuchsserie durch eine
physikalisch-chemische Bestimmung der Koérperzusammensetzung kalibriert werden.
Voraussetzung fur die Berechnung der FFDM und der Korperfettmasse bzw. des Korper-
fettgehaltes am Tag 150 ist die enge Korrelation dieser Parameter mit dem mittels
TOBEC®-Verfahren ermittelten E-Wert der Mannchen und Weibchen. Da dies in dieser
Studie gegeben war (s. 3.2. 2), konnte die Korperzusammensetzung am Tag 150 fur die
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Abb. 2.3: Korrelation von Kdrpermasse und E-Wert mannlicher und weiblicher Wistar-
ratten unterschiedlicher Altersstufen. Der E-Wert wurde zundchst nach der Augenblut-
entnahme (schwarze Symbole, durchgezogene Linie) und anschlieend nach der Dekapi-
tierung (graue Symbole, unterbrochene Linie) bestimmt. Korrelationskoeffizient jeweils
0,99.

Mannchen und Weibchen der Versuchsserie | mit Hilfe der jeweiligen Regressionsge-
radengleichung fur die einzelnen Parameter in Abhangigkeit von dem E-Wert im Alter von
190 Tagen abgeschétzt werden. Wie in einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit’ gezeigt
werden konnte, veradndert sich der Wassergehalt der fettfreien Korpermasse in dieser
Zeitspanne nur noch wenig, so dal’ Unterschiede im E-Wert auf Unterschiede im Fettgehalt
zurlckgefuhrt werden kénnen. Da der E-Wert im Alter von 190 Tagen nach der Dekapi-
tierung bestimmt wurde, muféte allerdings berticksichtigt werden, dafi3 die Hydration durch
die Entblutung beeinflu®t wird. Wie eine Testserie an Wistarratten unterschiedlichen
Alters und in einem breiten Bereich von Korpermasse-Werten zeigte, sind die E-Wert-
Messungen nach der Dekapitierung mit geringer Variation (r =0,99) paralel zu niedri-
geren Werten verschoben (Abbildung 2.3, Schmidt unverdffentlicht). Somit lassen sich die
Mel3werte nach der Entblutung verlédlich korrigieren, indem nur die Differenz im y-
Achsenabschnitt addiert wird, dadie Steigung gleich war.

! Quelle: Diplomarbeit B. Petri, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitdt Marburg, 2003
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2.4.2 Molekularbiologische Genotypbestimmung?
2.4.2.1 Isolierung der DNA aus Gewebe

Aus dem Schwanzgewebe wurde die DNA mittels eines kommerziellen QIAmp Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden) isoliert. Die Schwanzproben wurden mit einem Gemisch von jeweils
180 pL ATL-Puffer und 20 puL Proteinase K (Konzentration: 10 mg/mL Aqua destillata)
versetzt und Uber Nacht bei 55°C so lange verdaut, bis von der Probe nur noch eine
durchsichtige Hulle Gbrig geblieben war. Anschlief3end wurde dieser Ansatz mit 200 pL
AL-Puffer versetzt, 10 Minuten bei 70°C inkubiert und mit 210 pL absolutem Ethanol
versetzt. Das Gemisch wurde auf eine Minisdule (spin column) pipettiert und bel
Raumtemperatur zwei Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Bel diesen Vorgangen bindet die
DNA an die Membran der Minisaulen. Dann wurde 500 uL AW1-Puffer auf die Saule
gegeben und diese erneut eine Minute zentrifugiert. Nachdem die Minisaule auf ein neues
Sammelgefald gesetzt worden war, wurde dieser Schritt noch einmal mit 500 uL AW2-
Puffer wiederholt. Wieder wurde die Minisdule auf ein neues Sammel gefal3 gesetzt, mit 50
ML AE-Puffer versetzt und bei 60°C fir 5 Minuten inkubiert Abschlief3end erfolgte fir 3
Minuten bei 8000 x g und Raumtemperatur eine Zentrifugation, bei der die DNA ins
Sammel gefal eluiert wurde.

2.4.2.2 Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

Jeweils 2 pL isolierte DNA pro Tier wurden mit 48 pL Mastermix versetzt, um einen
PCR-Ansatz von 50 pL zu erhalten. Der Mastermix bestand aus 37,25 uL H,O (Milipore
steril), 5 uL PCR-Puffer 10x (PROMEGA, Mannheim), 4uL MgCl, (25 mM), 1uL dNTP-
Mix (10 mM), 0,25 pL Primer MoBr 8 (100uM) und 0,25 pL Primer MoBr 11 (100 uM),
sowie 0,25 uL Tag-Polymerase (1,25 U, Promega Taqg).

Die Primer hatten folgende Frequenzen (Chua et al. 1996):

sense Primer MoBr 8: 5-TAT GGA AGT CACAGA TGA TGG-3
antisense Primer MoBr 11: 5-TCT TAC AAT TGT AGA ATT CTC-3

Die PCR wurde im Thermocycler (Gene Amp R PCR System 2400, PERKIN ELMER,
Welterstadt) durchgefihrt. Es wurden folgende PCR-Bedingungen eingestel|t:

2 wurde von Kollegen in der Arbeitsgruppe durchgefihrt
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A) Denaturierung (melting): 5min. 94°C

B) Hybridisierung (annealing):
1. 30 sek. 94°C (60 Zyklen)
2. 30 sek. 50°C (60 Zyklen)
3. 30 sek. 72°C (60 Zyklen)

C) Replikation (synthesis): 7min. 72°C

Die PCR ergab ein Amplifikat von 112 bp.

2.4.2.3 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau ist notwendig, weil Lepr™ eine Punktmutation darstellt, die zu
einem Aminosaurenaustausch von Glutamin zu Prolin im Leptinrezeptor fuhrt (Chua et al.
1996). Die daraus resultierende Nukleotidfolge wird durch die Restriktionsendonuklease
MSP1 erkannt. Das urspringlich 112 bp lange DNA-Stlick des Amplifikats eines mutierten
fa-Allels des Lepr kann durch MSP1 in kirzere Fragmente von 78 und 34 bp geschnitten
werden. Fur den Restriktionsverdau wurden 15 pL des durch die PCR erhaltenen Amplifi-
kats mit 0,5 uL MSP1 (MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot) fur 4 Stunden bei 37°C inku-
biert.

2.4.2.3 Elektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 7x8 cm grof3e, vertikale 10%ige Polyacryl-
amid-Gele verwendet (Mini Protean II-Kammern, BIORAD, Miunchen). Es wurden zu
jeder 10 uL Probe und 0,7 pL Ladepuffer (6-fach) (MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot)
gegeben und dann aufgetragen. Die Amplifikate wurden in der Elektrophorese bei 200V in
ca. 20 Minuten aufgetrennt. Dann wurden die Gele 10-15 Minuten in einem Ethidium-
bromidbad (5 uL Ethidiumbromid auf 120 mL TBE 0,5-fach) gefarbt. Unter UV-Licht bei
366 nm erfolgte die Auswertung der Elektrophorese-Ergebnisse auf dem Transilluminator.

Zur Dokumentation wurde das Gel mit einer Polaroid-Kamera fotografiert.

2.4.3 Radioimmunoassay (RIA)
2.4.3.1 Prinzip

Radioimmunoassays ermoglichen die quantitative Bestimmung von Hormonen in biologi-
schen Flussigkeiten wie etwa dem Blutplasma. Das Prinzip beruht auf einer kompetitiven
Antigen-Antikorper-Reaktion, wobei die Hormone die Antigene darstellen. Das zu mes-

sende Hormon konkurriert dabei mit einem radioaktiv markierten Antigen (, Tracer”) um
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die Bindung an einen spezifischen Antikorper. Nachdem alle Antikorper an Antigene ge-
bunden sind, werden die freien Antigene entfernt. Die radioaktive Strahlung, deren Stérke
abhangig von dem gebundenen Tracer ist, wird mit Hilfe eines y-Counters gemessen. Da
die eingesetzte Konzentration des Tracers bekannt ist, kann mit einer Eichkurve, die mit
sieben jeweils doppel bestimmten radioaktiv markierten Standardproben ermittelt wird, die
Konzentration des unmarkierten Plasmahormons bestimmt werden. Auf3erdem sind zur
Bestimmung des Grades der Tracerradioaktivitat drei Kontrollansétze (jeweils Doppelbe-

stimmung) nétig:

s 1. Total (TO) enthdlt nur das radioakiv markierte Antigen, also 100% der eingesetzten
Radioaktivitét

¢ 2. Non specific binding (NSB) radioaktives Antigen plus Puffer, als Indikator fir un-
spezifische Bindungen an Puffer und Gefélwandung

s 3. Leerprobe (By) enthdlt zusétzlich den Antikorper, zeigt die maximale Bindungs-
fahigkeit des Tracers an den Antikorper und sollte nicht hoher als 50 % sein.

Die Konzentration des zu bestimmenden Hormons sollte im linearen Bereich der Eich-
kurve liegen, da hier kleine Ungenauigkeiten, wie Pipettierfehler, keine so stark verzer-
rende Wirkung wie im nicht linearen Bereich der sigmoiden Kurve haben, die besonders
oberhalb des linearen Bereichs ausgepragt ist.

2.4.3.2 RIA zur Bestimmung der Plasmaleptinkonzentration

Die Plasmaleptinkonzentration wurde mit einem kommerziellen Maus-Leptin-RIA-Kit
(LINCO Research, St. Charles, MO, USA) bestimmt®. Je nach zu erwartender Leptinkon-
zentration wurden 50-100 pL des Plasmas eingesetzt, um einen Mef3wert im linearen Be-
reich der sigmoiden Kurve zu erhalten. Die Plasmaproben sowie die Standardproben und
Kontrollansdtze wurden zunéchst bei Raumtemperatur aufgetaut. Die einzelnen Proben
wurden mit Assay-Puffer auf 200 pL aufgefillt und anschlief3end mit 100 pL Antikorper-
Losung versetzt. Der Ansatz wurde durchmischt und bel 4°C 20-24 Stunden inkubiert.
Wahrend dieser ersten Inkubationsphase enthielt der NSB-Kontrollansatz 300 uL Assay-
Puffer und die Leerprobe 200 pL des Puffers sowie 100 uL Antikorper-L6sung. Nun wur-

% wurde von Kollegen in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt
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den in jedes Rohrchen, auch in den noch leeren TO-Kontrollansatz, 100 pL *JMaus-
Leptin-Losung pipettiert und fir weitere 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Durch diese
zeitversetzte Inkubation wurde eine Steigerung der Sensitivitdt des Tests erreicht (non-
equilibrium-Methode, Chard 1982). Die Antigen-Antikorper-Komplexe wurden durch
Zugabe von 1 mL (auf 4°C gekuhltes) “Precipitating Reagent” (auf3er TO) geféllt. Nach
kurzer Durchmischung, 20-mindtiger Inkubation bei 4°C und Zentrifugation fir 20 Minu-
ten bei 3000 x g (auRer TO) wurde der Uberstand und damit die darin befindlichen unge-
bundenen **J-Maus-L eptinmolekiile abgesaugt. Die radioaktive Strahlung des Prézipitats
wurde mit einem y-counter (Berthold Gamma-Probenwechsler LB 951G, Deutschland)
guantitativ erfal3t.

In jedem RIA wurde eine Dreifachbestimmung der Leptinkonzentration des gleichen
Plasmapools durchgefihrt, die AufschluR Uber die Variabilitét innerhalb eines RIAs
(Intraassay-Variabilitét, in allen Fallen unter 5 %) sowie zwischen den verschiedenen RIAS
geben sollte. Diese zusétzlichen Proben sowie die sieben verschiedenen Leptinstandards
fur die Erstellung der Eichkurve wurden auf die gleiche Weise wie die zu untersuchenden
Plasmaproben behandelt. Die Interassay-Variabilitét stellt die Variabilitdt der Messung
einer Probe in verschiedenen Assays dar und wurde fir jedes Tier anhand der Standardab-
weichung seiner in verschiedenen RIAs bestimmten Aliquots (Basis. 100 pL Rohwert)
vom Mittelwert errechnet. Sie lag bel den Rohwerten im Mittel bel 8%. Die Abweichungen
der Mef3ergebnisse der einzelnen RIAs wurden als Korrekturfaktoren bei den Berechnun-
gen der Plasmakonzentrationen berticksichtigt. Durch die Heparinisierung des Blutes bel
der Blutentnahme fand eine Verdinnung stait, die bei der Berechnung der endgultigen
L eptinkonzentration berlicksichtigt werden mufite. Dazu wurde der RIA-Mefl3wert mit dem
entsprechenden Verdinnungsfaktor multipliziert. Nach diesen Korrekturen lag die Inter-
assay-Variabilitét im Mittel bei 6,5%.

Die Standardbezugsgroéfde zur Ermittlung der Plasmal eptinkonzentration in ng/mL war eine
100 pL Plasmaprobe. Wurde weniger als 100 uL der Plasmaprobe eingesetzt, mufdten die
Werte entsprechend korrigiert werden. Da das Rattenleptin mit einem Maus-Kit gemessen
wurde, ist ein weiterer Korrekturfaktor erforderlich. Die Affinitét des Rattenleptins gegen-
Uber dem murinen Antikorper ist geringer as die des Maud eptins, deshalb wurde mit Hilfe
von Kontrollmessungen eines Rattenstandards gegen den Mausleptin-Antikorper ein Fak-
tor bestimmt, mit dem das Rattenleptin in die tatsachlichen Konzentrationen umgerechnet

wurde.
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2.4.3.3 RIA zur Bestimmung der Plasmainsulin-Konzentration

Die Insulinkonzentration der Plasmaproben wurde mit einem kommerziellen Human-
Insulin-RIA-Kit (Biochem ImmunoSystem, Freiburg) bestimmt®. Da das Ratteninsulin an
den humanen Antikérper viel schlechter bindet, mufte eine Standardkurve mit Ratten-
Antigen (LINCO Research, St. Charles, MO, USA) erstellt werden.

Wie beim Leptin richtet sich die eingesetzte Plasmamenge (50 und 100 pL) nach der zu
erwartenden Plasmakonzentration. Nach dem Auftauen wurden 100 puL Tracer und 100 pL
Antikorper gleichzeitig zu den Kontrollansétzen und Proben dazugegeben und anschlie-
Rend fUr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fallung des Antigen-Antikor-
per-Komplexes erfolgte mittels Polyethylenglykol (PEG). Nach 20-minltiger Zentrifuga
tion bei 4°C und 2500 x g wurde der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die

Strahlung des Niederschlags wurde mittels eines y-counters quantitativ erfalt.

Die Intraassay-Variabilitét wurde durch eine Dreifachbestimmung der Insulinkonzentration
ermittelt und lag in alen Fallen unter 5%. Diese zusétzlichen Proben sowie die sieben
verschiedenen Insulinstandards fir die Erstellung der Eichkurve wurden auf die gleiche
Weise wie die zu untersuchenden Plasmaproben behandelt. Da die Interassay-V ariabilitat
auch nach Korrektur anhand eines mitgemessenen Pools bel den Insulin-RIAS sehr grof3ist
(13%), wurde darauf geachtet, dal’ ale Proben im einem Mef3durchlauf gemessen wurden.
Das Blut wird durch Heparinisierung bei der Blutentnahme verdiinnt, was bei der Berech-
nung der endgultigen Insulinkonzentration beriicksichtigt werden muf3. Dazu wurde der
RIA-Mel3wert mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor multipliziert. Wurde weniger
als 100 pL der Plasmaprobe eingesetzt, wurde der Wert mit dem entsprechenden Verdiin-
nungsfaktor korrigiert.

Fur die statistische Auswertung des Plasmainsulinspiegels wurden Werte die > 200 pU/mL
(Bereich: 215-1426 pU/mL) gleich 200 pU/mL gesetzt. Dies betraf an d150 sechs von
neunzehn als Welpen unterernghrten Tieren (2 Mannchen und 4 Weibchen) und an d190
ein weiteres von 22 a's Welpen Uberernadhrten Tieren (1 Mannchen). Dadurch sollte sicher-
gestellt werden, dal3 zum einen diese hohen Werte in der Auswertung berlicksichtigt wer-
den, und zum anderen ihr ansonsten dominanter Einflufd auf statistische Parameter redu-

ziert wird.

“ wurde von Kollegen in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt
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2.5 Statistik
2.5.1 Allgemeine Angaben zur statistischen Auswertung

Im Ergebnisteill wurden zum einen Regressiongeradenvergleiche, die mittels eines haus-
eigenen Programms berechnet wurden und zum anderen statistische Tests, die mit Hilfe
des Programmes SigmaStat (SPSSInc., Chicago, USA), das ein minimales Signifikanz-
niveau von P < 0,05 zu Grunde legt, dargestellt. Zudem wurden innerhalb des Diskussions-
teils dieser Arbeit Kovarianzanalysen mit dem Programm Statistica (StatSoft GmbH, Ham-
burg) durchgeftihrt. Mannchen und Weibchen der Versuchsserien wurden jewells getrennt
ausgewertet.

2.5.2 Varianzanalysen

Zur statistischen Auswertung der Daten von Zuckerratten wurden zweifaktorielle Varianz-
analysen (ANOVA) mit den Faktoren Aufzuchtart und Genotyp durchgefihrt. SigmaStat
fuhrt dabel multiple Vergleiche anhand der kleinsten Quadrate (KQ) Mittelwerte aus. Die
KQ-Mittelwerte mit ihren Streuungsmal3en (£SEM) werden auch in den graphischen
Darstellungen verwendet. Als post hoc-Test wurde der Bonferroni-Test verwendet. Bei
Wistarratten (Versuchsserie I1) wurden die Unterschiede mit Hilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit dem Faktor Aufzuchtart statistisch untersucht. Eine Ubersicht Uber
Verteilung und Anzahl der Daten der Tiereist in Tabelle 2.2 zusammengefalit.

Eine Erweiterung der Varianzanalyse ist die Kovarianzanalyse (ANCOVA) mit deren Hilfe
der EinfluR einer quantitativen Kovariate auf die abhéngigen qualitativen Variablen her-
auspartialisiert, d. h., neutralisiert wird (Bortz 1999). Diese Form der Analyse wurde in der
Diskussion verwendet, um zu Uberprifen, welchen Einfluld Aufzuchtart bzw. Genotyp un-
abhangig von Unterschieden in der Fettmasse bzw. im Fettgehalt auf den Plasmaleptin-
bzw. Plasmainsulinspiegel haben. In der graphischen Darstellung wurde die Summe der
KQ-Mittelwerte mit ihren Streuungsmal?en (xSEM) verwendet. Fir den post hoc-Test
wurden die Kontraste der Summe bestimmt und nach Bonferroni mit der Anzahl der unter-
suchten Kontraste (z.B. Anzahl der Aufzuchtarten) multipliziert.

2.5.3 Regressionsanalysen

Lineare Regressionen der beiden Versuchsserien wurden nach der Methode der kleinsten
Fehler-Quadrate ausgewertet. Um die Signifikanz der Korrelationen zu testen, wurden die
Korrelationskoeffizienten (r) auf die Verschiedenheit von Null anhand der t-Verteilung

31



Material & Methoden

nach Sachs (1997) Uberpruft. Die Regressionsgeraden wurden auf Parallelitdt und gege-
benenfalls anschlief3end hinsichtlich ihrer Unterscheidung im y-Achsenabschnitte unter-
sucht (Brownlee 1965).

Versuchsserie I:

UN NN KN
d150 Geschlecht
+/+ +/fa +/+ +/fa +/+ +/fa
Kdorperzusam- 6 13 10 10 9 11
mensetzung m
Leptin/Insulin 5 13 10 10 7 9
Korperzusam- 12 10 9 9 8 8
mensetzung W
Leptin/Insulin 9 10 9 9 6 7
UN NN KN
d190 Geschlecht
+/+ +/fa +/+ +/fa +/+ +/fa
Kdorperzusam- 6 13 10 10 8 9
mensetzung m
Leptin/Insulin 5 12 9 9 7 9
Korperzusam- 12 10 9 9 8 10
mensetzung W
Leptin/Insulin 12 10 8 9 8 10
Versuchsserie I1:
Ammenaufzucht KN NN
Lol el +/+ | +/fa | Wistar | +/+ | +/fa | Wistar | +/+ | +/fa | Wistar
Korperzusam- m 9 | 11| 8 9 | 14| 14 | 14| 5 | 29
mensetzung
Rfge AL w 10|10 8 |10]16| 8 |15 |15 | 23
mensetzung

Tab. 2.2: Anzahl der ausgewerteten Daten von mannlichen (m) und weiblichen (w) Wild-
typ- (+/+) und heterozygoten (+/fa) Zuckerratten und Wistarratten der Versuchsserie | und
I. Die Zuckerratten der Versuchsserie | wurden als Welpen unter- (UN), normal (NN)
bzw. ubererndhrt (KN). Fir die Versuchsserie Il wurden Zuckerrattenwelpen von Wistar-
ratten-Ammen bzw. Wistarrattenwelpen von Zuckerratten-Ammen im kleinen Nest aufge-
zogen. Als Vergleich dienten Daten von Wistar- bzw. Zuckerratten, die von den eigenen
Muttern im kleinen (KN) oder normalen (NN) Nest aufgezogen wurden (Schélch 2001).
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3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen der frihpostnatalen Ernahrung auf den

Wachstumsverlauf von Zuckerratten

Der Wachstumsverlauf von Zuckerratten, die als Welpen normal, Gber- bzw. untererndhrt
und bis zu einem Alter von 190 Tagen aufgezogen wurden, ist in Abbildung 3.1 darge-
stellt. Die Kdrpermasse nimmt bel Méannchen wie Weibchen bis zum Alter von 90 Tagen
stark, dann bis zum Tag 150 méaf3ig zu. In den anschlief3enden sechs Wochen, in denen die
Tiere zusdtzlich zum Standardfutter ein hochkalorisches Futter (Schokolade) erhielten,
zeigte sich erneut eine etwas starkere Zunahme in der Korpermasse. Die statistische Signi-
fikanz der Unterschiede in der Koérpermasse ist zur besseren Ubersichtlichkeit in Tabelle
3.1 dargestellt. Im Alter von 21 Tagen unterscheiden sich die Kérpermassen der als Wel-
pen normal, Uber- oder untererndhrten Tiere signifikant voneinander. Bereits im Alter von
30 Tagen néhert sich die Kérpermasse der al's Welpen Ubererndhrten Mannchen wie Weib-
chen jener der a's Welpen normal ernghrten Tiere an, dabei zeigen nur noch die Weibchen
am Tag 30 tendenziell einen signifikanten Unterschied (P =0,052). Die Kdrpermasse der
als Welpen unterernghrten Mannchen und Weibchen bleibt dagegen im Vergleich zu den
Tieren der anderen Aufzuchtarten wahrend des gesamten Wachstumsverlaufs signifikant
niedriger (P < 0,001). Am Tag 21 und 30 sind die als Welpen untererndhrten Tiere um ca
30%, danach immer noch um ca. 10-15% leichter as die normal erndhrten Tiere. Es ist
keine sprunghafte Veranderung der Unterschiede zwischen den Aufzuchtarten durch die

Zusatzfutterung zu erkennen.

Ein Genotyp-Effekt ist bis zum Alter von 60 Tagen weder bei Mannchen noch bei Weib-
chen nachweisbar. Im spateren Verlauf zeigt sich ein Genotypunterschied nur bel den
Weibchen. Er beginnt sich ab Tag 90 abzuzeichnen und wird ab einem Alter von 120 Ta-
gen signifikant. Die hochkalorische Zusatznahrung ab Tag 150 hat bei beiden Geschlech-
tern keinen erkennbaren zusétzlichen Einflu auf den Heterozygotenunterschied in der
K orpermasse zur Folge. Interaktionen zwischen Aufzuchtart und Genotyp bestehen bei den
Weibchen zu keiner Zeit. Bel den Mannchen hingegen wird trotz der in der Abbildung
sichtbaren Unterschiede das Signifikanzniveau nicht erreicht. Nur im Alter von 150 Tagen

tritt eine Interaktion zwischen Aufzuchtart und Genotyp bel den Mannchen auf. Es zeigt
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sich dabei fur die als Welpen unterernahrten Mannchen eine signifikant grofere Korper-

masse (P < 0,05, nicht dargestellt) der Heterozygoten gegentber den Wildtyp-Tieren.

Fazit:

Die Korpermasse von Zuckerratten wird durch eine juvenile Untererndhrung permanent
reduziert, dagegen zeigt die juvenile Ubererndhrung keinen Langzeiteffekt auf die Korper-
masse. Unterschiede zwischen den verschiedenen Aufzuchtarten oder Genotypen werden
durch die hochkalorische Zusatzfitterung nicht beeinflufd. Generell erreichen die Méann-

chen gréf3ere Korpermassen al's die Weibchen.

Mannchen:
Atter (] Aufzucht- post-hoc-Test Genotyp

art UN vs. NN NN vs. KN UN vs. KN ++ vs. +/fa

21 *kk *okk *okk *kk ns

30 *kk *kx ns **k*x ns

60 *k*k *k*k ns *k*x ns

90 *kk *kk ns **x* ns

120 r— - ns fakaled ns

150 *kk *kk ns falkaied ns

190 Fkx FHx ns’ el ns

Weibchen:
Atter [ Aufzucht- post-hoc-Test Genotyp

art UNvs.NN | NNvs.KN | UNvsKN [ .o o

21 *okk KAk Kok *kk ns

30 Fkx Fhx ns' el ns

60 *k*k *k*k ns *kx ns

90 o - ns akakel ns'

120 *kk T ns fakaked *

150 *kk — ns falaied xx

190 r— S ns fakaked *

Tab. 3.1: Mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den Faktoren Genotyp und Auf-
zuchtart) ermittelte Signifikanz der Unterschiede in der Kérpermasse zwischen den einzel-
nen Aufzuchtarten und Genotypen im Alter von 21 bis 190 Tagen. Analysiert wurden die
Daten von mannlichen (oben) und weiblichen (unten) Zuckerratten, die als Welpen ent-
weder unter- (UN), normal- (NN), oder ubererndhrt (KN) wurden. *** = P < 0,001;
** =P <(,01;*=P <0,05; ns =P >0,05; ns"= 0,05 <P <0,1.
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Abb. 3.1: Korpermasse (KQ-Mittelwerte + SEM) von mannlichen (links) und weiblichen
(rechts) Zuckerratten im Alter von 21 bis 60 Tagen (oben) bzw. im weiteren Verlauf von
60 bis 190 Tagen (unten). Als Welpen uber- (schwarze Symbole), normal- (weil’e Symbole)
oder untererndhrte (graue Symbole) +/+ Tiere (Kreise, durchgehende Linie) und +/fa
Tiere (Dreiecke, gestrichelte Linie). Zusatzlich zum pelletierten Futter erhielten die Tiere
ab einem Alter von 150 Tagen ein sensorisch attraktives, hochkalorisches Futter (Schoko-
lade) ad libitum. Die Signifikanz der Unterschiede ist in Tabelle 3.1 dargestellt. Zu
beachten sind die unterschiedliche Ordinaten fir Mannchen und Weibchen.

35



Ergebnisse

3.2. Vergleich unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung der

Koérperzusammensetzung adulter Zuckerratten

3.2.1. Bestimmung der Korperzusammensetzung mit Hilfe des EM-Scans/

TOBEC®

Alternativ zu der finalen Bestimmung des K érperfettgehalts durch Trocknung bis zur Ge-
wichtskonstanz mit anschliefRender Chloroformextraktion, wurde in dieser Arbeit die Be-
stimmung der Ko6rperzusammensetzung lebender Tiere mittels TOBEC® untersucht. Um
eventuelle Veranderungen in der Koérperzusammensetzung erkennen zu koénnen, wurde
zunéchst bei Beginn der hochkalorischen Zusatzfutterung, im Alter von 150 Tagen, und
erneut am Versuchsende, nach der sechswochigen Zufitterung von Schokolade, die Kor-
perzusammensetzung lebender Zuckerratten mit dem EM-Scan/TOBEC® bestimmt. Am
Tag 150 ist der getrennt zwischen Mannchen und Weibchen dargestellte, mit dem EM-
Scan ermittelte dimensionslose E-Wert bei beiden Geschlechtern mit der Kérpermasse der
nuchternen Tiere eng korreliert (Abbildung 3.2). Mannchen, die als Welpen unterernadhrt
wurden und nur eine Korpermasse <400 g aufweisen, haben E-Werte, die mit <1500
deutlich niedriger sind als die der als Welpen Ubererndhrten bzw. der normal erndhrten
Mannchen, die nur zu 25% bzw. 33% in diesem niedrigen Bereich liegen. Auch bei den
Weibchen liegen bei niedrigerer Korpermasse die E-Werte der als Welpen unterernghrten
Tiere deutlich unter den Werten der anderen Aufzuchtarten. Der Korrelationskoeffizient
zwischen E-Wert und Koérpermasse ist am Tag 190 bei Mannchen wie Welbchen mit
r > 0,96 noch grol3er (hier nicht gezeigt). Erwartungsgemald ist mit der Kérpermasse auch

der E-Wert gestiegen.

3.2.2. Vergleich zwischen TOBEC®- Messung, Wagung und physikalisch-

chemischer Bestimmung der Kérperzusammensetzung

Fir die Kalibrierung des TOBEC®s wurden die durch das physikalisch-chemische Stan-
dardverfahren ermittelten Werte fir die fettfreie Trockenmasse (FFDM) und Fettmasse und
die unmittelbar vor der Tétung im Alter von 190 Tagen ermittelten E-Werte zueinander in

Beziehung gesetzt, wiederum getrennt fir Mannchen und Weibchen (Abbildung 3.3,
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links). Nicht nur die FFDM sondern auch die Korperfettmasse sind bei Mannchen wie
Weibchen eng (r > 0,8) mit dem E-Wert korreliert.

Zum Vergleich wurde die Korpermasse der niichternen Tieren a's Pradiktor der Korperzu-
sammensetzung untersucht (Abbildung 3.3, rechts). Bei den nlchternen Mannchen wie
Weibchen sind die Korrelationen zwischen K érpermasse und FFDM bzw. Fettmasse sogar
noch enger als fur die Korrelationen mit dem E-Wert (0,88 <r < 0,97 statt 0,83 <r < 0,94).
Sowohl fir den E-Wert als auch fir die Koérpermasse ist die Korrelation mit der FFDM

enger als die mit der Korperfettmasse.

2000

1500 -
o J
%) d
L |

1000 -

500 . - . - .

200 300 400 500
Korpermassepj [9]

Abb. 3.2: Korrelation zwischen dem dimensionslosen TOBEC®-MeRwert (E) und der Kor-
permasse von 150 Tage alten niichternen (nii) Zuckerratten getrennt fur Mannchen und
Weibchen dargestellt. Als Welpen Uber- (schwarze Symbole), normal- (weiRe Symbole)
oder unterernahrte (graue Symbole) +/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten
weiblicher Tiere sind mit einem Kreuz gekennzeichnet. Korrelationskoeffizienten: r = 0,95
(Méannchen) und r = 0,87 (Weibchen).
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Abb. 3.3: Korrelation zwischen fettfreier Trockenmasse (FFDM, oben), sowie Korperfett-
masse (unten) und dem dimensionslosen TOBEC®-MeRwert (E) (links) bzw. der Kérper-
masse (rechts) von ntichternen (ni) Zuckerratten am Versuchsende (d190). Als Welpen
uber- (schwarze Symbole), normal- (weille Symbole) oder unterernéhrte (graue Symbole)
+/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten der Weibchen sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet.
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3.2.3. Berechnung der Korperzusammensetzung mittels FFM-Hydrations-
faktor

3.2.3.1. Abhangigkeit des Korperfettgehaltes vom Kérperwassergehalt

In Abbildung 3.4 sind als Beispiel fur die enge Korrelation zwischen Wasser- und Fettge-
halt die Werte von 190 Tage alten Zuckerratten, die als Welpen normal bzw. tber- oder
untererndhrt wurden, dargestellt. Da diese Korrelation innerhalb der gleichen Versuchs-
gruppe immer sehr eng ist, kdnnen Abweichungen der Werte einzelner Tiere von der Re-
gressionsgeraden Aufschlu® Uber Methodikfehlern geben. Ein Regressionsgeradenver-
gleich zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen zeigt bei gleichem Wassergehalt
einen geringflgig niedrigeren Fettgehalt der als Welpen unterernghrten Tiere gegentber
den Tieren der beiden anderen Aufzuchtarten, dabel ist die Gerade der als Welpen
untererndhrten Tiere geringflgig aber signifikant parallel zu niedrigeren Werten ver-
schoben (P < 0,001 fur Unterschied im y-Achsenabschnitt).

30
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Abb. 3.4: Korrelation zwischen Kdrperfett- und Korperwassergehalt von Zuckerratten am
Versuchsende (d190). Gemeinsame Regressionsgerade (durchgezogene Linie) fir als Wel-
pen uber- (schwarze Symbole) und normal ernédhrte Tiere (weille Symbole) bzw. Regressi-
onsgerade (gepunktete Linie) fur als Welpen untererndhrte (graue Symbole) +/+ Tiere
(Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten der Weibchen sind mit einem Kreuz gekenn-
zeichnet. Korrelationkoeffizienten r jeweils -0,99.
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3.2.3.2. Abhangigkeit des FFM-Hydrationsfaktors vom Alter

Da Wasser- und Fettgehalt eng korrelieren, ist es moglich, bei bekanntem Wassergehalt,
den Fettgehalt mit Hilfe eines Faktors zu berechnen. Dieser FFM-Hydrationsfaktor
Hf = Wasser [g] * (Wasser [g] + FFDM [g]) ™ muR zunéchst fir einige Tiere jeder Alters-
stufe und Versuchsreihe bestimmt werden. In Tabelle 3.2 sind die in dieser Arbeit ermit-
telten FFM-Hydrationsfaktoren fur Tag 190 und zusétzlich die FFM-Hydrationsfaktoren
fur unterschiedliche Altersstufen aus verschiedenen Versuchsreihen anderer Autoren (Huf-
nagel 2001, Schdlch 2001, Schmidt unveréffentlicht) berechnet und in Abbildung 3.5 auf-
getragen. Die Abnahme des FFM-Hydrationsfaktors verlauft exponentiell. Bei logarithmi-
scher Darstellung des Alters (unten) zeigt sich entsprechend ein anndhernd linearer Zu-
sammenhang zwischen Alter und FFM-Hydrationsfaktor. Die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Aufzuchtarten sind vergleichsweise gering. Aulerdem ergeben sich zwi-
schen den Geschlechtern und Genotypen in einer Altersstufe keine systematischen Unter-
schiede. Somit ergibt sich die Moglichkeit, flr verschiedene Altersgruppen gemeinsame
FFM-Hydrationsfaktoren zur Bestimmung der K 6rperzusammensetzung zu ermitteln.

Alter [d] Wurfgroie Geschlecht Anzahl(m/w) Genotyp Hf
6/7" m/w 43 (24/19) ++ 0,839
8" m/w 23 (14/9) ++ 0,831
10" m/w 16 (5/11) ++ 0,821
121 m/w 8 (4/4) ++ 0,811
16 " m/w 34 (17/17) ++ 0,791
klein m/w 41 (14/17) +/+ 0,774
klein m 20 +/fa 0,773
klein W 24 +/fa 0,772
217 normal m 24 +/+ 0,779
normal m 22 +/fa 0,777
normal w 31 +/+ 0,775
normal w 25 +/fa 0,775
24" m/w 38 (20/18) ++ 0,776
347 m/w 11 (6/5) ++ 0,773
klein m 16 +/+ 0,715
klein w 18 +/+ 0,717
klein m 9 +/fa 0,716
90 * klein W 16 +/fa 0,717
normal m 7 +/+ 0,717
normal m 11 +/fa 0,712
normal w 2 +/+ 0,715
normal w 7 +/fa 0,715
klein m/w 11 (4/7) +/+ 0,707
klein m/w 8 (3/5) +/fa 0,707
190 unterernahrt m/w 15 (5/10) ++ 0,708
unterernghrt m/w 17 (10/7) +/fa 0,706
normal m/w 19 (10/9) +/+ 0,711
normal m/w 19 (10/9) +/fa 0,713
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Tab. 3.2 (vorhergehende Seite): FFM-Hydrationsfaktor (Hf) fur mannliche (m) und weib-
liche (w) Zuckerratten der verschiedenen Altersstufen, Aufzuchtarten und Genotypen. Zu-
satzlich zu den in dieser Studie erhobenen Werten fir die 190 Tage alten Tiere sind Werte
flr 6 bis 34 Tage alte Tiere (1) von Hufnagel (2001) und fur 21 Tage alte Tiere (f) von
Scholch (2001) gezeigt. Werte fur 90 Tage alte Tiere (#) sind von Schmidt (unverdéffent-
licht).

(Hf = Wasser [g] * (Wasser [g] + FFDM [g]) )

0.86
0.82 H
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Abb. 3.5: Zusammenhang zwischen FFM-Hydrationsfaktor und Alter bei Zuckerratten aus
unterschiedlichen Aufzuchtarten und Versuchsreihen. Bei logarithmischer Darstellung des
Alters ergibt sich mit guter Naherung ein linearer Zusammenhang (unten, r = -0,98). Zu-
satzlich zu den in dieser Studie erhobenen Werte fir 190 Tage alte Tiere sind Werte fiir 6
bis 34 Tage alte Tiere von Hufnagel, 2001 und Schélch, 2001 gezeigt. Werte fur 90 Tage
alte Tiere sind von Schmidt, unverdéffentlicht.
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3.2.3.3. Vergleich von berechneten und gemessenen Werten

Um die Genauigkeit der Berechnung der Korperzusammensetzung mit dem FFM-
Hydrationsfaktor graphisch zu illustrieren, wurde von 190 Tage aten Zuckerratten der be-
rechnete Wert fir die Fettmasse (Fettmasseyerene = Feuchtmasse — Wasser [g] * Hf ™) und
FFDM (FFDM perechnes = Wasser [g]*Hf ™ — Wasser [g]) gegen die tatsichlich ermittelten
(s. 2.4.1.2.) Werte aufgetragen. Bei beiden Parametern korrelieren berechneter und gemes-
sener Wert (Abbildung 3.6) eng miteinander. Die jeweiligen Regressionsgeraden liegen auf
der Identitétslinie, d. h., die berechneten Werte fur Fettmasse und FFDM entsprechen mit
geringftgigen Abweichungen den gemessenen Werten. Es sind keine systematischen Ab-

weichungen bei den unterschiedlichen Aufzuchtarten erkennbar.
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Abb. 3.6: Korrelation zwischen berechneter und gemessener Korperfettmasse bzw.
fettfreier Trockenmasse (FFDM) von 190 Tage alten Zuckerratten, die als Welpen (ber-
(schwarze Symbole), normal- (weiRe Symbole) oder unterernéghrt (graue Symbole) wurden.
+/+ Tiere (Kreise), +/fa Tiere (Dreiecke). Daten weiblicher Tiere sind mit einem Kreuz
gekennzeichnet. Korrelationskoeffizienten r jeweils 0,99.
Fur die Berechnung gilt:

Fettmasse perechnet = Feuchtmasse — Wasser [g]*Hf ™ und

FFDM perechnet = Wasser [g]*Hf ™ - Wasser [g].

In Abbildung 3.7 wird dargestellt wie der berechnete Wert fir die Fettmasse mit dem
gemessenen Wert Ubereinstimmt, wenn fir den FFM-Hydrationsfaktor Hf unterschiedlich
genaue Werte eingesetzt werden. Bel dem FFM-Hydrationsfaktor Hf = 0,71 ist die grofdte
Deckungsgleichheit zu sehen. Nur bei 16% der Weibchen und bei 19% der Mannchen er-

geben sich visuell erkennbare Differenzen zwischen den berechneten und gemessenen
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Werten. Dagegen ist die Deckungsgleichheit zwischen berechneten und gemessenen Wer-
ten bei den anderen FFM-Hydrationsfaktoren geringer. Bei Hf = 0,70 differieren die be-
rechneten Werte von 39% der Weibchen und 53% der Mannchen und bel Hf = 0,72 sogar
47% bzw. 72% sichtbar von den gemessenen Werten. Im Mittel weichen die berechneten
Werte bei Hf = 0,71 um <1%, bei Hf =0,70 um 4% und bei Hf = 0,72 um -4% von den
gemessenen Werten der Fettmasse ab. Diese Darstellung verdeutlicht somit nochmals, dal3
die oben erwdhnte enge Korrelation zwischen Korperwasser- und Korperfettgehalt tat-

sachlich mit sehr guter Naherung fir die Berechnung von FFDM und Fettmasse ausgenutzt
werden kann.
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Abb. 3.7: Gegenuberstellung der gemessenen (schwarze Kreise) und der mit Hilfe des
FFM-Hydrationsfaktors Hf berechneten (weile Kreise) Korperfettmasse von 190 Tage

alten Zuckerratten in Abhangigkeit von der Feuchtmasse. Hf in Teil A: Hf=0,70;
B: Hf =0,71 und C: Hf = 0,72.



Fazit:

Bei adulten Zuckerratten ist sowohl mittels TOBEC®-Messung as auch durch Wagung
aufgrund der engen Korrelationen die Kdrperzusammensetzung |ebender Tiere eines Ver-
suchskollektivs gut vorhersagbar. Jedoch ist zu bedenken, dal3 das Wiegen einfacher anzu-
wenden und fur die Tiere, da sie nicht narkotisiert werden missen, erheblich schonender
ist. Nicht zuletzt birgt die TOBEC®-Messung aufgrund des sensiblen MeRverfahrens viele
Fehlerquellen. Mit Hilfe des FFM-Hydrationsfaktors kann die finale physikalisch-
chemische Bestimmung der Korperzusammensetzung erheblich vereinfacht werden.
Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen, zwischen homo- und heterozygoten

Tieren, sowie zwischen den verschiedenen Aufzuchtarten sind vernachléassigbar gering.

3.3. Auswirkungen der frihpostnatalen Ernahrung auf Korper-
masse, Korperzusammensetzung und Plasmaleptin- bzw.

Plasmainsulinspiegel

3.3.1. Kérpermasse und Kdrperzusammensetzung

Fur die Korpermasse ergibt die statistische Analyse im Alter von 150 und 190 Tagen nach
einer 16-stindigen Fastenperiode die gleiche Aussage wie fir die gefitterten Tiere (s. Ta
belle 3.1 und 3.3). Aufgrund der engen Korrelation zwischen E-Wert und den verschiede-
nen Komponenten des Korpers bel den 190 Tage alten Tiere kann fur die 150 Tage alten
Tiere die Korperzusammensetzung anhand ihres E-Wertes mittels der jeweiligen Regressi-
onsgeradengleichung geschétzt werden (s. 2.4.1.4). In Abbildung 3.8 und Tabelle 3.3 sind
die aus diesen Schéatzwerten abgeleiteten KQ-Mittelwerte und die statistische Signifikanz
ihrer Unterschiede fir verschiedene Parameter der Korperzusammensetzung von 150 Tage
alten Zuckerratten, die als Welpen normal, tber- bzw. untererndhrt wurden, dargestellt.
Aulerdem sind die entsprechenden Werte der 190 Tage alten Tiere dargestellt.

Im Alter von 150 Tagen (s. Abbildung 3.8 links und oberer Teil der Tabelle 3.3) zeigen
Mannchen wie Weibchen, die als Welpen Ubererndhrt wurden, dhnliche Werte fir FFDM,
Fettmasse und Fettgehalt wie die als Welpen normal erndhrten Tiere (sémtliche Unter-
schiede nicht signifikant). Bei Mannchen bzw. Weibchen, die als Welpen unterernahrt
wurden, ist in diesem Alter die FFDM um 12% bzw. 4% niedriger, die Fettmasse um 45%
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bzw. 35% niedriger und der Korperfettgehalt um 30% bzw. 20% niedriger als bel den als
Welpen normal erndhrten Tieren (P < 0,001). Die Wildtyp-Weibchen zeigen signifikant
niedrigere Werte in allen untersuchten Parametern als ihre heterozygoten Wurfgeschwister
(P<0,05). Bei den Mannchen ist dagegen kein signifikanter Genotypunterschied zu be-
obachten. Interaktionen zwischen Aufzuchtart und Genotyp treten in diesem Alter bei

keinem der untersuchten Parameter auf.

d150 | Geschlecht | Aufzucht: rasta0CallEST Genotyp
art UNvs. NN [ NN vs. KN | UNvs. KN | +/+vs. +/fa
Kérﬂpermasse ki Kk ns dedode ns
(nlichtern)
FFDM **%** **%* ns **%* ns
m
Fettmasse Eakaxa *kx ns KKk ns
Fettgehalt *k*x *kx ns *kx ns
Kdrpermasse *kk Kk ns dedode ek
(nlichtern)
FFDM **k* **k* ns **k*
W
Fettmasse *xx **k* ns *Kk*
Fettgehalt *kx *kx ns *%%
d190 | Geschlecht | Aufzucht: postanoGdllc Genotyp
art UNvs. NN | NNvs. KN [ UNvs. KN | +/+ vs. +/fa
Kdrpermasse P e Kk k ns JHkk
(ntichtern) ns
FFDM **k **%* ns **k%* ns
m
Fettmasse *** *** * *** ns
Fettgehalt ** ** ** *k* ns
Korpermasse Kk ki ns e -
(nichtern)
FEDM *hx *Kkx ns KKk ns
w
Fettmasse *kx*k *k*k ns *k*k ns+
Fettgehalt *x*k *k*k ns *k*k ns+

Tab. 3.3: Am Tag 150 und Tag 190 mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den
Faktoren Genotyp und Aufzuchtart) ermittelte Signifikanzen fiir die Unterschiede in der
Kérpermasse (nuchtern), der fettfreien Trockenmasse (FFDM), der Korperfettmasse und
des Korperfettgehaltes von mannlichen und weiblichen Zuckerratten, die als Welpen unter-
(UN), normal- (NN), oder tberernahrt (KN) wurden. Die Werte fir FFDM, Kdorperfett-
masse und Korperfettgehalt der 150 Tage alten Tiere wurden mittels der jeweiligen im
Alter von 190 Tagen ermittelten Geradengleichung fur die Regression der untersuchten
Parameter gegen die TOBEC®-MeRwerte berechnet. *** =P < 0,001; ** =P <0,01;
* =P <0,05;ns=P >0,05; ns" = 0,05 <P <0,1.
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Abb. 3.8: Im Alter von 150 (links) und 190 (rechts) Tagen mittels zweifaktorieller Varianz-
analysen (mit den Faktoren Genotyp und Aufzuchtart) ermittelte KQ-Mittelwerte + SEM
der Kdrpermasse (nii = nichtern), der fettfreien Trockenmasse (FFDM), der Kdrperfett-
masse und des Korperfettgehaltes von mannlichen und weiblichen Zuckerratten. Die Werte
fir FFDM, Kdorperfettmasse und Kdrperfettgehalt der 150 Tage alten Tiere wurden mittels
der jeweiligen im Alter von 190 Tagen ermittelten Geradengleichung flir die Regression
der untersuchten Parameter gegen die TOBEC®-MeRwerte berechnet. Die Tiere wurden
entweder als Welpen unter- (UN, graue Balken), normal- (NN, weil3e Balken), oder Uber-
ernahrt (KN, schwarze Balken). Unmarkierte Balken symbolisieren Wildtyp-Tiere, schraf-
fierte Balken heterozygote Tiere. Die Signifikanz der Unterschiede ist in Tabelle 3.3 darge-
stellt.
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Im Alter von 190 Tagen, nach der sechswdchigen Futterung einer hochkal orischen Zusatz-
nahrung, zeigen Mannchen, die als Welpen tUbererndhrt wurden, im Vergleich zu den als
Welpen normal erndhrten Mannchen wiederum ahnliche Werte fir die FFDM, jedoch 12%
hohere Werte im Fettgehalt (P < 0,01). Weibchen, die als Welpen Ubererndhrt wurden,
zeigen dagegen im Alter von 190 Tagen fur die Korperzusammensetzung immer noch
ahnliche Werte wie die als Welpen normal ernghrten Tiere. Die al's Welpen untererndhrten
Mannchen zeigen @hnlich wie im Alter von 150 Tagen eine um 12% niedrigere FFDM aber
einen nur noch um 13% niedrigeren Fettgehalt als die as Welpen normal erndhrten Tiere
(P < 0,001). Die als Welpen unterernahrten Weibchen zeigen auch im Alter von 190 Tagen
wieder fir FFDM (ca. 10%) und Fettmasse (ca. 35%) signifikant niedrigere Werte als die
als Welpen normal ernahrten Weibchen. Diese Differenz ist bei beiden Parametern jedoch
deutlich grofer as im Alter von 150 Tagen. Somit ist der Fettgehalt bei den als Welpen
unterernghrten Weibchen um 25% niedriger im Vergleich zu den as Welpen normal
erndghrten Tieren (P < 0,001). Der im Alter von 150 Tagen auftretende Genotypunterschied
ist bei allen untersuchten Parametern bei den 190 Tage alten Weibchen nur noch
tendenziell vorhanden (s. Tabelle 3.3). Auch im Alter von 190 Tagen ist bei den Ménnchen
der Genotypunterschied bei keinem Parameter signifikant. Eine Interaktion zwischen

Aufzuchtart und Genotyp tritt bel keinem untersuchten Parameter auf.

Fazit:

Ein Einfluf der Aufzuchtart auf die Korperzusammensetzung zeigt sich vor alem bei Zuk-
kerratten, die als Welpen unterernghrt wurden. Aul3erdem vergrof3ert sich bel den Mann-
chen zwischen Tag 150 und 190, also entweder durch die hochkalorischen Diét oder mit
dem Alter, der Unterschied im Fettgehalt zwischen den as Welpen Uberernghrten und
normal erndhrten Tieren so weit, dal3 er das Signifikanzniveau erreicht. Im Gegensatz dazu
verkleinert sich der Unterschied im Fettgehalt zwischen den as Welpen unterernghrten und
normal erndhrten Tiere im gleichen Zeitraum, obwohl der Unterschied signifikant bleibt.
Ein Genotypunterschied ist bei den Mannchen weder vor noch nach der hochkalorischen
Zusatzfutterung vorhanden. Dagegen ist Uberraschenderweise bei den Weibchen der im
Alter von 150 Tagen bei allen Parametern zu beobachtende Heterozygoteneffekt im Alter
von 190 Tagen, bedingt durch das Alter oder die sechswéchige hochkalorische

Zusatzfitterung, nur noch tendenziell erkennbar.
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3.3.2. Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel

3.3.2.1. Korrelation mit dem Korperfettgehalt

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dal3 die Plasmaleptinspiegel sowohl juveniler
als auch adulter Ratten eng mit der Korperfettmasse bzw. dem Fettgehalt korreliert sind
(Zhang et al. 1997; Olbort 1998; Maffei et al.19954d). Dies zeigte sich auch in dieser
Untersuchung sowohl bei 150 Tage a's auch bel 190 Tage alten Zuckerratten. Die héheren
Plasmaleptinspiegel der als Welpen Ubererndhrten Tiere gegentiber denen der als Welpen
untererndhrten Tiere reflektieren deren hoheren Korperfettgehalt. Im vorliegenden Fall
konnte fur die Mannchen und Weibchen jeweils eine gemeinsame Regressionsgerade fir
Tiere der unterschiedlichen Aufzuchtarten erstellt werden, da die Werte der einzelnen
Gruppen sich zum Teil Uberschneiden und augenscheinlich auf einer Geraden liegen, wie
Abbildung 3.9 beispielhaft fur die 190 Tage alten Mannchen zeigt. Die Korrel ationskoeffi-

zienten fur diese Beziehungen sind in Tabelle 3.4 zusammengestel It.

d150 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null
Leptin 50 0,49 KKk
Insulin m 54 0,37 **
Insulin mit Leptin 47 0,44 *%
Leptin 58 0,34 *%
Insulin w 50 0,16 ns
Insulin mit Leptin 50 0,42 WSS
d190 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null
Leptin 54 0,90 *kxk
Insulin m 54 0,61 *kk
Insulin mit Leptin 52 0,65 *kx
Leptin 57 0,81 *kxk
Insulin w 57 0,60 *kk
Insulin mit Leptin 57 0,67 *kx

Tab. 3.4: Ubersicht tiber die Korrelationskoeffizienten (r) fiir die gemeinsame Beziehung
zwischen Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinkonzentration und Korperfettgehalt (bei
semilogarithmischer Darstellung) sowie der Korrelation von Plasmainsulin- mit Plasma-
leptinspiegel (bei logarithmischer Darstellung) von 150 und 190 Tage alten, nlchternen
Zuckerratten, die als Welpen tiber- (KN), normal- (NN) oder unterern&hrt (UNN) wurden.
*** =P <(0,001; ** =P <0,01; ns=nicht signifikant; n = Anzahl der ausgewerteten
Daten.
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Abb. 3.9: Korrelation zwischen der Plasmaleptin- (oben, r = 0,90) bzw. Plasmainsulinkon-
zentration (unten, r =0,58) und dem Korperfettgehalt von 190 Tage alten mannlichen
Zuckerratten. Als Welpen Gber- (schwarze Symbole), normal- (weie Symbole) oder unter-
ernahrte (graue Symbole) +/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Die Darstellung
ist semilogarithmisch.

Auch der Plasmainsulinspiegel der 150 und 190 Tage alten mannlichen Zuckerratten kor-
reliert mit dem Fettgehalt. Wenngleich die Korrelation weniger eng ist, ergeben sich fir
die Mannchen signifikante Korrelationskoeffizienten (Tabelle 3.4). Im Alter von 150 Ta
gen zeigen die Weibchen keine Korrelation zwischen Fettgehalt und Plasmainsulinspiegel,
aber nach der hochkalorischen Zusatzfitterung im Alter von 190 Tagen. Trotz der nied-
rigen Korrelationskoeffizienten (r) besteht eine signifikante Korrelation zwischen den
gleichzeitig ermittelten Plasmaleptin- und Plasmainsulinspiegeln bel Mannchen wie Weib-
chen (s. Tabelle 3.4).
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3.3.2.2. Vergleich der Mittelwerte

Zur Untersuchung, ob und wie die zusétzliche Schokoladenfitterung die Plasmal eptin- und
-insulinspiegel beeinfluf3t, wurden fir Tag 150 bzw. 190 die KQ-Mittelwerte + SEM dieser
Parameter bei nlchternen Tieren ermittelt (Abbildung 3.10, Tabelle 3.5). Am Tag 150 un-
terscheiden sich weder die Mannchen (aber mit Tendenz, P = 0,065) noch die Weibchen
aus den einzelnen Aufzuchtarten in der Plasmaleptinkonzentration signifikant voneinan-
der. Doch zeigen die heterozygoten Mannchen bzw. Weibchen einen um 35% bzw. 40%
hoheren Plasmaleptinspiegel als die Wildtyp-Tiere (P < 0,05). Es bestehen keine Interak-

tionen zwischen Aufzuchtart und Genotypen bei Mannchen und Weibchen.

Erwartungsgeméal’ stieg bei den Méannchen der Plasmaleptinspiegel nach der hochkalori-
schen Zusatzfitterung in allen Aufzuchtarten an. Auch bei den als Welpen normal und
Ubererndhrten Weibchen stieg der Leptinspiegel an. Bel den als Welpen untererndhrten
Weibchen blieb dagegen der Plasmaleptinspiegel nahezu unveréndert. Jedoch unterschei-

den sich im Alter von 190 Tagen, auch nach der zusétzlichen 6-wdchigen hochkal orischen

Aufzucht- post-hoc-Test Genotyp
d150 | Geschlecht] = ™" "GN vs. NN | NN vs. KN | UNvs. KN | +/+vs. +/fa
Leptin m ns’ ns’ ns ns *
Insulin el ns ns e ns
Leptin W ns ns ns ns *
Insulin * ns ns’ ns ns

Aufzucht- post-hoc-Test Genotyp
d190 |Geschlecht| "™ UNVs.NN | NNvs. KN | UNVSKN | +/+vs. +/fa
Leptin Fxx Hx ns el ns

m
Insulin fakel o ns * ns
Leptin *okok e ns e s’
W
Insulin fakaked HAE ol ns ns

Tab. 3.5: An Tag 150 und 190 mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den Faktoren
Genotyp und Aufzuchtart) ermittelte Signifikanz der Unterschiede im Plasmaleptin- und
Plasmainsulinspiegel von mannlichen (m) und weiblichen (w) Zuckerratten, die entweder
als Welpen unter- (UN), normal- (NN), oder tberernahrt (KN) wurden. *** = P < 0,001;
** =P <(,01;* =P <0,05; ns =P >0,05; ns" = 0,05 <P <0,1.
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Abb. 3.10: Am Tag 150 (links) und Tag 190 (rechts) mittels zweifaktorieller Varianzanaly-
sen (mit den Faktoren Genotyp und Aufzuchtart) ermittelte KQ-Mittelwerte + SEM der
Plasmaleptin- und -insulinkonzentration von mannlichen und weiblichen Zuckerratten. Die
Tiere wurden entweder als Welpen unter- (UN, graue Balken), normal- (NN, weile
Balken) oder ubererndhrt (KN, schwarze Balken). Unmarkierte Balken symbolisieren
Wildtyp-Tiere, schraffierte Balken heterozygote Tiere. Die Signifikanz der Unterschiede ist
in Tabelle 3.5 dargestellt.

Zusatzdiét, die Plasmaleptinspiegel der als Welpen Uberernghrten Mannchen wie Weib-
chen nicht signifikant von denen der als Welpen normal erndhrten Tieren. Dagegen zeigen
die als Welpen unterernghrten Mannchen in diesem Alter um 30% niedrigere Werte als die
as Welpen normal ernghrten Tiere (P<0,01). Bel den Weibchen betragt dieser Unter-
schied sogar 50% (P <0,001). Der im Alter von 150 Tagen vorhandene Genotypunter-
schied besteht nur noch tendenziell (P = 0,055) bei den Weibchen und ist bei den Mann-
chen vollstéandig verschwunden. Wiederum bestehen keine Interaktionen zwischen Auf-

zuchtart und Genotyp.
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Im Alter von 150 Tagen hat die Aufzuchtart sowohl bei den Mannchen as auch bel den
Weibchen einen signifikanten Einflufd auf den Plasmainsulinspiegel, wobei sich weder die
als Welpen unterernghrten noch die Ubererndhrten Tiere signifikant von den als Welpen
normal erndhrten Tiere unterscheiden. Nur die als Welpen Uberernghrten Weibchen zeigen
tendenziell einen hoheren Plasmainsulinspiegel as die normal erndhrten Tiere (P < 0,056).
Bel den Mannchen zeigen die als Welpen untererndhrten Mannchen nur im Vergleich zu
den als Welpen Ubererndhrten Tiere um 50% niedrigere Werte (P < 0,01). Bel den Mann-
chen wie Weibchen besteht kein Genotypunterschied bzw. keine Interaktion zwischen Auf-
zuchtart und Genotyp.

Erwartungsgemal’ sind die Plasmainsulinspiegel der Mannchen nach der hochkal orischen
Zusatzfutterung in allen Aufzuchtarten gestiegen. Aber auch am Tag 190 zeigt der Plasma-
insulinspiegel der als Welpen Uberernghrten Mannchen keinen signifikanten Unterschied
im Vergleich zu den als Welpen normal erndghrten Tieren. Die als Welpen untererndhrten
Mannchen zeigen in diesem Alter jedoch signifikant (50%) niedrigere Werte als die als
Welpen normal ernghrten Tiere. Der Plasmainsulinspiegel der als Welpen normal ernahr-
ten Weibchen verdreifachte sich sogar zwischen Tag 150 und Tag 190. Entgegen den
Erwartungen war bei den als Welpen tbererndhrten Weibchen der Plasmainsulinspiegel im
Alter von 190 Tagen dagegen nur halb so hoch wie der der 150 Tage alten Tiere, so dal3 sie
signifikant (30%) niedrigere Plasmainsulinspiegel haben als die a's Welpen normal ernéhr-
ten Tiere. Da auch nach Uberpriifung der einzelnen Daten keine Fehlerquellen entdeckt
wurden, und die Bedingungen fir die Blutentnahme jedesmal gleich waren, ist fir dieses
Uberraschende Ergebnis kein Mefdfehler zu erkennen. Die Plasmainsulinspiegel der als
Welpen untererndhrten Weibchen liegen erwartungsgemald signifikant (70%) niedriger als
die der als Welpen normal ernghrten Tiere. Wiederum besteht im Alter von 190 Tagen bei
Mannchen bzw. Weibchen kein Genotypunterschied bzw. keine Interaktion zwischen Auf-
zuchtart und Genotyp.

Fazit:

Der Plasmaleptinspiegel ist bei Mé@nnchen und Weibchen am Tag 150 locker und nach der
hochkalorischen Zusatzfitterung am Tag 190 eng mit dem Koérperfettgehalt korreliert. Im
Alter von 150 Tagen ist bet Mannchen und Weibchen im Plasmaleptinspiegel ein signifi-
kanter Genotypunterschied vorhanden, der jedoch nach der hochkalorischen Zusatzf(it-
terung am Tag 190 bei den méannlichen Tieren verschwindet und bei den Weibchen nur
noch tendenziell besteht. Umgekehrt bestent noch kein signifikanter Einflu der
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Aufzuchtart auf den Plasmaleptinspiegel am Tag 150. Nach der hochkal orischen Zusatzf (it-
terung hat sich im Alter von 190 Tagen bel den als Welpen untererndhrten Mannchen und
Weibchen ein signifikanter Unterschied gegentiber den normal erndhrten Tieren ent-

wickelt, nicht jedoch bel den tibererndhrten Tieren.

Auch der Plasmainsulinspiegel korreliert bel den Méannchen im Alter von 150 und 190
Tagen mit dem Korperfettgehalt. Bel den Weibchen dagegen besteht nur am Tag 190 eine
signifikante Korrelation des Plasmainsulinspiegels mit dem Korperfettgehalt. Die Korrela-
tionen sind aber lockerer als die mit dem Plasmaleptinspiegel. Die Aufzuchtart hat im Alter
von 150 und 190 Tagen sowohl bei den Mannchen als auch bei den Weibchen einen signi-

fikanten Einflul® auf den Plasmainsulinspiegel.

3.4. Zusammenhang zwischen Absetz-Kdrpermasse und Korper-
masse bzw. Kérperzusammensetzung des adulten Tieres

Um zu kléren inwieweit die Korpermasse, die Kdorperzusammensetzung sowie der Plas-
maleptin- und Plasmainsulinspiegel beim adulten Tier durch die Korpermasse beim Abset-
zen (Tag 21) beeinfluf3t wird, wurden Korrelationsanalysen durchgefihrt. Die Betrachtung
der fUr Tag 90 abgebildeten Einzelwerte zeigt bei Mannchen und Weibchen deutlich, dal3
es zwischen den einzelnen Aufzuchtarten Uberschneidungen gibt, und sich die Bezie-
hungen fir die verschiedenen Aufzuchtarten nicht aufféllig unterscheiden, so dal3 jeweils
gemeinsame Regressionsgeraden ermittelt werden kénnen. Die Korpermasse der adulten
Zuckerratten ist in allen drei untersuchten Altersstufen und bel beiden Geschlechtern,
besonders bei den Mannchen, eng mit der Korpermasse der Absetzlinge korreliert (Abbil-
dung 3.11). Dabei besteht bei Mannchen wie Weibchen am Tag 90 die engste Korrelation
(s. Tabelle 3.6). Ein Vergleich der Geraden fur die Méannchen zeigt wahrend der normalen
Fitterung zwischen d90 und d150 eine signifikante Parallelverschiebung der Geraden zu
einer hoheren Korpermasse (P < 0,001 fur den y-Achsenabschnitt). Nach Futterung der
hochkalorischen Diét bis zum Tag 190 zeigen Mannchen, die im Alter von 21 Tagen eine
hohe Korpermasse hatten eine starkere Zunahme als Tiere, die am Tag 21 eine geringe
Korpermasse aufwiesen. Dies spiegelt sich in der grol3eren Steigung (P < 0,05) der Regres-
sionsgerade in diesem Alter im Vergleich zu den Regressionsgeraden fir die anderen Tage

wider.
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Zwar ist auch bei den Weibchen die Steigung der Regressionsgeraden im Alter von 190
Tagen am hochsten, die Unterschiede in der Steigung sind jedoch nicht signifikant. Wah-
rend der Schokoladenfitterung nehmen also Tiere, die im Alter von 21 Tagen eine geringe

K orpermasse aufwiesen nicht signifikant stérker zu als Tiere, die im selben Alter eine ho-

here KOrpermasse hatten.
Mannchen:
Alter [d] n r Signifikanz gegen Null Steigung
90 57 0,90 *kk 29
150 57 0,86 fakaked 3,5
190 56 0,85 fakaked 4,6
Weibchen:
Alter [d] n r Signifikanz gegen Null Steigung
90 56 0,70 Fkk 1,3
150 56 0,70 fakaked 0,5
190 55 0,63 fakaked 1,8

Tab. 3.6: Ubersicht tiber die Korrelationskoeffizienten (r) und Steigungen der Beziehung
zwischen den Korpermassen an Tag 90, 150 bzw. 190 von ménnlichen (m) und weiblichen
(w) Zuckerratten und ihrer Korpermasse an Tag 21. *** =P <(0,001; **=P <0,01;
* = P <0,05; ns =P >0,05; ns* = 0,05 <P< 0,1; n = Anzahl der ausgewerteten Daten.

Fur die Korrelation des Fettgehalts bzw. der FFDM mit der Kdrpermasse am Tag 21
konnte fir Mannchen wie Weibchen jeweils eine gemeinsame Regressionsgerade fir die
Daten der unterschiedlichen Aufzuchtarten erstellt werden, da die Werte Uberlappen und
sich die Beziehung in den einzelnen Gruppen nicht systematisch unterscheidet. Der als
Mal} fur die Adipositas dienende Fettgehalt der adulten Mannchen und Weibchen hangt
sowohl im Alter von 150 Tagen als auch nach der hochkalorischen Zusatzfitterung am
Versuchsende signifikant (P < 0,001) von der Korpermasse am Tag 21 ab, auch wenn die
Korrelationskoeffizienten relativ niedrig sind (Tabelle 3.7, Abbildung 3.12). Die FFDM ist
dagegen bei den Méannchen an beiden Terminen eng (r = 0,86) mit der Korpermasse am
Tag 21 korreliert (Tabelle 3.7, Abbildung 3.13). Bei den Weibchen ist der Korrelations-
koeffizient zwar an beiden Tagen niedriger als bei den Mannchen, doch ist er ebenfalls am
Tag 190 hoher als fur den Korperfettgehalt. Demnach werden also nicht nur der Korper-
fettgehalt, sondern vor alem die FFDM der adulten Mannchen und Weibchen durch die
K 6rpermasse beim Absetzen beeinfluf3t.
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Abb. 3.11: Korrelation zwischen der Koérpermasse am Tag 90, 150 sowie 190 und der
Kdrpermasse am Tag 21 fur mannliche (oben) und weibliche (unten) Zuckerratten. Als
Welpen uber- (schwarze Symbole), normal (weille Symbole) oder untererndhrte (graue
Symbole) +/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten der Weibchen sind mit ei-
nem Kreuz gekennzeichnet. Fir die Korrelationen am Tag 150 und 190 sind zugunsten der
Ubersichtlichkeit die 95% Konfidenzintervallen statt der Einzelwerte dargestellt. Korrela-
tionskoeffizienten siehe Tabelle 3.6.

55



d150 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null Steigung
Fett [%0] m 53 0,86 *kk 0,2
FFDM [g] 53 0,86 *kk 0,2
Fett [%0] W 57 0,66 *k* 0,1
FFDM [qg] 57 0,66 *kk 0,1

d190 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null Steigung
Fett [%] m 56 0,63 **% 0,2
FFDM [g] 56 0,86 *kk 08
Fett [%0] W 58 0,48 **k*k 0,2
FFDM [g] 58 0,59 *kk 0,2

Tab. 3.7: Ubersicht iiber die Korrelationskoeffizienten (r) und Steigungen der Beziehung
zwischen Korperfettgehalt bzw. fettfreier Trockenmasse (FFDM) von méannlichen (m) und
weiblichen (w) Zuckerratten und ihrer Korpermasse an Tag 21 (bei semilogarithmischer
Darstellung). Die Werte der 150 Tage alten Tiere wurden mittels der jeweiligen im Alter
von 190 Tagen ermittelten Geradengleichung fiir die Regression der untersuchten
Parameter gegen die TOBEC®-MeRwerte berechnet. *** =P < 0,001; ** =P <0,01;
* =P <0,05; ns =P >0,05; ns" = 0,05 <P < 0,1; n = Anzahl der ausgewerteten Daten.
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Abb. 3.12: Korrelation zwischen dem Korperfettgehalt am Tag 190 und der Kérpermasse
am Tag 21 von mannlichen (oben, r = 0,63) und weiblichen (unten, r = 0,48) Zuckerratten.
Als Welpen (ber- (schwarze Symbole), normal- (weille Symbole) oder untererndhrte
(graue Symbole) +/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten der Weibchen sind
mit einem Kreuz gekennzeichnet.
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Abb. 3.13: Korrelation zwischen der fettfreien Trockenmasse (FFDM) am Tag 190 und der
Kérpermasse am Tag 21 von mannlichen (r = 0,86) und weiblichen (r = 0,59) Zuckerrat-
ten. Als Welpen uber- (schwarze Symbole), normal- (weile Symbole) oder unterernéhrte
(graue Symbole) +/+ Tiere (Kreise) und +/fa Tiere (Dreiecke). Daten der Weibchen sind
mit einem Kreuz gekennzeichnet.

Fur die Korrelationen von Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel mit der Korpermasse
beim Absetzen kann fir die Mannchen und Weibchen jeweils eine gemeinsame Regres-
sionsgerade fir die unterschiedlichen Aufzuchtarten erstellt werden, da die Werte der ein-
zelnen Gruppen sich zum Teil Uberschneiden und auf einer Geraden liegen (nicht darge-
stellt). Sowohl der Plasmaleptin- als auch der Plasmainsulinspiegel der Méannchen zeigt
eine lockere (0,32 <r <0,42) aber aufgrund der groflen Anzahl signifikante Korrelation
mit der Korpermasse am Tag 21 (0,01 < P < 0,05; Tabelle 3.8) an. Dabel ist die Korrela-
tion des Plasmal eptinspiegels mit der Korpermasse am Absetztag am Tag 190 enger als am
Tag 150 wahrend sich beim Plasmainsulinspiegel kein Unterschied zwischen diesen beiden
Tagen ergibt. Bei den Weibchen besteht am Tag 150 nur tendenziell eine Korrelation des
Plasmal eptinspiegels mit der Korpermasse am Tag 21, im Alter von 190 Tagen ist die Kor-
relation mit der Korpermasse am Tag 21 dagegen signifikant. Der Plasmainsulinspiegel der
Weibchen zeigt weder am Tag 150 noch am Tag 190 eine signifikante Korrelation mit der

KOrpermasse am Tag 21.
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d150 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null Steigung
Leptin m 50 0,32 * 0,1
Insulin 54 0,41 **x 0,8
Leptin w 58 0,23 ns’ 0,0
Insulin 52 -0,16 ns -0,5

d190 Geschlecht n r Signifikanz gegen Null Steigung
Leptin m 54 0,42 *% 0,2
Insulin 53 0,36 **x 1,7
Leptin W 57 0,50 Fhex 0,1
Insulin 57 0,18 ns 0,7

Tab. 3.8: Ubersicht (iber die Korrelationskoeffizienten (r) und Steigungen der Beziehung
zwischen Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel von mannlichen (m) und weiblichen (w)
Zuckerratten und ihrer Kdrpermasse an Tag 21 (bei semilogarithmischer Darstellung).
*** =P <(0,001; *=P<0,01; *=P<0,05 ns=P>0,05 ns =0,05=<P<0,1;
n = Anzahl der ausgewerteten Daten.

Fazit:

Nicht nur die Koérpermasse und der Korperfettgehalt der adulten Zuckerratten werden von
der Kdrpermasse am Absetztag bzw. durch die ihr zugrunde liegenden Unterschiede in der
fruhpostnatalen Ernghrung beeinflufd, sondern auch die FFDM hangt im besonderen Mal3e
von ihr ab. Die hochkalorische Zusatzfitterung bzw. das hohere Alter bewirken beim
Plasmaleptinspiegel, dal3 die Korrelation mit der Koérpermasse am Tag 21 enger wird,
dagegen Uben sie auf den Zusammenhang mit dem Plasmainsulinspiegel keinen Einfluld
aus.

3.5. EinflulR der Aufzucht durch Ammen eines anderen Stammes

3.5.1. Aufzucht von Zuckerrattenwelpen durch Wistarratten-Ammen

Die Korperfettmasse der Mannchen, die von Wistarratten-Ammen aufgezogen wurden,
sowie die der in einer Vergleichsstudie von Zuckerrattenmiittern aufgezogenen Tiere bei-
den Geschlechts (Scholch 2001) korreliert in allen Versuchsgruppen eng mit der Feucht-
masse (Abbildung 3.14). Die Korperfettmasse der von Wistarratten-Ammen aufgezogenen
Weibchen zeigt zwar keine signifikante Korrelation mit der Feuchtmasse, doch beruht dies
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vermutlich nur auf dem sehr engen Bereich (+/+: 44,6 bis 47,9 g; +/fa: 45,2 bis 48,4 g), in
dem die Werte fir die Feuchtmasse liegen, da sowohl die Steigung wie die Streuung der
Werte um die Regressionsgerade nicht auffallend grof3er ist als in den anderen Gruppen.
Bel einem Vergleich von Zuckerrattenwelpen, die im kleinen Nest von Wistarratten-
Ammen statt von Zuckerrattenmttern (Scholch 2001) aufgezogen wurden, ist erkennbar,
dai? die von Wistarratten-Ammen aufgezogenen Tiere, bei z.T. gleicher Feuchtmasse, eine
deutlich hohere Fettmasse haben. Aul3erdem fallt auf, dald 80% der Mannchen und Weib-
chen der von Wistarratten-Ammen aufgezogenen Tiere eine Feuchtmasse von > 45 g ha
ben, wéahrend bei den durch Zuckerrattenmutter im kleinen Nest aufgezogenen Mannchen
36% und bei den Weibchen 23% in diesem Bereich liegen. Bel Betrachtung des Genotyp-
unterschiedes innerhalb der durch Wistarratten-Ammen aufgezogenen Tiere zeigt sich bei
den Heterozygoten im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren eine signifikante (P < 0,001)
Parallelverschiebung der Geraden zu héheren Fettwerten bei Mannchen wie Weibchen. Fir
die FFDM ergeben sich sehr enge Korrelationen mit der Feuchtmasse fur Mannchen
(+/+: 0,93; +/fa: 0,95) und Weibchen (+/+: 0,90; +/fa: 0,90). Innerhalb der durch Wistar-
ratten-Ammen aufgezogenen Tiere ergibt sich fur die Mannchen kein Genotypunterschied
fur die Korrelation zwischen FFDM und Feuchtmasse, bei den Weibchen jedoch zeigen die
Werte der Heterozygoten im Vergleich zu den Wildtypen eine signifikante Parallelver-
schiebung (P < 0,05) der Geraden zu héheren FFDM-Werten.

Die hier erhobenen Werte wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit Hilfe einer zweifakto-
riellen Varianzanalyse, mit den Faktoren Genotyp und Aufzuchtart, mit den Werten von
Schdlch (2001) verglichen. Die aus dieser Auswertung resultierenden KQ-Mittelwerte sind
in Abbildung 3.15 dargestellt. Zuckerrattenwelpen, die im kleinen Nest von Wistarratten-
Ammen aufgezogen wurden, zeigen bei allen untersuchten Parametern am Tag 21 signifi-
kant (P < 0,001) hohere Werte im Vergleich zu den Tieren, die von Zuckerrattenmuttern
im kleinen und normalen Nest aufgezogen wurden. So ist die KOrpermasse von durch
Wistarratten-Ammen aufgezogenen Mannchen und Weibchen gegentiber den von Zucker-
rattenmuttern im kleinen Nest aufgezogenen Tieren um knapp 10% erhéht. Die FFDM
zeigt sehr dhnliche Veradnderungen. Eine deutlichere Zunahme erfolgt bei der Korperfett-
masse. Bel den Mannchen aus der Aufzucht mit einer Wistarratten-Amme nimmt die Fett-
masse gegeniber im kleinen Nest von Zuckerrattenmittern aufgezogenen Tieren des glei-
chen Genotyps bei den Wildtyp-Tieren um 60% bzw. bei den heterozygoten Tieren um
40% zu. Bei den Weibchen ist der Anstieg noch deutlicher. Hier liegt die Fettmasse bel

den Tieren aus der Aufzucht mit Wistarratten-Ammen um 85% (+/+) bzw. 50% (+/fa)
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Abb. 3.14: Korrelation zwischen Korperfettmasse (links) bzw. fettfreier Trockenmasse
(rechts) und Feuchtmasse 21 Tage alter mannlicher (oben) und weiblicher (unten) Zucker-
ratten, die von Wistarratten-Ammen (graue Symbole) im kleinen Nest aufgezogen wurden.
Als Vergleich sind von Zuckerrattenmuttern (schwarze Symbole; Scholch 2001) in einem
kleinen Nest aufgezogene Tiere dargestellt. Als weitere Referenzwerte sind die fur Mann-
chen und Weibchen gemeinsam ermittelten Regressionsgeraden fiir im normalen Nest
(weille Symbole, Schdlch 2001) aufgezogene Tiere in beiden Teilen der Zeichnung darge-
stellt. Daten weiblicher Tiere sind mit einem Kreuz gekennzeichnet. Kreis, durchgehende
Linie: +/+, Dreieck, gestrichelte Linie: +/fa. Der Korrelationskoeffizient (r) fur die hier
erhobenen Daten aus der Aufzucht durch Wistarratten-Ammen ist fir die M&annchen
0,90 <r<0,93 (+/+) bzw. 0,84 <r < 0,95 (+/fa) und fur die Weibchen 0,43 <r < 0,88
(+/+) bzw. 0,59 <r < 0,92 (+/fa). Fur die von Schoélch erhobenen Werte ergeben sich
Korrelationskoeffizienten im gleichen Bereich.
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Abb. 3.15: Mittels zweifaktorieller Varianzanalysen (mit den Faktoren Genotyp und Auf-
zuchtart) ermittelte KQ-Mittelwerte (+ SEM) der Kérpermasse, der fettfreien Trocken-
masse (FFDM), der Korperfettmasse und des Korperfettgehaltes von 21 Tage alten mann-
lichen und weiblichen Zuckerratten, die von Wistarratten-Ammen (WA, graue Balken) im
kleinen Nest aufgezogen wurden. Als Vergleich dienen Tiere, die von Zuckerrattenmittern
im normalen Nest (NN, weille Balken) bzw. im kleinen Nest (KN, schwarze Balken) aufge-
zogen wurden (Scholch 2001). Unmarkierte Balken symbolisieren Wildtyp-Tiere, schraf-
fierte Balken heterozygote Tiere. Signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen in-
nerhalb einer Aufzuchtart sind mit *** = P < 0,001 und * = P < 0,05 gekennzeichnet. Ein
Vergleich der einzelnen Aufzuchtarten untereinander zeigte flr alle untersuchten Para-
meter sowohl bei den +/+ als auch den +/fa-Tieren signifikante Unterschiede (P < 0,001),
die deshalb in der Abbildung nicht im einzelnen markiert sind.
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hoher als bei den von Zuckerrattenmuttern im kleinen Nest aufgezogenen Tieren gleichen
Genotyps. Da die Korpermasse nur um 10%, die K érperfettmasse aber um mindestens 40%

ansteigt, ist der Korperfettgehalt entsprechend deutlich erhéht.

Fazit:

Die Aufzucht im kleinen Nest durch Wistarratten-Ammen fihrt zu einer Erhdhung aller
untersuchten Parameter. Besonders die Korperfettmasse ist bei den von Wistarratten-
Ammen aufgezogenen Welpen gegentber den von Zuckerrattenmiittern im kleinen Nest
aufgezogenen Tieren deutlich vermehrt. Bei einer Aufzucht durch Wistarratten-Ammen im
kleinen Nest scheint der Effekt auf die Erhdhung der Feucht- und Fettmasse bel den He-
terozygoten jedoch schwécher zu sein as bel den Wildtyp-Tieren. Die Betrachtung der
Regressionen zeigt alerdings zum einen, dal3 alle Werte der Feuchtmasse bei den hetero-
zygoten Tieren aus der Ammenaufzucht eng zusammengedrangt im obersten Bereich der
Werte der von Zuckerrattenmtter aufgezogenen Heterozygoten liegen. Zum anderen riickt
auch die Feuchtmasse der Wildtyp-Tiere, die bei Aufzucht durch Zuckerrattenmiitter deut-
lich unter den Werten der heterozygoten Tiere liegen, durch die Ammenaufzucht ebenfalls
in den gleichen schmalen Bereich ihrer heterozygoten Wurfgeschwister. Dies konnte da-
rauf hindeuten, dal3 eine physiologische Obergrenze fir diese Werte bei Absetzlingen er-
reicht worden ist, die den relativ schwachen Effekt der Ammenaufzucht auf die heterozy-

goten Tiere erklart.

3.5.2. Aufzucht von Wistarrattenwelpen durch Zuckerratten-Ammen

Um den unterschiedlichen Einflul, den eine Aufzucht durch Zucker- bzw. Wistarratten auf
die Welpen hat, zu kldren, wurden auch umgekehrt Wistarrattenwelpen im kleinen Nest
von Zuckerratten-Ammen aufgezogen. In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse dieses Ver-
suchsansatzes den von Schdlch (2001) erhobenen Werten gegeniiber gestellt. In allen Ver-
suchsgruppen und bei beiden Geschlechtern besteht wieder eine enge Korrelation der Kor-
perfettmasse mit der Feuchtmasse. Dabel fallt deutlich auf, da® die im kleinen Nest von
Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Wistarrattenwelpen sowohl eine erheblich niedrigere
Feucht- als auch Fettmasse zeigen a's die von Wistarrattenmdittern im kleinen Nest aufge-
zogenen Tiere. Die Werte aller im kleinen Nest aufgezogenen Tiere liegen jedoch auf einer
Geraden, d. h., die von Zuckerratten aufgezogenen Welpen zeigen zwar eine niedrigere
Feuchtmasse, haben aber die bei dieser Feuchtmasse fur im kleinen Nest aufgezogene

Tiere zu erwartende Fettmasse. Die Feuchtmasse der von Zuckerratten-Ammen im kleinen
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Nest aufgezogenen Welpen ist dabel so niedrig, dal3 sie in etwa der von Tieren, die im nor-
malen Nest aufgezogen wurden, entspricht. Ihre Fettmasse ist dagegen hoher as die von
gleich schweren Tieren im normalen Nest. Zudem zeigt der Vergleich der Regressionsge-
raden, dal3 die Steigung fur die von Zuckerratten-Ammen im kleinen Nest aufgezogenen
Tiere mit 0,29 deutlich steiler ist, as die fir die im normalen Nest aufgezogenen Welpen
mit 0,13 (P < 0,01).
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Abb. 3.16: Korrelation zwischen Korperfettmasse und Feuchtmasse 21 Tage alter Wistar-
ratten, die im kleinen Nest von Zuckerratten-Ammen (graue Symbole) aufgezogen wurden.
Als Vergleich dienen Tiere, die von Wistarrattenmittern im normalen (weif3e Symbole)
bzw. im kleinen Nest (schwarze Symbole) aufgezogen wurden (Schdélch 2001). Daten weib-
licher Tiere sind mit einem Kreuz gekennzeichnet. Da keine Unterschiede zwischen den
Geschlechtern zu erkennen sind, wurden jeweils gemeinsame Regressionsgeraden berech-
net. Die Korrelationskoeffizienten fiir die drei Aufzuchtarten sind r = 0,75 (Zuckerratten-
Amme), 0,86 (kleines Nest) und 0,89 (normales Nest).

In Abbildung 3.17 sind die Mittelwerte + SEM der verschiedenen Parameter fir die von
Zuckerratten-Ammen im kleinen Nest aufgezogenen Wistarrattenwelpen im Vergleich zu
den Mittelwerten von Tieren dargestellt, die von Wistarrattenmuttern im kleinen und nor-
malen Nest aufgezogen wurden (Schélch 2001). Die statistischen Signifikanzen der Unter-
schiede wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse ermittelt. Es ist wiederum deut-
lich zu erkennen, dal3 die von Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Wistarratten im Mittel
eine dhnliche Kdrpermasse und FFDM haben wie Tiere, die im normalen Nest von Wistar-
rattenmuttern aufgezogen wurden. Dagegen ist bei der Fettmasse und dem Fettgehalt der
von Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Mannchen eine Zunahme von jeweils 65% und
bei den Weibchen eine Zunahme von jewells 35% gegentiber den Werten von im normalen
Nest aufgezogenen Tieren zu beobachten. Ein Vergleich der Tiere, dieim kleinen Nest von
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Abb. 3.17: Mittelwerte (+ SEM) der Kdérpermasse, der fettfreien Trockenmasse (FFDM),
der Korperfettmasse und des Korperfettgehaltes von 21 Tage alten mannlichen und weib-
lichen Wistarratten, die im kleinen Nest von Zuckerratten-Ammen (ZA, graue Balken) auf-
gezogen wurden. Als Vergleich dienen Tiere, die von Wistarrattenmittern im normalen
(NN, weilRe Balken) bzw. im kleinen Nest (KN, schwarze Balken) aufgezogen wurden
(Scholch 2001). Signifikante Unterschiede zwischen den von Zuckerratten-Ammen im
kleinen Nest und von Wistarrattenmittern im normalen Nest aufgezogenen Tiere sind mar-
kiert. (*** =P < 0,001 und ** = P < 0,01). AuRerdem unterscheiden sich alle untersuch-
ten Parameter der Tiere, die im kleinen Nest von Wistarrattenmittern signifikant
(P < 0,001) von denen, die von Zuckerratten-Ammen aufgezogen wurden.

64




Ergebnisse

Zuckerratten-Ammen aufgezogen wurden, mit denen, die von Wistarrattenmittern aufge-
zogen wurden, zeigt signifikant niedrigere Werte fir alle untersuchten Parameter. Bei den
von Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Mannchen ergibt sich eine Kdrpermasse und
FFDM, die rund 30%, eine Fettmasse, die 46% und ein Korperfettgehalt, der knapp 22%
niedriger ist als die Werte fur die von Wistarrattenmuttern ebenfalls im kleinen Nest
aufgezogener Tiere. Da bel den Weibchen die Korpermasse und FFDM nur um rund 20%
niedriger ist, die Fettmasse aber um 46%, ist der Fettgehalt Uber 30% niedriger als bei den
von Wistarrattenmittern aufgezogenen Tieren.

Fazit:

Es ist wiederum sehr deutlich zu erkennen, welchen Einfluf3 die Aufzucht durch Ammen
eines anderen Stammes auf die Entwicklung der Welpen hat. Zum einen zeigen die im
kleinen Nest von Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Tiere zwar die gleiche Korrelation
zwischen Feucht- und Fettmasse, jedoch wesentlich niedrigere Werte, als die von Wistar-
rattenmuttern im kleinen Nest aufgezogenen Tiere. Zum anderen zeigen die im kleinen
Nest von Zuckerratten-Ammen aufgezogenen Wistarratten zwar eine dhnliche Feucht-
masse wie die im normalen Nest von Wistarrattenmittern aufgezogenen Tiere, gleichzeitig
jedoch eine deutlich héhere Fettmasse. Die Aufzucht von Wistarrattenwelpen im kleinen
Nest (frihpostnatale Ubererndhrung) durch Zuckerratten-Ammen bewirkt somit einen se-
lektiven Anstieg der Fettmasse, wahrend die Aufzucht im kleinen Nest durch Wistar-
rattenmuttern zusétzlich zu einer deutlichen Erhdhung der FFDM im Vergleich zur Auf-
zucht im normalen Nest flhrt
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4. Diskussion

4.1 Manipulationen in kritischen Entwicklungsphasen

4.1.1 Kritische Entwicklungsphase

Fundamentale Lebensprozesse wie Reproduktion, Metabolismus und Informationsverar-
beitung werden von Rickkopplungs-Systemen reguliert. Dorner stellte die Hypothese auf,
dai? die Empfindlichkeit von zentralnervids gesteuerten Regelkreisen durch die Konzentra-
tionen der an der Steuerung beteiligten Hormone, Metaboliten und Neurotransmitter wah-
rend kritischer Entwicklungsphasen im Muitterleib und beim Neonaten ,, vorprogrammiert*
wird (Dorner 1974). Auf diese Weise sollen Konzentrationsstérungen, ausgelost durch
veranderte Umweltbedingungen, wahrend kritischer Entwicklungsphasen zu Iebenslangen
Funktionsstérungen fuhren kdnnen und zwar sowohl in Verbindung mit, as auch unabhan-
gig von genetischen Veranlagungen (Dorner 1976 und 1986, Ravelli et al. 1976). Das Mo-
dell des, Programmierens’ oder auch des , foetalen Ursprungs® (fetal origin) wurde spéter
auch von anderen Autoren verwendet (Barker 1990, Silverman et al. 1996, Srinivasan et al.
2003, Lucas 1998, Vickers et a. 2000). In Bezug auf den Zusammenhang zwischen der
frihen Erndhrungssituation und den spateren Folgen/Wirkungen, verursacht durch biologi-
sche Mechanismen, verwendeten Waterland & Garza (1999) den Begriff der metaboli-
schen Prégung. Kennzeichen einer Prégung sind demnach, dal3 @) sie nur in einem engen
Zeitfenster (kritische Entwicklungsphase) moglich ist, b) sie eine lebenslange Auswirkung
hat, c) ihre Auswirkung spezifisch und mef3bar ist und d) der Effekt dosisabhangig ist bzw.
eine Schwellenwert-Beziehung zwischen Einwirkung und Folge besteht. Beispiele, bei
denen das Konzept der kritischen Entwicklungsphase auch auf die Kérpermassen- bzw.
Adipositasentwicklung angewandt wurde, gibt es sowohl bel Menschen (Ravelli et al.
1976, Dietz 1994) als auch bel Ratten (Oscai & McGarr 1978). Levin vermutet, dal3 meta-
bolische Pragungen, die aus einer positiven Energiebilanz resultieren, zusammen mit ge-
netischen Prédispositionen Modifikationen des neuralen Systems fir die Regulation der
Energiehomdostase und somit eine Anhebung des Koérpermassen-Sollwertes bewirken
(Levin 2000). Zur Untersuchung der Frage inwieweit die Adipositasentwicklung im adul-
ten Tier von den Umweltbedingungen in der frih-postnatalen Phase abhéngt, kann z.B. die

Milchverfugbarkeit durch unterschiedliche WurfgrofRen manipuliert werden.
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4.1.2 Manipulation der frih-postnatalen Umwelt

Bereits in den 1920ern erkannte Parkes den Einflul3 der Wurfgrofie auf das Wachstum von
Mausen (Parkes 1926). Dabei basierten seine Beobachtungen allerdings auf der Untersu-
chung natirlicher Wurfgrofien und implizierten somit die Moglichkeit sowohl einer in-
trauterinen als auch einer postnatalen Uber- bzw. Untererndhrung. In spateren Arbeiten
wurden die Wurfgrofien erst postnatal manipuliert (Widdowson & McCance 1960, Knittle
& Hirsch 1968), um die postnatalen Einfliisse separat von den intrauterinen Einfllssen
beurteilen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein vergleichbarer experimenteller
Ansatz verfolgt. Mit der Wurfgrof3e steigt bzw. sinkt bei Nagetieren die Laktationsleistung
der Muttertiere (Blaxter 1961, Fiorotto et al. 1991, Russell 1980). Da die Anzahl der Wel-
pen in den ersten Tagen nach der Geburt entscheidend fur die Milchleistung ist
(Edwardson & Eayrs 1967), wurden in der vorliegenden Arbeit, um die Milchsekretion
optimal zu stimulieren, die Wirfe erst am Tag 3 p.n. reduziert. Danach wurden in der
Versuchsserie | abwechselnd kleine und normale Wurfe von 2-3 Muttertieren gesdugt (s.
2.2.1). Diese ,Rotation” der Welpen sollte zum einen die Ubererndhrung der kleinen
Wirfe durch das grofiere verfigbare Milchvolumen verstérken, da wir die Einstellung
einer mittleren Laktationsleistung (zwischen der fur kleine und normale Wirfe) erwarteten.
Zum anderen wurde mit dieser Versuchsanordnung berticksichtigt, daf’ die verwendete
Zuckerratte ein Auszuchtstamm ist, der individuelle Unterschiede im genetischen
Hintergrund aufweist. Dadurch kann das Verhalten und die Milchzusammensetzung der
Mutter beeinfluf3t sein, was durch die ,, Rotation* weitgehend eliminiert wird. Unterschiede
zwischen den Gruppen aufgrund der Anzahl (2 oder 3) der am Austausch beteiligten
Muttertiere konnten nicht festgestellt werden, da fir eine statistische Aussage zu wenige
Gruppen untersucht wurden.

Neben der Milchmenge hat die Wurfgréf3e auch auf die Milchzusammensetzung einen si-
gnifikanten Einflul3, wie Fiorotto an Sprague-Dawley-Ratten zeigte (Fiorotto et al. 1991).
So hatte ab Tag 6 die Milch von Muittertieren, die ausschlief3dlich ein kleines Nest (4 Wel-
pen) saugten, eine signifikant hohere Fettkonzentration und Milch von Multtertieren, die
ein grof3es Nest (GN, 16 Welpen) versorgten, eine signifikant niedrigere Fettkonzentration
als Milch von Muttertieren, die ein normales Nest (NN, 10 Welpen) versorgten. In dieser
Arbeit wurde jedoch nicht untersucht, inwieweit der tagliche Wechsel zwischen den zu
sdugenden kleinen (KN) und normalen (UN = unterernghrten normalen) Nestern Unter-

schiede in der Milchzusammensetzung der Multtertiere verringerte. Es ist allerdings davon
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auszugehen, dal3 durch den taglichen Wechsel die KN- und UN-Tiere im wesentlichen

Milch derselben Zusammensetzung erhielten, das VVolumen pro Kopf jedoch variierte.

Das Ziel der verstarkten Uberernghrung durch die , Rotation* der Welpen wurde nicht er-
reicht. Vielmehr sind die Kdrpermassen am Tag 21 von unseren alternativ im kleinen Nest
gesaugten Welpen im Mittel etwas niedriger (Méannchen ca. 4 g, Weibchen ca. 1,5 g) as
von Absetzlingen aus kleinen Nestern aus einer anderen Arbeit (Scholch 2001), die aus
derselben Zuchtkolonie stammen und von ihrer eigenen Mutter aufgezogen wurden. Pro-
zentual war der Unterschied in der Koérpermasse zwischen KN- und NN-Mannchen in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls geringer als in der Schdlch-Arbeit (+15% statt +20%), bei
den Weibchen betrug der Unterschied in beiden Arbeiten jeweils ca. +20%. Aul3erdem
resultierte aus der alternierenden Versorgung der normalen Wurfe im Wechsel mit 1-2
kleinen Wirfen eine unerwartet grof3e Untererndhrung, wie ein Vergleich des postnatalen
Wachstums mit dem ohne Austausch aufgezogener Wirfe gleicher Grof3e zeigte. Ursache
fUr diese Uberraschenden Ergebnisse konnte sein, dal3 einerseits die Milchleistung schnel-
ler/stérker herunterreguliert wurde, al's erwartet, und andererseits der Milchfettgehalt weni-
ger langsamer/weniger hochreguliert wurde as bei permanenter Reduktion der Welpen-
zahl. Zusdétzlich konnte der tagliche Austausch der kleinen und normalen Nester eine Sto-
rung der Mutter-Wurf-Interaktion bewirken, und zwar deshalb, weil bei alternierender Ver-
sorgung die Welpen taglich von dem Muttertier neu akzeptiert werden mufdten. Die Kl&
rung der Frage, inwieweit die geringere Korpermasse der im kleinen Nest aufgezogenen
Tiere in dieser Studie auf die durch den taglichen Wechsel der sdugenden Mutter bedingte
Storung des Mutter-Wurf-Verhdtnisses zurlickzuftihren ist oder auf Unterschiede in der
Milchmenge bzw. -zusammensetzung bel der Versorgung mit derselben bzw. mit wech-
selnden Miittern beruht, wirde eine weitere Untersuchung erfordern, in der Muttertiere
zwischen gleich grofen Wurfen ausgetauscht werden mifiten. Dies wurde in der vorlie-
genden Studie nicht durchgefihrt, da die Untererndhrung der rotierten normalen Nester

nicht erwartet wurde.

4.2 Bestimmung der Korperzusammensetzung

Die in dieser Untersuchung angewendete direkte Anayse der Korperzusammensetzung
erfordert die Aufarbeitung des Korpergewebes und ist deshalb nur einmal (final) anwend-

bar. Fir die Kontrolle des Verlaufs von Anderungen in der K 6rperzusammensetzung miis-
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sen deshalb indirekte Methoden angewendet werden, die zwangsléufig weniger genau sind,
weil sie auf Vergleichsuntersuchungen basierende Eichungen voraussetzen. In der vorlie-
genden Arbeit wurden speziell Vergleiche direkter und indirekter Bestimmungen vor allem
des Fettgehalts durchgefuhrt, um die Prézision der letzteren fur das Untersuchungsmaterial
dieser Arbeit abzuschétzen. Die in der vorliegenden Untersuchung durchgefihrten Be-
stimmungen der Korperzusammensetzung mittels direkter und indirekter Methoden betra-
fen sowohl Wildtyp-Tiere als auch heterozygote Tiere unseres Zuckerratten-Auszucht-
stammes. Da sie sich in Bezug auf Einflisse sowohl der frih-postnatalen Erndhrung as
auch der spét postnatalen Zusatzfitterung auf die Korperzusammensetzung und der Héhe
der Plasmaleptinspiegel nur gering voneinander unterschieden, werden nachfolgend die

Ergebnisse fur die beiden Genotypen gemeinsam diskutiert.

4.2.1 Finale Methoden zur Bestimmung der Kérperzusammensetzung

4.2.1.1 Fettextraktion als Kalibrierungsmethode

Generell ist die Kombination von Gewebetrocknung und Fettextraktion die genaueste Me-
thode zur Bestimmung von Fettmasse, K 6rperwasser und fettfreier Trockenmasse (FFDM)
(Wang Z et al. 1999, Trocki et al. 1995). Ihre Ergebnisse sind fur jedes untersuchte Indivi-
duum gleich prézise. In der vorliegenden Untersuchung wurden die mit dieser Methode
erhobenen Befunde zur Eichung der Gbrigen hier angewendeten Methoden verwendet. Die-
se Methoden umfaldten als weitere finale, aber weniger aufwendige Methode die Bestim-
mung des sog. FFM*-Hydrationsfaktors (siehe 4.2.1.2) sowie die zur Verlaufskontrolle
eingesetzten Methoden der Korpermassenbestimmung (siehe 4.2.2.1) und der TOBEC®-
Anayse (siehe 4.2.2.2).

Um etwaige Methodikfehler bel der Bestimmung der K érperzusammensetzung durch Fett-
extraktion erkennen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit die Korrelation zum einen zwischen
Korper- und Feuchtmasse (nicht dargestellt) und zum anderen zwischen prozentualem
Wasser- und Fettgehalt (s. Abbildung 3.4) analysiert. Aufgrund der direkten Bestimmung
aller Komponenten bei jedem Individuum ergibt sich fir die Analyse von Versuchsgrup-

! fettfreie KOrpermasse, in einigen Arbeiten entspricht sie der lean body mass (LBM), manchmal wird auch
zwischen FFM und LBM unterschieden, wobel die LBM noch essentielle Lipide z.B. Lecithin, Phospholipide
enthalt (Sheng & Huggins 1979). Diese Unterscheidung ist jedoch energetisch unwichtig.
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pen (Stichproben), dal3 bereits kleinste Abweichungen von der prinzipiell &ulerst engen
Korrelation zwischen den direkt gemessenen Parametern auf Methodikfehler hinweisen. In
entsprechenden Korrelationen der Mef3werte aus der vorliegenden Untersuchung zeigte nur
ein as Welpe normal erndhrtes Mannchen aus einer Stichprobe von 114 Tieren, einen um
2 Prozentpunkte hoheren Fettgehalt als bei dem Wassergehalt zu erwarten war. In diesem
Fal war vermutlich die Trockenmasse nicht korrekt bestimmt worden. Aufgrund der
geringen Abweichung wurden die Daten dieses Tieres jedoch mit ausgewertet. Die Mef3er-
gebnisse bestédtigen aber insgesamt die hohe Prézision der direkten Bestimmung der Kor-
perzusammensetzung, vor allem des in dieser Untersuchung speziell interessierenden Fett-
gehalts.

4.2.1.2 Bestimmung der Kérperzusammensetzung mittels FFM-Hydrationsfaktor

In dieser Arbeit ist die Bestimmung der Korperzusammensetzung mittels des FFM-
Hydrationsfaktors eine weitere finale Methode. Sie hat den Vorteil, dal3 auf die aufwendige
Chloroformextraktion des Korperfetts verzichtet werden kann. Sie setzt aber eine entspre-
chende Kalibrierung voraus. Grundidee dieser Methode ist das Zwei-Kompartimente-Mo-
dell, bei dem der Korper in die Kompartimente fettfreie Korpermasse und Fettmasse einge-
teilt wird (Sheng & Huggins 1979). Die Berechnung des Fettgehalts basiert darauf, dal3 der
FFM-Hydrationsfaktor fir eine bestimmte Alters- und Versuchsgruppe konstant ist (Pace
& Rathbun 1945, Sheng & Huggins 1979, Wang Z et a. 1999). In den dazu durchgefihr-
ten Messungen an unseren Versuchstieren ist deutlich zu erkennen, dal? der FFM-Hydra-
tionsfaktor innerhalb der ersten Monate rapide und danach langsamer sinkt bis er sich, wie
eine parallel durchgefiihrte Diplomarbeit® zeigte, einem konstanten vom Rattenstamm un-
abhangigen Wert (Hf =0,71) ndhert. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigten sich wie
bereits bel Pace & Rathbun (1945) und Baer et al. (1993) keine Geschlechtsunterschiede.
Wie die parallel durchgefiihrte Diplomarbeit® ebenfalls zeigte, beeinflufdt jedoch die Ernah-
rung nach dem Absetzen bzw. die daraus resultierende verdnderte Korperzusammen-
setzung den FFM-Hydrationsfaktor. Es mussen daher fur jede Versuchsserie zundchst
genuigend Daten vorliegen, um den FFM-Hydrationsfaktor bestimmen zu konnen. Die Be-
funde dieser Arbeit belegen in Verbindung mit der parallel durchgefiihrten Diplomarbeit?,

2 Quelle: Diplomarbeit B. Petri, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitdt Marburg, 2003
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dai3 4 bis 5 vergleichende Bestimmungen von FFM-Hydrationsfaktor und Fettextraktion je
Aufzuchtart und Didtform ausreichen, um flr ein gegebenes Alter eine zuverldssige
Kalibrierung zu erreichen. Bel dieser Methode ist von Vorteil, dai individuelle biologische
Varianzen der Fettmasse erfaldt werden konnen, da ihrer Berechnung die individuelle
Gesamtkorperwassermasse zugrunde liegt. Der Nachtell einer finalen Bestimmung gegen-

Uber den Methoden zur Verlaufskontrolle liegt auf der Hand.

4.2.2 Methoden zur Verlaufskontrolle der Kérperzusammensetzung

4.2.2.1 Bestimmung der Korperzusammensetzung mittels Kérpermasse

Auch hier wurde zur Kalibrierung die Korpermasse mit dem Ergebnis der Fettextraktion
korreliert. Insgesamt korrelierten im Alter von 190 Tagen sowohl der Wassergehalt wie
auch die fettfreie Trockenmasse (FFDM) und die Kdrperfettmasse eng mit der Korpermas-
se der niichternen Mannchen und Weibchen. Damit ist die Korpermasse als Prédiktor die-
ser zwel Parameter beim Vergleich ausreichend grof3er Stichproben gut geeignet. Dies gilt
allerdings nur bel Versuchsgruppen, in denen eine grof3e Spannweite der Werte bisin hohe
Bereiche auftritt (z. B. bel Tieren mit genetisch oder diét-bedingter Adipositas), wie eine
Diplomarbeit® an Mausen zeigte, in der mit Standardfutter ernahrte normal gewichtige Tie-
re im Gegensatz zu hochkalorisch gefltterten Tieren mit didt-induzierter Adipositas keine
Korrelation zwischen Fett- und Feuchtmasse aufwiesen. Zudem kodnnen auch hier, wie bei
alen indirekten Methoden, die notwendigerweise Verallgemeinerungen voraussetzen, in-
dividuelle Abweichungen nicht erfaldt werden. Deutlich wird dieses Problem bei Betrach-
tung der Abbildung 3.3. Von den mittels der Chloroformextraktion ermittelten Daten der
Korrelation zwischen Fett- und Kdrpermasse fallen finf Mannchen (vier wurden als Wel-
pen Uber- und eins normal ernghrt) auf, die eine deutlich hohere Fettmasse haben, als es fur
die Kdrpermasse zu erwarten wére. Ein Methodikfehler bei der Bestimmung der Korper-
fettmasse scheint bei diesen finf Tieren sehr unwahrscheinlich, daihre Werte eine normale
Lage auf der Regressionsgeraden zwischen Wasser- und Fettgehalt aufweisen (s. Abbil-
dung 3.4). Es scheint also tatséchlich eine biologische Variation vorzuliegen. Fur die vier
KN-Mannchen ergibt sich ein weiterer Hinweis auf eine biologische Variation insoweit, als

alle vier von einer Mutter abstammen. Dabei wurden drei dieser Mannchen spéater geboren

% Quelle: Diplomarbeit C. Schubert, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitat Marburg, 2002
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und in einem Nest (von insgesamt 3 Nestern) aufgezogen, das sténdig bei derselben Mutter
verblieb. Das vierte KN-Mannchen dieser Mutter wurde friher geboren und dem Ublichen
Mutteraustausch unterzogen. Da noch zwei weitere als Welpen tbererndhrte Mannchen, je
eins mit bzw. ohne Mutteraustausch, die von derselben Mutter abstammen, ebenfalls eine
relativ hohe Fettmasse bezogen auf ihre Korpermasse zeigen, weist diese biologische Va
riation der relativ hohen Fettmasse auf einen genetischen bzw. epigenetischen Einfluf3 des
Muttertieres hin. Bei der Berechnung der Korperfettmasse in Abhéngigkeit von der
Korpermasse mit Hilfe ihrer Regressionsgeradengleichung wére diese Variation allerdings

nicht sichtbar geworden.

Auf der anderen Seite zeigen von den als Welpen normal ernahrten Tieren zwei Mannchen,
die von einer Mutter abstammen, eine deutlich niedrigere Fettmasse al's nach ihrer Korper-
masse zu erwarten ware. Diese Abweichung ist im Gegensatz zu den eben erwdhnten
Tieren wahrscheinlich durch einen Methodikfehler (s. 4.2.1.1) bei der Bestimmung der
K 6rperzusammensetzung verursacht worden, da zumindest von einem Mannchen der Fett-
gehalt deutlich hoher ist, als fur den Wassergehalt zu erwarten wére (s. Abbildung 3.4). Es
erscheint zunéchst paradox, dafi3 die Fettmasse zu niedrig ist, wahrend gleichzeitig der Fett-
gehalt scheinbar zu hoch ist. Vermutlich erfolgte wéhrend der Trocknung ein Substanz-
verlust in der Trockenmasse des Méannchens. Das hatte zur Folge, dal3 die mit ihr berechne-
ten Wassermasse zu hoch bzw. die Fettmasse zu niedrig waren und damit letztendlich die
Diskrepanz im Verhaltnis Wasser-/Fettgehalt auftrat (s. 2.4.1.2). Dieser Methodikfehler
wére bel der Berechnung der Korperfettmasse in Abhéngigkeit von der Korpermasse mit-

telsihrer Regressionsgeradengl eichung ausgeglichen worden.

4.2.2.2 Bestimmung der Kérperzusammensetzung mittels TOBEC®

Eine vielfach angewandte Methode zur Bestimmung der Koérperzusammensetzung am le-
benden Tier ist das auf der Absorption elektrischer Energie basierende TOBEC®-
Verfahren (Bracco et al. 1983, Baer et al. 1993, Stenger & Bielgjew 1995, Gosselin & Ca-
banac 1996). Die Zuverlassigkeit dieser indirekten Methode ist immer wieder hinterfragt
worden (Baer et al. 1993, Stenger & Bielgjew 1995, Robin et al. 2002), weil das Mef3er-
gebnis von weiteren Parametern abhangig ist. Beeinfluf wird der Mel3wert (E) von der
Temperatur (Robin et a. 2002), dem Alter und der Korpermasse der Tiere sowie von diéte-
tischen Manipulationen (Trocki et al. 1995). Es empfiehlt sich daher fir jede Versuchsserie
eine Kalibrierung mittels direkter Bestimmung der Korperzusammensetzung wie sie in der
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vorliegenden Arbeit durch Fettextraktion erfolgte. Dabel wurde gefunden, dal3 der sog. E-
Wert aus der TOBEC®-Messung nicht nur mit der primér erfaiten FFM (da der Wasseran-
teil der FFM fir eine gegebene Altersstufe konstant ist, gilt fir sie die gleiche Korrelation
wie fur die in der Abbildung dargestellte FFDM), sondern auch mit der Korperfettmasse
eng korrelierte (s. Abbildung 3.3). Deshalb ist dieses Verfahren beim Vergleich ausrei-
chend grof3er Stichproben as Indikator der Korperzusammensetzung gut geeignet. Ande-
rerseits gilt auch hier, dal3 individuelle Abweichungen, in diesem Fall in der Relation von
FFM zu Fettmasse, mit der TOBEC®-Methode nicht erfalRbar sind. Esist zu bedenken, da3
innerhalb einer Versuchsgruppe mit hochkalorischem Zusatzfutter die Kérpermasse als
Prédiktor genauso gut geeignet ist, jedoch das Wiegen einfacher anzuwenden und fir die
Tiere, da sie nicht narkotisiert werden mussen, erheblich schonender ist. Nicht zuletzt birgt

die TOBEC®-Messung aufgrund des sensiblen Mef3verfahrens viele Fehlerquellen.

4.3 LangzeiteinflulR der Aufzuchtart auf die Entwicklung von

Ratten bei Standardernahrung

4.3.1 Effekt der friih-postnatalen Uberernahrung auf die Kérpermasse

Die Kdrpermasse der frih-postnatal Gbererndhrten (KN) Tiere der Versuchsserie | ist nur
am Tag des Absetzens (d21) signifikant hoher (Mannchen um 15%, Weibchen um 20%)
als die der als Welpen normal ernghrten (NN) Tiere. Bereitsim Alter von 60 Tagen gleicht
sich die Korpermasse der beiden Gruppen einander an. Diese Angleichung der Korper-
masse von KN- und NN-Tieren nach einem zunéchst signifikanten Unterschied am Tag 21
wurde ebenfalls bei mannlichen Wistarratten im Alter von 60 Tagen beobachtet, die im
kleinen (n = 3 Welpen) bzw. normalen Nest (n = 10 Welpen) von ihrer eigenen Multter auf-
gezogen wurden und anschlief3end ad libitum-Standardfiitterung erhielten (You et al. 1990,
s. Tabelle 4.1). Auch bei weiblichen Sprague-Dawley-Ratten war in einer Studie nach ei-
ner anfanglich hdheren Korpermasse der KN-Tiere gegenuiber den NN-Tieren im Alter von
4 bis 10 Monaten nur noch ein tendenzieller Unterschied erkennbar (Hausberger & Volz
1984, s. Tabelle 4.1). In anderen Studien hingegen bewirkt eine durch Manipulation der
Milchverfiigbarkeit erreichte Uberernahrung eine permanent hohere Korpermasse im Ver-
gleich zu den normal ernéhrten Tieren. So war nach der friih-postnatalen Uberernghrung
die Korpermasse von 5 Monate alten méannlichen Wistarratten (Duff & Snell 1982, s.
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Tabelle 4.1) sowie von 6 Monate alten mannlichen und weiblichen Wistarratten (Plage-
mann et al. 1999a) mit anschlieRender ad libitum-Standardfitterung signifikant héher als
die der NN-Tiere. Weitere Untersuchungen an Mausen, mannlichen pigmentierten Ratten
und méannlichen Wistarratten zeigten beli Standardfiitterung nach dem Absetzen ebenfalls
bis zu einem Alter von 6 Monaten deutliche Unterschiede zwischen frih-postnatal Uber-
und normal erndhrten Tieren (Aubert 1980, Harris PM 1980a,b; Bassett & Craig 1988,
Plagemann et al. 1992, Petri?, s. Tabelle 4.1 und 4.2). Als mégliche Ursache fiir dieses un-

Korpermasse [g] | Differenz [%] () .
beim Absetzen (d21)| beim Absetzen | |2 — Unterschiede sl |ge g (e
Slg 2 in der
22 ©
Zitat &N | en t?N § § S Kbrpgrmasse GN
KN | NN | bzw. [ 5| P2 || 2 2 e KN | NN | bzw.
NN |[UNvs. |Olo Versuchsende
UN > UN
NN
Harris PM
(19808)’ 45 40 25 +12 -38 Im|] 3 |[KN>NN>GN| 3 9 | 16
Bassett& | 45 | 275(225] +63 | -19 |m| 3 |[KN>NN>GN
Craig, 4 | 10 (1518
(1988) 45 | 275|225 | +63 -19 |w|] 3 |[KN=NN=GN
Hausberger
& Volz | 652 | 53,3 | 266 | +22 -50 |w| 10 [KN=NN>GN| 4 9 | 24
(1984)
Youeta. _
(1990)’ 45 35 +29 m| 8 |KN=NN 3 |10

Duff& | 54 | 42 | 29 | +30 | -30 |m| 5 |KN>NN>GN| 4 | 10 | 16
Snell
1982 | 54 | 42 | 29 | +30 | -30 |w| 5 |KN>NN>GN| 4 | 10 | 16

Plagemann ~ ] _

(1992) 52 | 38 | 29 | +37 | -24 |m| 8 |KN>NN=GN| 34 | 12 |20-24
6 |KN>NN >UN

Petri> | 57,1|41,2]29,8] +40 | -38 |m 4 |10-11]10-12
12 NN > UN

eigene 46,4 | 40,2 | 256 | +15 | -40 |m| 5 |KN=NN>UN| 3-4 [10-12| 9-12

Daten 46,0 | 37,6 | 258 | +20 -30 |w| 5 |[KN=NN>UN]| 3-4 |10-12| 9-12

Tab. 4.1: Vergleich von verschiedenen Arbeiten hinsichtlich der Entwicklung der Korper-
masse von im kleinen (KN), normalen (NN) und groRen (GN) bzw. unterernéhrt normalen
(UN) Nest aufgezogenen Welpen. Dargestellt sind: die Kérpermasse beim Absetzen (d21),
die prozentualen Differenzen an d21 im Vergleich zu den NN, sowie statistische Unter-
schiede am Versuchsende nach Standarderndhrung. Untersucht wurden Wistarratten,
auler bei Hausberger & Volz (Sprague-Dawley-Ratten) und der vorliegenden Arbeit (Zuk-
kerratten). >: signifikante Unterschiede; >: deutliche numerische Unterschiede, die das
Signifikanzniveau nicht erreichen oder fur die Signifikanzangaben fehlen. m: Mannchen,
w: Weibchen, *: Werte vom Graph abgeschatzt.
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einheitliche Bild der weiteren Entwicklung wurde die Grof3e der prozentualen Differenz in
der Korpermasse zwischen den beiden Aufzuchtarten beim Absetzen untersucht (s. Tabelle
4.1). Der Vergleich der verschiedenen Arbeiten ergab jedoch keinen klaren Zusammen-
hang. Der Langzeiteffekt der frilh-postnatalen Uberernahrung ist demnach wahrscheinlich
nicht nur vom verwendeten Stamm und den speziellen Behandlungsmethoden, sondern
auch von den Nachuntersuchungsbedingungen abhéngig. Auffallig sind jedoch die Daten
von Bassett & Craig (1988), datrotz einer um 63% hoheren Korpermasse der KN-Tiere am
d21 kein permanenter Unterschied in der Korpermasse zu den NN-Tieren erhalten bleibt.
Hier weist jedoch die ungewohnlich niedrige Korpermasse (27,5 g) der NN-Tiere beim
Absetzen auf methodische Probleme hin (s. Tabelle 4.1).

4.3.2 Effekt der frih-postnatalen Uberernahrung auf die Koérperzusammen-

setzung

Der Schwerpunkt dieser Studie lag in der Untersuchung des Langzeiteffektes der frih-
postnatalen Erndhrung auf den Korperfettgehalt als Mal? fir die Adipositét. Die hier disku-
tierten Schlul¥folgerungen beruhen auf der Verlaufskontrolle des Korperfettgehalts mit
dem TOBEC®-Verfahren. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit vorhergehenden
Verdffentlichungen ist nur bedingt moglich. Der Grund ist zum einen, dal3 dort meist le-
diglich ausgewahlte Fettdepots analysiert wurden und daraus auf den Grad der allgemeinen
Adipositédt geschlossen wurde, quantitative Angaben Uber den Gesamtkorperfettgehalt
fehlen hingegen. Die einzige Ausnahme bilden Untersuchungen an Mausen von Aubert et
al. (1980) mit finaler Bestimmung des Lipidgehalts. Vor allem erschweren die Verwen-
dung von unterschiedlichen Zuchtlinien, Untersuchungszeitpunkten sowie unterschiedli-
chen Formen der frih-postnatalen Manipulation der Milchverfligbarkeit eindeutige Ver-
gleiche der vorliegenden Ergebnisse mit Literaturbefunden. Hinzu kommt, dal3 je nach den
unterschiedlichen Bedingungen der frith-postnatalen Aufzucht, Uber-, Normal- und Unter-
ernghrung unterschiedlich definiert sind.

In der vorliegenden Arbeit hatte die frilh-postnatale Uberernahrung im Alter von 150 Ta-
gen (5 Monate) unabhangig vom Geschlecht keine Unterschiede in Fettmasse, Fettgehalt
und FFDM im Vergleich zu den NN-Tieren zur Folge. Das widerspricht deutlich den Be-
funden an Sprague-Dawley-Weibchen, Wistarratten und Mé&usen beiderlei Geschlechts, die
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5|8 Fettmenge
e T = o '§ - _
Zitat el x| c8|&g| WKorper
Ita < N T < © 35
= g S 3 S masse
Igs|e™ absolut prozentual
Aubert et & m FF 6 | KN>NN>GN |KN>NN>GN* |[KN>NN>GN
(1980) | M
w FF 6 | KN>NN>GN |KN>NN>GN* |[KN>NN>GN
Harris PM o | m FF . KN>NN>GN |[KN>NN>GN |KN>NN>GN"
(1980a) FR! NN > GN NN > GN* NN > GN™
Harris PM FF KN>NN>GN |KN<NN>GN" |KN<NN>GN"
19800) | WM 6 . -
( ) FR! NN > GN NN > GN NN > GN
Bassett& | m FF 3 | KN>NN>GN |KN>NN=GN |[KN>NN=GN
Craig (1988) FF | 3 | KN=NN=GN |[KN>NN=GN |KN>NN=GN
Hausberger FF KN=NN>GN |KN>NN>GN' |KN>NN>GN
& Volz sD w 10
(1984) HF KN > GN |KN>NN>GN* |KN=NN=GN
FF 6 | KN>NN>UN |KN>NN>UN' |KN>NN3>UN
m FF | 12 NN >UN NN < UNY NN < UN
Petri® FR? | 12 | KN>NN >UN |KN > UN' |KN > UN
w
HF? | 6 KN>NN=UN |KN > UN' |KN > UN
w | HF? | 12 NN = UN NN > UNY NN > UN
HFR | 12 | KN>NN=UN |KN > UN' |KN > UN
FF 5 KN=NN>UN |KN=NN>UN' |[KN=NN>UN
m
. HE | 6 KN>NN>UN |KN>NN>UN' |KN>NN>UN
eigene 7
Daten FF 5 KN=NN>UN |KN=NN>UN' |[KN=NNS>UN
w
HFE | 6 KN=NN>UN |KN=NN>UN' |[KN=NNS>UN

Tab. 4.2: Vergleich der wichtigsten Ergebnisse aus verschiedenen Arbeiten, in denen
neben der Korpermasse auch der Fettgehalt adulter mannlicher (m) und weiblicher (w)
Tiere untersucht wurde, die im kleinen (KN), normalen (NN) und grofRen (GN) bzw. unter-
erndhrten normalen (UN) Nest aufgezogen wurden. M: M&use, P: pigmentierte Ratten,
W: Wistarratten, SD: Sprague-Dawley-Ratten, und Z: Zuckerratten. >: signifikante Un-
terschiede; >: deutliche numerische Unterschiede, die das Signifikanzniveau nicht errei-
chen oder fur die Signifikanzangaben fehlen. FF: freier Zugang zum Futter wahrend des
gesamten Versuchszeitraums, FR*: Futterreduktion von d21 bis d84 mit anschlieBender ad
libitum-Fiitterung, FR?: ab 7. Lebensmonat phasenweise Futterrestriktion, HFR: ab 7. Le-
bensmonat phasenweiser Entzug des hochkalorischen Zusatzfutters, HF': fettreiche Diét
ab d126 bis Versuchsende, HF?: freier Zugang zum hochkalorischen Zusatzfutter ab d21
bis Versuchsende, HF*: hochkalorisches Zusatzfutter ab d150 bis Versuchsende. “Summe
des abdominalen, scapularen, epididymalen und perirenalen Fettgewebes; ~~Angaben sind
prozentual auf Protein bezogen; ‘epididymales bzw. parametriales Fettgewebe; *Summe
des inguinalen und renal-parametrialen Fettgewebes; *Gesamtkorperlipid, YGesamtkorper-
fett
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zumindest geringfugig (Hausberger & Volz 1984) oder meist signifikant hthere Werte von
Korpermasse und K érperfett bei KN-Tieren gegentiber NN-Tieren zeigten (s. Tabelle 4.2).
Diese uneinheitlichen Resultate konnen nicht allein an der Art der Uberernghrung mit
Mutteraustausch liegen, da in einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit® bei gleichen
Erndhrungsprotokollen persistierende Unterschiede zwischen KN- und NN-Mannchen bis
zum Alter von 6 Monaten beobachtet wurden (s. Tabelle 4.2). Deshalb ist zusétzlich anzu-
nehmen, dal? der unterschiedliche genetische Hintergrund bzw. dadurch bedingte Unter-
schiede in der Laktation und/oder dem Verhalten von Mutter- und/oder Jungtieren zwi-
schen den unterschiedlichen Zuchtstdmmen eine Rolle gespielt haben. Die Schwierigkeiten
Literaturbefunde einzubeziehen, wird besonders bei der Betrachtung einer Arbeit an sechs
Monate alten mannlichen Wistarratten deutlich (Harris PM 1980b). Dort wurden fir KN-
Tiere nicht nur gleiche sondern vielmehr tendenziell niedrigere Werte fir die Fettmasse
und fur den auf die Proteinmasse bezogenen Fettgehalt als fur die NN-Tiere gefunden.
Dieses Uberraschende Ergebnis konnte darauf zurtickzufiihren sein, dal3 nur jeweils zwei
Wirfe pro Nesttyp beurteilt wurden und damit individuelle Variabilitéten besonders im
kleinen Nest eventuelle Unterschiede zwischen den beiden Aufzuchtarten verdeckt haben
konnten. Zusammenfassend 183t sich feststellen, dal? die Aufzucht im kleinen Nest eine
Tendenz fUr einen lebenslang erhdhten Fettgehalt bewirkt, daid dieser Effekt aber nicht sehr

robust ist und durch andere methodische V ariationen leicht Uberdeckt werden kann.

4.3.3 Effekt der friih-postnatalen Untererndhrung auf die Kérpermasse

In der vorliegenden Arbeit bewirkt die frih-postnatale Untererndhrung (UN-Tiere) mit an-
schlieffender Standardfitterung im Vergleich zu den NN-Tieren eine permanente Reduzie-
rung der Korpermasse. Dabel ist die Korpermasse der as Welpen untererndhrten Mann-
chen bzw. Weibchen anfénglich um 40% bzw. 30% und ab einem Alter von 60 Tagen um
20% bzw. 10% geringer als die der NN-Tiere. Der Unterschied zwischen UN und NN ist
also wesentlich groRer als zwischen KN und NN (s. Tabelle 4.1). Die UN-Tiere in der pa-
rallel durchgefiihrten Diplomarbeit® zeigten anfanglich eine jeweils um ca. 30% verringerte
Korpermasse im Vergleich zu den NN-Tieren. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit
vergrol3erte sich bei den nach dem Absetzen mit Standardfutter ernghrten Mannchen im
Alter von 6 Monaten der Abstand zwischen den beiden Gruppen. Bei den Weibchen in der-
selben Arbeit?, die nach dem Absetzen neben dem Standardfutter hochkal orisches Zusatz-
futter erhielten, war ab Tag 60 bis zum Versuchsende im Alter von 12 Monaten kein Un-

terschied mehr zu beobachten. In anderen Untersuchungen zeigten im grof3en Nest (GN)
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untererndhrte im Vergleich zu NN-Mausen (Aubert et al. 1980), pigmentierten Ratten
(Harris PM 1980a), mannlichen Wistarratten (Harris PM 1980b, Bassett & Craig 1988)
und weiblichen Sprague-Dawley-Ratten (Hausberger & Volz 1984), die alle nach dem Ab-
setzen freien Zugang zu Standardfutter hatten, entsprechende Unterschiede (s. Tabelle 4.1).
Eine verminderte Korpermasse frih-postnatal untererndhrter im Vergleich zu normal er-
nahrten Nagern ist jedoch kein durchgangiger Befund. So zeigten weibliche GN-Wistar-
ratten mit ad libitum-Standardfitterung nach dem Absetzen in einer anderen Studie ab
einem Alter von 70 Tagen bis zu 5 Monaten keine signifikanten Unterschiede in der
Korpermasse im Vergleich zu den NN-Tieren (Duff & Snell 1982, Tabelle 4.1 und 4.2).
Ebenso unterschieden sich mannliche GN-Wistarratten, die freien Zugang zum Standard-
futter hatten, ab einem Alter von 30 Tagen bis zu 240 Tagen, in ihrer Kdrpermasse nicht
von gleichaltrigen NN-Tieren desselben Zuchtstammes (Plagemann et. al. 1992, Tabelle
4.1). Auch weibliche UN-Wistarratten zeigten im Alter von 3 Monaten keinen Unterschied
mehr zu den NN-Tieren (Bassett & Craig 1988). Bei der letztgenannten Arbeit muf3 jedoch
die niedrige Korpermasse der NN-Tiere beim Absetzen beachtet werden, die die normale
weitere Entwicklung dieser Tiere in Frage stellt. Eine vergleichende Analyse aler Befunde
(Tabellen 4.1 und 4.2) ergibt keinen klaren Zusammenhang zwischen den prozentualen
Unterschieden in der Korpermasse beim Absetzen und der Persistenz dieser Unterschiede.
Neben potentiellen Unterschieden zwischen den verschiedenen Zuchtstdmmen miissen
auch hier vor allem Unterschiede im Versuchsprotokoll fiir die unterschiedlichen Langzeit-

effekte in Betracht gezogen werden.

4.3.4 Effekt der frih-postnatalen Untererndhrung auf die Kérperzusammen-

setzung

Die im Alter von 5 Monate bei ausschliefdlicher Standarddiét signifikant niedrigere Kor-
permasse der Welpen aus der Gruppe der UN-Tiere dieser Studie im Vergleich zu den NN-
Tieren, ist sowohl durch eine niedrigere Fettmasse (Mannchen -45%, Weibchen -35%), als
auch durch eine niedrigere FFDM (Mannchen -12%, Weibchen -4%) bedingt. Wieder ist
dieser Unterschied zwischen UN und NN demnach wesentlich grof3er als der zwischen KN
und NN. Auch die 6 Monate alten mannlichen Wistarratten in der parallel durchgefihrten
Diplomarbeit?, die nach dem Aufzuchtprotokoll dieser Studie als Welpen unterernahrt auf-
gezogen wurden, zeigten signifikant niedrigere Werte fir Fettmasse und Fettgehalt als die
NN-Tiere.
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Untersuchungen an GN-Mausen und Ratten zeigten ebenfalls niedrigere Werte fir
Fettmasse und Fettgehalt als NN-Tiere der jeweils gleichen Zuchtstdmme (s. Tabelle 4.2).
Die einzige Ausnahme bilden Befunde an weiblichen Wistarratten, die im grof3en Nest (n =
15 bis 18) aufgezogen wurden und nach dem Absetzen Standardfutter erhielten und dabei
nach 3 Monaten keine Unterschiede in Fettmasse und Fettgehalt zu den NN-Tieren aufwie-
sen (Bassett & Craig 1988). Allerdings liegen der letztgenannten Arbeit nur kleine Stich-
proben zu Grunde (GN = 6, NN = 3), so dal? eventuelle Unterschiede zwischen den Nest-
typen durch die individuelle Variabilitdt verdeckt sein konnten. Zudem war die Absetz-
Korpermasse der NN-Tiere ungewdhnlich niedrig, so dal? eine normale Entwicklung der
Fettdepots zweifelhaft ist (s. Tabelle 4.1). Der Langzeiteffekt der frih-postnatalen
Unterernahrung erscheint also robuster zu sein, als der der friih-postnatalen Uberernéh-
rung. Allerdings ist die Definition von ,Uber“- oder , Unter*-Erndhrung relativ zur Nor-
malernghrung schwierig.

4.3.5 Probleme bei der Interpretation der Folgen der Manipulation der frih-

postnatalen Ernahrung unter Laborbedingungen

4.3.5.1 Was ist ,Uber"-, was ,Normal“-Ernahrung?

In verschiedenen Verdffentlichungen variiert die as normal betrachtete Wurfgrofie bei
Laborratten und -mausen zwischen acht und zwolf Welpen (Harris PM 1980a,b; Basset &
Craig 1988, Hausberger & Volz 1984, Plagemann et al. 1992, You et a. 1990). Jeder Au-
tor definiert demnach die ,,normale® Wurfgréf3e unterschiedlich. So kann die normale
Wurfgréfe der durchschnittlichen Wurfgrof3e in den verschiedenen Kolonien entsprechen
(Aubert 1980) oder sich wiein der vorliegenden Arbeit nach der Anzahl der Zitzen richten.
Laut Gilbert (1986) entspricht die nattrliche Wurfgrof3e bel Wild-Nagetieren verschiede-
ner Familien und Gattungen in etwa der Halfte der Zitzen. Jedoch ist unter Laborbedin-
gungen und nach Zuchtselektion die durchschnittliche Wurfgrof3e im allgemeinen ange-
stiegen. Bei willkdrlicher Manipulation der Anzahl der vom Muttertier postnatal zu versor-
genden Welpen zeigt sich, dal3 nicht nur bei den eigenen Untersuchungen sondern auch bel
anderen Untersuchungen (Harris PM 1980a,b; Duff & Snell 1982, Basset & Craig 1988,
Hausberger & Volz 1984, Plagemann et a.1992, You et al. 1990), mit Ausnahme von
Wurtman & Miller (1976), die Koérpermasse von KN-Tieren am Tag des Absetzens
signifikant hoher alsdie der NN-Tiereist.
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Trotz der relativ grof3en Wirfe bei Laborratten stellt sich die Frage, ob die normalen Wurfe
hinsichtlich ihrer Erndhrungsbedingungen unter den energetisch ginstigen Laborbedingun-
gen im Vergleich zu natrlichen Aufzuchtbedingungen nicht eher Gbererndhrt sind. Nach
der gleichen Uberlegung konnten die unter Laborbedingungen in groRen Nestern (n > 16)
in der Sdugephase Ernahrungsbedingungen haben, die unter natlrlichen Bedingungen eher
denen einer ,normalen* Erndhrung entsprechen, sofern die Wurfgréfden nicht extrem ver-
grofRert wurden (Hausberger & Volz 1984, Plagemann et al. 1992). Unter den Bedingungen
der vorliegenden Arbeit konnte jedoch der bei der Erndhrung normaler Wirfe vorgenom-
mene tagliche Wechsel der Muttertiere durch die damit verbundene Stérung einer relativen
Uberernahrung entgegengewirkt haben, so daR hier eine Bedingung bestand, die der nor-
malen Ernghrung unter natirlichen Bedingungen ndher kam. Dies wiirde erklaren, dal3 die
als UN bezeichneten Welpen deutlich kleiner und leichter waren al's digjenigen, dieim nor-
malen Nest von ihrer eigenen Multter, das heildt, ohne téglichen Austausch der Muttertiere
aufgezogen worden waren. Andererseits gibt es fur die UN-Welpen keinen Hinweis auf
eine Mangelerndhrung, denn Hungersymptome wie hervortretende Rippen, ,, Hungerbauch®

oder gestortes Allgemeinbefinden waren nicht erkennbar.

Weiterhin muf3 betont werden, dal3 es keine Hinweise darauf gibt, dal? die Stref3belastung
unter Laborbedingungen einerseits durch die Aufzucht im grof3en Nest mit erhéhter Wel-
penzahl durch die eigene Mutter und andererseits durch den téglichen Austausch der Mt-
ter bel Aufzucht im normalen Nest, wie dies in der vorliegenden Arbeit erfolgte, unter-
schiedlich stark ist. Auch bei Wildratten ist von einer Stref3belastung der Jungtiere durch
die langere Abwesenheit des Multtertieres vom Nest zum Zweck der Futtersuche auszuge-
hen. Insofern kdnnte die Stref3bel astung der Aufzucht unter den genannten L aborbedingun-
gen ahnlich der unter nattrlichen Bedingungen durch die léngere Abwesenheit des Mutter-
tieres vom Nest sein. Mit der Abwesenheit der Mutter sind natiirlich auch ein geringeres
Milchangebot sowie verénderte thermische Bedingungen verbunden (Schmidt 2001). Ein
theoretischer Vergleich der Stref3belastung durch die verschiedenen Aufzuchtbedingungen
ist angesichts der Komplexitét der Unterschiede nicht moglich. Hier konnten nur detaillier-
te vergleichende Untersuchungen der verschiedenen Aufzuchtbedingungen Aufschluf? ge-
ben. Die ausfuhrlichsten Informationen liegen bisher zur Veranderung der thermischen Be-
dingungen in Abhangigkeit von der Wurfgrof3e vor (Leon et al. 1978, Schmidt 2001).
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4.3.5.2 Besonderheiten der Thermoregulation im kleinen Nest

Eine besondere Strategie fur die Kalteabwehr in den ersten Lebenstagen ist neben der
zitterfreien Thermogenese (Johanson 1979, Nicholls & Locke 1984, Cannon & Nedergaard
1985) das soziale thermoregulatorische Verhaten (,huddling”, Alberts 1978). Dabei
streben kihlere Welpen, die am Rand des Wurfes liegen, mit grof3er Zielstrebigkeit in die
Mitte ihrer Geschwister und verdréngen so die warmeren und passiveren Tiere. Vorteil
dieser Strategie ist, dal3 im Vergleich zu isoliert gehaltenen Tieren mit geringerer indivi-
dueller Wéarmeproduktion eine deutliche stabilere Kerntemperatur erreicht wird und
weniger Energie fur die Kalteabwehr nétig ist (Alberts 1978). Das soziale thermoregula-
torische Verhalten befahigt die Welpen dazu, den Wéarmeverlust soweit zu reduzieren, dal3
die begrenzte autonome Thermoregulation effizient eingesetzt werden kann, wenn das
Multtertier ab dem dritten Tag p.n. fur immer l&ngere Phasen das Nest verlal3t (Schmidt et
al. 1987).

Ein mit der Abnahme der Wurfgrof3e theoretisch zu erwartender grof3erer individueller
Warmeverlust wird dadurch ausgeglichen, dal3 die Muttertiere mit abnehmender Wurfgro-
[3e langere Zeit im Nest verbringen (Leon et al. 1978, Grota 1973), wodurch nicht nur die
thermoregulatorische Belastung verringert, sondern auch die Milchverfigbarkeit vergro-
[Bert wird. Besonders in den ersten Lebenstagen ist dieser Zusammenhang von Bedeutung,
da die Rattenwelpen noch nackt sind und aul3erdem ein schlechtes Oberfl&chen-V olumen-
Verhdltnis haben und so anfalliger gegentiber Schwankungen der Umgebungstemperatur
sind (Schmidt 2001). Im kleinen Nest wachsen die Welpen im weiteren Verlauf schneller
alsim normalen Nest, so dal3 sie friiher zu einer erhéhten metabolischen Warmeproduktion
beféhigt sind, und aufgrund eines besseren Oberflachen-Volumen-Verhédtnises fir sie ein
geringerer Warmeverlust entsteht (Schmidt et al. 1987).

Bezlglich des Vergleiches zwischen den naturlichen Aufzuchtbedingungen und denen im
Labor muf3 berticksichtigt werden, dal3 die Muttertiere im Labor nicht gezwungen sind fir
sich und ihre Nachkommen auf Futtersuche zu gehen, sondern das Futter sozusagen ,, griff-
bereit” haben, was eine geringere Dauer der Abwesenheit des Muttertieres vom Nest be-
gunstigt. Insgesamt ist davon auszugehen, dald im Labor aufgezogene Welpen im Ver-
gleich zu den Bedingungen in der Natur in einer thermisch weniger belastenden Umgebung
aufwachsen. Dies dirfte generell die Verflgbarkeit von metabolischer Energie fur das
K 6rperwachstum begunstigen. In diesem Zusammenhang darf nicht vergessen werden, dal3

sowohl die maternale Erndhrung als auch ausdauernde maternale Bewegung (,,exercise”,
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Matsuno et al. 1999) Auswirkungen auf Milchzusammensetzung und -volumen haben (del
Prado et a. 1997, Matsuno et a. 1999, Ronayne de Ferrer & Sambucetti 1993, Crnic &
Chase 1980). Deshalb ist zu vermuten, dal? die Aufzucht im normalen Nest unter Laborbe-
dingungen im Vergleich zur Aufzucht von Wildtieren bei gleicher Wurfgrofie eine erheb-
liche friih-postnatale Uberernahrung bedingt. Inwieweit sich die normalerweise geringere
Wurfgréfe von Wildnagern, die leichtere Futterverfigbarkeit fur Labornager und die un-
terschiedlichen thermischen Bedingungen in ihrem Effekt auf die Energieverfiigbarkeit fir
das Wachstum der Welpen gegeneinander aufheben, ist auf Grund der Komplexitéat der
Unterschiede nicht zu sagen.

4.3.5.3 Bedeutung der Unterscheidung von Uber- und Normalerndhrung.

Nach dem oben Gesagten, erscheint es problematisch, den Ausdruck ,, Normalernghrung*
fur die normale Aufzucht unter Laborbedingungen zu verwenden. Korrekter wére, von
einer , mittleren Ernéhrungslage” im Bezug auf andere diétetische Manipulationsformen zu
reden, die zu einer relativen Uber- oder Unterernghrung im Vergleich zur , mittleren® Er-
ndhrungslage fuhren. Da aber in der Literatur Ublicherweise von ,,Normalernghrung” ge-
sprochen wird, findet dieser Ausdruck auch in dieser Arbeit Verwendung. Wahrend diese
Uberlegungen zweitrangig sind, solange es durch die frilhpostnatale Ernahrung zu Lang-
zeiteffekten kommt, bei der sich die Parameter proportional zur Absetz-Korpermasse
verhalten, wird die Definition der Normalerndhrung kritisch, wenn es nicht zu quantita-
tiven, sondern zu qualitativen Unterschieden zwischen den verschiedenen Aufzuchtbe-
dingungen kommt. Inshesondere erlangen diese Uberlegungen entscheidende Bedeutung,
wenn es nicht nur um die Langzeitwirkung der friih-postnatalen Uber- oder Unterernzh-
rung bei Ratten geht, sondern diese as Tiermodell fur die Erndhrungssituation beim Men-
schen betrachtet werden (Schmidt 2002).

Die haufige Verwendung von Ratten und Méausen als Tiermodell fur die Langzeitfolgen
der frih-postnatalen Ernghrung beruht auf ihrem kurzen Lebenszyklus und der einfachen
Tierhaltung. Allerdings sind diese Tierarten hierfur eigentlich auf Grund des unreifen Zu-
standes der Neugeborenen im Vergleich zum Menschen wenig geeignet (Schmidt 2002).
Zwar ergibt sich so die Mdglichkeit, bequem die Erndhrung in neuronalen Entwicklungs-
stadien manipulieren zu kénnen, die beim Menschen und anderen Arten mit reiferen Neu-
geborenen bereits intrauterin ablaufen, andererseits unterscheidet sich die postnatale Er-

nahrung so grundlegend von der plazentaren Erndhrung, dal3 die vergleichende Interpreta-
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tion der Befunde nicht leicht ist. Auf jeden Fall sind, ganz unabhangig von anderen Art-
unterschieden, auf Grund der stark unterschiedlichen neuronalen Entwicklung in der Saug-
lingsphase keine unmittelbaren Vergleiche der Folgen der frih-postnatalen Erndhrung
zwischen Ratten bzw. Méausen und dem Menschen moglich. Ratten und Méause als Tiermo-
dell kdnnen also verwendet werden, um das Auftreten von epigenetischen Beeinflussungen
zweifelsfrei nachzuweisen, jedoch ist bei der Frage der speziellen Folgen von Uber- bzw.
Unterernahrung zu bestimmten Zeiten der Entwicklung grofdte Vorsicht geboten (Schmidt
2002).

Mit den verschiedenen Versuchsprotokollen zur Manipulation der friih-postnatalen Ernah-
rung von Ratten und Mausen werden also graduelle Unterschiede in der Erndhrung wah-
rend der Sauglingszeit erzeugt, die in der Regel zu einer proportional veranderten Absetz-
K orpermasse fuhren, die wiederum unter bestimmten V oraussetzungen zu Langzeitwirkun-
gen auf die Korperzusammensetzung und andere physiologische Parameter der adulten
Tiere fuhren kann. Weder hier noch in anderen Arbeiten wurde jedoch geklart, ob ein sol-
cher Langzeiteffekt auf die Verénderung der Absetz-Kdrpermasse oder die frih-postnatale
Erndhrung als solche zurlickzufihren ist. Da die hier verwendeten Zuckerratten ein Aus-
zuchtstamm sind, ist es zudem problematisch allein aus einem gegebenen Zusammenhang
zwischen Absetz-K 6rpermasse und Unterschieden in physiologischen Parametern des adul-
ten Tieres Ruckschltisse auf die Wirksamkeit von epigenetischen Faktoren zu ziehen. Doch
der Vergleich mit den Daten aus der parallel durchgefiihrten Diplomarbeit® zeigt bei dem
Inzuchtstamm Wistarratten einen &hnlichen Zusammenhang zwischen Absetz-Korper-
masse und der Kdrpermasse der adulten Tiere. Obwohl somit die Auswirkung epigene-
tischer Faktoren auf die Regulation der Energiebilanz im adulten Tier gesichert ist, sind die
programmierenden Faktoren und der Zeitpunkt ihrer Wirksamkeit aus den vorliegenden
Untersuchungen nicht zu ersehen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 in der vorliegenden Arbeit die Aufzucht im
kleinen Nest nur wahrend der Saugephase und der friihen juvenilen Phase einen Einflul
auf Korpermasse und Korperzusammensetzung hat. Eine frihe Unterernghrung (UN) mit
anschlief3ender Standardfitterung flhrte dagegen zu einer permanenten Reduzierung der
Korpermasse und sowohl der fettfreien Korpersubstanz als auch der Fettspeicher gegen-
Uber den normal ernaghrten Tiere. Auf Grund des nur sehr geringen Unterschieds in der
Absetz-K érpermasse von Tieren aus normalen und kleinen Nestern in dieser Studie, ist

allerdings fraglich, ob dies einen prinzipiellen Unterschied zwischen den Folgen der Uber-
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und Unterernahrung darstellt oder ob der erzeugte Unterschied nur zu klein war, um sich in
der zunehmenden Streuung durch andere EinflUsse im Laufe des Lebens noch nachweisen
zu lassen. Dies gilt insbesondere, da in der paralel mit gleicher Methodik an Wistarratten
durchgefiihrten Untersuchung, bei denen sich ein deutlich grof3erer Unterschied in der
Absetz-K 6rpermasse zwischen NN- und KN-Tieren zeigte, Langzeitfolgen auch im Alter
von 6 Monaten noch nachweisbar waren. Doch ergab auch eine vergleichende Analyse der
Arbeiten, bel denen allein durch die Wurfgréfe die Milchverfugbarkeit manipuliert wurde,
keinen klaren Zusammenhang zwischen den prozentualen Unterschieden in der Korper-
masse beim Absetzen und der Persistenz dieser Unterschiede (Tabellen 4.1 und 4.2).

Die Frage, inwieweit eine friihe Uberernahrung zu Langzeitfolgen fiihrt, ist besonders un-
ter dem Gesichtspunkt von Interesse, dal3 die besseren Lebensbedingungen in den Indust-
rielandern sich ebenfalls im Sinne einer relativen frilh-postnatalen Uberernghrung auswir-
ken konnten. Dies konnte theoretisch gegeniiber einer Normalernahrung zu einer persistie-
renden Tendenz zu verstarktem Wachstum sowohl der fettfreien Korpermasse als auch der
Fettmasse fuhren, d. h., die nachfolgende Generation wirde unter diesen Lebensbedingun-
gen nicht nur langer/gréfder sondern auch adiposer werden. Da Adipositas Sekundarerkran-
kungen wie Diabetes mellitus, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und orthopéadische Schédi-
gungen hervorrufen kann (Kopelmann 2000), ist es wichtig, Méglichkeiten zu finden, die
dieser Entwicklung entgegen steuern kénnen. Es ist auch zu bedenken, dal3 diese Patho-
physiologie des gestorten Energiehaushalts auch epigenetisch fixiert und so auf die Nach-
kommen Ubertragen werden konnte, so dal3 ein Schneeball-Effekt ausgel 6st werden konnte
(Levin 2000). Auf der anderen Seite fuhrt eine pré, peri- oder postnatale Unterernghrung
ebenfalls zu einer Pathophysiologie der Korpergewichtsregulation. Die vortibergehende
Unterernghrung des Foeten wahrend bestimmter Schwangerschaftsphasen und/oder im
Sauglingsalter, die sich zunachst in einer Reduzierung der Korpermasse und der Parameter
der Kdrperzusammensetzung gegentber einer normalen Erndhrung auswirkt, kann im spa
teren postnatalen Verlauf unter der in den entwickelten Landern verbreiteten relativen
Uberernghrung ebenfalls zu einer verstarkten Adipositas-Neigung fiihren (Hales & Barker
1992). Bei dem beschriebenen Effekten ist also unklar, ob es die vorubergehende Unter-
erndhrung als solche oder die anschlieffende Aufholphase ist, die zu den beschriebenen
Langzeitfolgen fuhrt (Oscai & McGarr 1978). Da zudem die Grenzziehung zwischen
,Normal-“ und , Uber- bzw. , Unter* -Ernghrung beim Menschen noch problematischer ist
alsim Tiermodell, ergeben sich hier offensichtlich kritische Fragen. Dies gilt insbesondere

im Zusammenhang mit der oben besprochenen Problematik der Definition von kritischen
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Zeitpunkten in Anbetracht der stark unterschiedlichen Zeitverldufe der neuronalen Ent-

wicklung beim Menschen und den Ublichen Tiermodellen.

4.4 Interaktion zwischen der frah-postnatalen Ernédhrung und
einer hochkalorischen Zusatzfiitterung der adulten Tiere

In dieser Arbeit wurde weiterhin untersucht, ob eine sechswéchige (d150 bis d190) hoch-
kalorische Zusatzfitterung die Langzeitwirkungen der frih-postnatalen Erndhrungsein-
flisse modifiziert. Die hier besprochenen Ergebnisse der Korperzusammensetzung ba-
sieren auf der Chloroformextraktion bzw. auf Berechnungen mit dem FFM-Hydrations-
faktor. Nachfolgend werden die Wirkungen der Zusatzfitterung getrennt fir Ménnchen
und Weibchen besprochen.

Bel den Méannchen stieg die FFDM bei allen drei Aufzuchtarten unter der hochkal orischen
Zusatznahrung gleichmaig um 10% an. Eine Akzentuierung der Unterschiede in der
Fettmenge war nur bei den KN-Tieren zu beobachten, die im Vergleich zu den hochkalo-
risch erndhrten NN-Tieren eine um 15% hohere Fettmasse bzw. einen um 12% hoheren
Fettgehalt entwickelten. Dagegen verringerte sich der Unterschied zwischen den hochkal o-
risch ernghrten UN- und NN-Mannchen hinsichtlich der Fettmasse und des Fettgehalts um
fast die Halfte (von 45% auf 25% und von 27% auf 13%) as Folge einer stérkeren Fett-
einlagerung bei den UN-Tieren. Diese verstarkte Fettakkumulation konnte sowohl aus dem
hoheren Alter als auch aus der hochkal orischen Zusatzfltterung resultieren. Allerdings er-
scheint der Zeitraum zwischen einem Alter von 150 und 190 Tagen zu kurz, um die teil-
weise gravierenden Anderungen zu bedingen, die sich wahrend der hochkalorischen Zu-
satzfitterung ergaben. Um dies verlafdlich zu klaren, mufite allerdings die Untersuchung

mit einer Kontrollgruppe ohne hochkal orisches Zusatzfutter wiederholt werden.

Bel den Weibchen zeigten die KN- im Vergleich zu den NN-Tieren nach der sechswéchi-
gen hochkalorischen Zusatzfitterung weiterhin keine Unterschiede in Korpermasse,
FFDM, Korperfettmasse und Korperfettgehalt. Das deckt sich weitgehend mit einer ande-
ren Studie, in der sogar eine sechsmonatige (5. bis 11. Lebensmonat) fettreiche Diét keine
signifikanten Unterschiede zwischen friih-postnatal Gber- und normal erndhrten weiblichen
Sprague-Dawley-Ratten in Korpermasse und Fettgehalt provozieren konnte, jedoch war
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weiterhin eine leicht grofiere Fettmasse der KN-Tiere gegentiber den NN-Tieren erkennbar
(Hausberger & Volz 1984, s. Tabelle 4.1). Ein persistierender Unterschied zwischen KN-
und NN-Weibchen in Korpermasse und FFDM konnte dagegen in der parallel mit glei-
chem Aufzuchtprotokoll durchgefiihrten Diplomarbeit® beobachtet werden, wenn die Tiere
unmittelbar nach dem Absetzen neben dem Standardfutter noch hochkalorisches Zusatz-
futter ad libitum erhielten (s. Tabelle 4.1). Aufgrund der grof3en Streuung erreichte der
Unterschied im Korperfettgehalt allerdings nicht das Signifikanzniveau, obwohl die KN-
Tiere einen um 15% hoheren Fettgehalt als die NN-Tiere hatten. Dies konnte bedeuten,
dal3 nur bei einer nach dem Absetzen fortgesetzten Uberernahrung ein persistierender Un-
terschied zwischen KN- und NN-Weibchen zu erwarten ist, nicht aber bei einer erst im
adulten Alter wieder einsetzenden Uberernghrung. Im Hinblick auf die Ernahrungslage bei
Kindern in Industrienationen, wére die experimentelle Testung dieser Hypothese im Tier-

modell von grof3em Interesse.

Die sechswdchige hochkalorische Zusatzfitterung bewirkte in der vorliegenden Arbeit,
daid sich der Unterschied zwischen UN- und NN-Weibchen in der FFDM (von -4% auf
-8%) vergrolerte, wahrend der Unterschied in der Fettmasse unverandert bei -35% blieb.
Daraus ergibt sich ein Anstieg des Unterschieds im Korperfettgehalt von -19% auf -24%.
Dieser Befund unterscheidet sich sowohl von den eigenen Befunden bei den Méannchen
wie den Beobachtungen an Weibchen in anderen Untersuchungen. So verschwanden bei
weiblichen Sprague-Dawley-Ratten nach einer sechsmonatigen (5. bis 11. Lebensmonat)
fettreichen Zusatzf itterung die Unterschiede in Fettmasse bzw. Fettgehalt der untersuchten
Fettgewebe zwischen GN- und NN-Tieren (Hausberger & Volz 1984, s. Tabelle 4.1). Auch
die weiblichen Wistarratten in der parallel durchgefiihrten Diplomarbeit?, die nach dem
Absetzen hochkalorisches Zusatzfutter ad libitum erhielten, zeigten im Alter von sechs
Monaten keine Unterschiede mehr zwischen UN- und NN-Tieren in Korpermasse und
K 6rperzusammensetzung (s. Tabelle 4.1). Eine Ursache fir die unterschiedlichen Befunde
ist angesichts der Komplexitét der Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchspro-
tokollen nicht auszumachen. Wie oben (s. 4.3.1) in ahnlicher Form fir die Unterschiede
zwischen KN- und NN-Tieren diskutiert, konnte die Grof3e der beim Absetzen erzielten
Unterschiede zwischen NN- und UN-Tieren ausschlaggebend sein. Diese waren in der vor-
liegenden Studie bel den Méannchen relativ groRer als bei den Weibchen und bei beiden
Geschlechtern grofer als die mit dem gleichen Versuchsprotokoll bei den Wistarratten er-

zielten Unterschiede.
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Zusammenfassend kann also gesagt werden, dal3 Mannchen und Weibchen in dieser Arbeit
auf die hochkalorische Zusatzfitterung unterschiedlich reagierten. Wahrend weiterhin
keine Unterschiede zwischen den KN- und NN-Weibchen in Koérpermasse und Korper-
zusammensetzung bestanden, vergrof3erten sich die Unterschiede zwischen KN- und NN-
Mannchen in Fettmasse und Fettgehalt durch die Zusatzfiitterung. Zudem bewirkte die
hochkalorische Zusatzfitterung, da3 sich die Werte der UN- den NN-Mannchen
annadherten. Die verstarkte Fettakkumulation der UN-Mannchen wahrend der spateren
Uberernahrungsperiode wiirde der , Hales-Barker-Hypothese® entsprechen, die besagt, daf?
eine Mangel- oder Unterernghrung in frihen Entwicklungsstadien, gefolgt von ener
spateren Normal- oder Uberernghrung, das Auftreten von Adipositas und Diabetes mellitus
Typ Il beglnstigt (Hales & Barker 1992). Obwohl es nicht auszuschlief3en ist, dal es bel
einer langerfristigen Zusatzfltterung nicht nur zu einer Angleichung, sondern vielleicht
sogar zu einem hoheren Korperfettgehalt bei den UN-Mannchen kommen konnte, muf3
jedoch betont werden, daf3 in der vorliegenden Arbeit auch im Alter von 190 Tagen die
UN-Mannchen immer noch einen signifikant niedrigeren Fettgehalt aufwiesen als die NN-
Mannchen. Aul3erdem mul3 berticksichtigt werden, dal3 die Befunde beim Menschen, die
auf ein spateres Ubergewichts- und Diabetesrisiko der frilhen Untererndhrung hinwiesen,
von pranatalen Ernahrungsstérungen bzw. dem Geburtsgewicht ausgingen, wahrend hier
die postnatale Ernghrung manipuliert wurde. Ein unmittelbarer Vergleich ist trotz der oben

bereits diskutierten neuronalen Unreife der neugeborenen Ratte also sehr problematisch.

Unklar ist zudem, warum die fettfreie Korpersubstanz, bei den UN-Weibchen wéhrend der
hochkal orischen Zusatzftterung geringer ansteigt als bei den NN-Tieren, wahrend der Un-
terschied in der Korperfettmasse unverandert ist. Um zu kléren, ob dieser Befund reprodu-
zZierbar ist, und ob tatsichlich ein Geschlechtsunterschied vorliegt, mifiten jedoch noch
weitere Untersuchungen erfolgen.
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4.5 Langzeiteinflu3 der frih-postnatalen Ernahrung auf die, die
Korperfettmenge reflektierenden, Plasmaspiegel von Leptin

und Insulin

4.5.1 Effekt der friih-postnatalen Uber- und Untererndhrung mit anschlieRen-

der Standardfltterung auf den Plasmaleptinspiegel

Wie in anderen Studien (Frederich et al. 1995, Maffei et al. 19953, Zhang et al. 1997, OI-
bort 1998) zeigte in der vorliegenden Arbeit eine Regressionsanalyse, dal3 im Alter von
150 Tagen der Plasmaleptinspiegel (PLS) den Korperfettgehalt reflektiert (vgl. Abbildung
3.9, Tabelle 3.4). Dieser Zusammenhang war in Bezug auf den prozentualen Fettgehalt
zwar locker, jedoch fir jedes Geschlecht signifikant (Mannchen r = 0,49; P<0,001; Weib-
chen r =0,34; P<0,01). Die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, vgl. Tabelle 3.5)
unter Berticksichtigung der Faktoren Genotyp (+/+; +/fa) und Aufzuchtart ergab keinen
Hinwels auf einen Einfluf3, obwohl der Faktor Aufzuchtart Korperfettmasse und Korper-
fettgehalt in diesem Alter signifikant beeinfluf3te (vgl. Tabelle 3.3, oben). Um diesem Zu-
sammenhang Rechnung zu tragen, wurden Kovarianzanalysen (ANCOVA) fir wahlweise
Fettmasse und prozentualem Fettgehalt als Kovariaten durchgefihrt, um mogliche Einflis-
se der Aufzuchtart unabhangig vom Einflul? des Kdrperfetts zu erfassen. Mit dieser Metho-
de war es zudem mdglich, einer von Packard & Boardman (1999) angesprochenen Proble-
matik Rechnung zu tragen, die sich aus der Berechnung von Korrelationen auf der Grund-
lage von Prozentangaben ergibt, wenn die betreffenden Regressionsgeraden, wie in dieser
Arbeit, nicht durch den Nullpunkt gehen. Sowohl bel Berlicksichtigung der Fettmasse als
auch des prozentualen Fettgehalts als Kovariaten ergab sich fir den Faktor Aufzuchtart
weder bel den Mannchen noch bei den Weibchen ein signifikanter Einfluld auf den PLS (s.
Tabelle 4.3, oben). Fur den Genotyp liefd sich bel den Weibchen ein signifikanter Einflul3
feststellen; er entspricht dem unter 4.7 diskutierten Heterozygoteneffekt im Sinne einer ge-
stérten Regulation des PLS als Folge des Leptinrezeptordefektes. Dies entspricht den Be-
funden nach Herauspartialisierung® des Einflusses der K drperfettmasse bei Wildtypen und
Heterozygoten im Sauglingsalter, wo die +/fa Tiere deutlich hthere Werte zeigen (Zhang
et al. 2001).

4 statistischer Begriff, Bereinigen einer abhéngigen Variablen vom EinfluR einer Kovariaten (Bortz 1999)
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= Kovari- Kategoriale Pradiktoren
= ate
1 = ost-hoc-Test
d150 2 Fett Aufzucht- b Genotyp
O | [g bzw. %] art UN vs. NN | NN vs. KN | UN vs. KN | +/+ vs. +/fa
(,I:‘eiet[i;]) * ns ns ns ns ns
Leptin *
o ns ns ns ns ns
el
(Fett [g]) ns * ns * ns ns
Insulin
(Fett [%]) ns * ns * ns ns
('L‘;Ft)t['&) ns ns ns ns ns *
Leptin
(Flett [IO/O]) W ns ns ns ns ns *
nsulin
(Fett [g]) ns * ns * ns ns
Insulin
(Fett [%]) ns * ns * ns ns
£ KO\iar" Kategoriale Pradiktoren
a0 | S e hoo Test
< e L -
2 [g bzw Aufzucht- ROSLNOC: T €8 Genotyp
0] %] ' art UN vs. NN | NN vs. KN | UN vs KN | +/+ vs. +/fa
(lI:_eetF;tE&) **k*x ns ns ns ns ns
Leptin *kx ns ns ns ns ns
(Fett [°_/O]) m
(lI:r;i;j::Igr?l) *%* ns ns ns ns ns
(Flgtstu[loi/g]) *kx ns ns ns ns ns
('I:_;E[)t[i;]) *kx ns ns ns ns ns
Leptin
(Fett[%)) | |, fakaiel * * ns ns ns
('I:r;i;j::g:]l) ns *k*k *k*k *kk ns ns
(FIQtStU[IOI/T,]) ns *k*k *k*k *kk ns ns

Tab. 4.3: Am Tag 150 und Tag 190 mittels zweifaktorieller Kovarianzanalysen (mit den
kategorialen Pradiktoren Genotyp und Aufzuchtart und der Kovariaten Fett [g] bzw. Fett
[%]) ermittelte Signifikanzen fir die Unterschiede im Plasmaleptin- und Plasmainsulin-
spiegel von mannlichen (m) und weiblichen (w) Zuckerratten, die als Welpen unter- (UN),
normal (NN), oder Ubererndhrt (KN) wurden. Die Werte fiur Korperfettmasse und
Korperfettgehalt der 150 Tage alten Tiere wurden mittels der jeweiligen im Alter von 190
Tagen ermittelten Geradengleichung fiir die Regression der untersuchten Parameter gegen
die TOBEC-Mellwerte berechnet. ***=P <0,001; **=P<0,01;*=P <0,05;
ns=P >0,05; ns" = 0,05 <P <0,1.
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4.5.2 Plasmaleptin nach einer hochkalorischen Zusatzfiitterung im adulten
Tier

Um einen besseren Vergleich der Langzeitwirkung der hochkalorischen Zusatzfitterung
und der Standardfitterung auf den Plasmaleptinspiegel zu ermdglichen, wurde die Scho-
kolade bereits zwei Tage vor der Totung entzogen. Nach der sechswéchigen hochkalori-
schen Zusatzfitterung ist bei der Regressionsanalyse der Einflul des Korperfettgehalts auf
den Plasmaleptinspiegel stérker ausgepragt als im Alter von 150 Tagen (vgl. Tabelle 3.4,
unten). Diesist wahrscheinlich auf die wesentlich grof3ere Variationsbreite der Werte unter
diesen Bedingungen zurlckzufihren. Zudem zeigte die zweifaktorielle ANOVA nach der
hochkalorischen Zusatzfitterung eine Akzentuierung der Unterschiede zwischen den
Nesttypen (vgl. Tabelle 3.5). Wie bel der Korperzusammensetzung zeigt sich auch hier ein
unterschiedliches Verhalten von Méannchen und Weibchen. Bei der ANOVA mit den
Faktoren Genotyp und Aufzuchtart ergab sich bei den Ménnchen ein signifikanter Einflul3
der Aufzuchtart. Aufgrund der grofen Streuung wird im post-hoc-Vergleich das
Signifikanzniveau nur fir die Unterschiede zwischen den UN-Mannchen einerseits und
den NN- und KN-Mannchen andererseits erreicht. (vgl. Tabelle 3.5 und Abbildung 3.10).
Unter Bericksichtigung moglicher Einflisse von Fettmasse bzw. Fettgehalt mittels
ANCOVA verschwindet jedoch der Einflufd der frih-postnatalen Erndhrung. D. h., die
Unterschiede im PLS der Tiere aus den verschiedenen Nesttypen reflektieren nur die
Unterschiede in den Fettspeichern (s. Tabelle 4.3, unten und Abbildung 4.1, oben rechts).

Auch bei den Weibchen ist bei der Regressionsanalyse der Einfluld des K érperfettgehalts
auf den PLS nach hochkalorischer Zusatzfitterung ausgepragter als unter der Standarder-
néhrung (vgl. Tabelle 3.3 und Abbildung 3.8). Die ANOVA bestétigt aul3erdem den Ein-
fluld der Aufzuchtart, wobel wiederum UN-Tiere einerseits sich von den NN- und KN-
Tieren andererseits signifikant unterscheiden (Tab. 3.5 und Abbildung 3.10). Aufféllig ist
der im Vergleich zu den KN-Tieren hohe PLS der NN-Weibchen. Auch nach Herauspartia-
lisleren der Kovariaten Fettmasse bzw. Fettgehalt mittels ANCOVA ergibt sich fir die
NN-Tiere der hochste PLS, wahrend sich die Werte von UN- und KN einander gendhert
haben, so dal3 der Einflu® der Aufzuchtart bei der Kovariaten Fettgehalt auf dem Unter-
schied zwischen UN- und NN- Tiere basiert (s. Tabelle 4.3, unten und Abbildung 4.1, oben
rechts). Der ungewo6hnlich hohe PLS der NN-Weibchen relativ zu UN und KN 183 sich
weder durch erkennbare methodische Fehler noch durch naheliegende physiologische Vor-
gange erklaren. Der zuvor im Alter von 150 Tagen beobachtete Genotyp-Effekt bei den
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Abb. 4.1: Am Tag 150 (links) und Tag 190 (rechts) mittels zweifaktorieller Kovarianzana-
lysen (mit den kategorialen Pradiktoren Genotyp und Aufzuchtart und der Kovariate Fett
[%]) ermittelte KQ-Mittelwerte + SEM der Plasmaleptin- und -insulinkonzentration von
mannlichen und weiblichen Zuckerratten. Die Werte fur den Korperfettgehalt wurden
mittels der im Alter von 190 Tagen ermittelten Geradengleichung flr die Regression gegen
die TOBEC-MeRwerte berechnet. Die Tiere wurden entweder als Welpen unter- (UN,
graue Balken), normal (NN, weie Balken) oder tbererndhrt (KN, schwarze Balken).
Unmarkierte Balken symbolisieren Wildtyp-Tiere, schraffierte Balken heterozygote Tiere.

Weibchen hat sich nach der hochkal orischen Zusatzftitterung entgegen den Erwartungen

nicht verstarkt, sondern ist verschwunden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 sowohl im Alter von 150 Tagen bei Normal-
erndhrung als auch nach der sechswéchigen Zusatzfitterung bei den Mannchen und Weib-

chen der Korperfettgehalt den dominierenden Einfluf auf den PLS ausiibt. Erstaunlicher-
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weise geht der bei den Weibchen auf Normalfutter beobachtete Genotyp-Effekt auf den
PL S nach der sechswdchigen hochkal orischen Erndhrung verloren, statt starker ausgepragt
zu werden, wie man zunéchst erwartet hétte. Ebenso wie bei der K érperzusammensetzung
ergibt sich also bei der Regulation des PLS kein Hinwels auf eine stérkere Empfindlichkeit
der heterozygoten Tiere gegentber den Einflissen einer hochkalorischen Erndhrung (vgl.
4.7).

4.5.3 Effekt der frih-postnatalen Uber- und Untererndhrung mit anschliefRen-

der Standardfitterung auf Plasmainsulin

Wie Leptin sollte auch das Insulin das Korperfett reflektieren (Woods & Seeley 2000). In
der vorliegenden Arbeit ist das im Alter von 150 Tagen nach Standardfitterung jedoch nur
bei den Mannchen der Fall, wobei zudem PIS und Fettgehalt nur relativ locker korrelieren
(r=0,37; P<0,01). Bei Mannchen und Weibchen ergab die zweifaktorielle ANOVA (vgl.
Tabelle 3.5) einen signifikanten Einfluf der Aufzuchtart, jedoch keinen Hinweis auf einen
Genotyp-Einflu. Die ANCOVA unter Beriicksichtigung von Fettmasse bzw. prozentua
lem Fettgehalt (s. Tabelle 4.3, oben) bestétigte den signifikanten Einflufd der Aufzuchtart
bei Mannchen und Weibchen. Wie die Tabellen und Abbildungen zeigen, ergab sich selbst
nach Herauspartialisieren des Einflusses des Korperfetts sowohl bei Weibchen als auch bei
Mannchen ein signifikant hoherer Insulinspiegel der KN-Tiere im Vergleich zu den NN-
Tieren — eine Tendenz, die auch in der ANOVA erkennbar war. Dieser Befund unter-
streicht das Ergebnis friherer Studien, bei denen durch Wurfmanipulation tberernghrte
Tiere im Vergleich zu normal erndhrten Tieren im Sauglingsalter eine Hyperinsulindmie
mit assoziierter verminderter Glukosetoleranz aufwiesen (You et al. 1990, Plagemann et al.
1992, 1999a,b), die bis zum Alter von 9 Monaten anhielt (You et al. 1990, Plagemann et al.
1999a). Die frih-postnatale Unterernéhrung bewirkte dagegen im Alter von finf Monaten
keine Hyperinsulindmie, wie sie vielleicht nach der ,,Hales-Barker-Hypothese” (Hales &

Barker 1992) erwartet werden konnte.

Andere Studien (Hardie et a. 1996b, Boden et a. 1997, Janssen et al. 1999, Wauters et al.
2000) zeigten, dal3 Leptin und Insulin in enger Beziehung zu einander stehen. Auch in der
vorliegenden Arbeit zeigten PLS und PIS im Alter von 150 Tagen nach Standardftterung
eine allerdings lockere Beziehung zueinander (vgl. Tabelle 3.4). Wird mittels ANCOVA
der Einfluf des PLS auf den PIS herauspartiaisiert, erreicht der Einfluld der Kovariate PLS
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& | Kovari- Kategoriale Pradiktoren
Insulin | 8§ |_ante
[MU/mML] | § | Leptin | Aufzucht- post-hoc-Test Genotyp
O | [ng/mL] art UNvs. NN [ NN vs. KN | UN vs. KN | +/+ vs. +/fa
d150 ns *x ns * Sk ns
m
d190 ** ns+ ns+ ns ns ns
d150 * * ns * ns ns
w
d190 KKK *hk o Kkk ns ns

Tab. 4.4: Am Tag 150 und Tag 190 mittels zweifaktorieller Kovarianzanalysen (mit den
kategorialen Pradiktoren Genotyp und Aufzuchtart und der Kovarianten Plasmalep-
tin [ng/mL]) ermittelte Signifikanzen fir die Unterschiede im Plasmainsulinspiegel von
mannlichen (m) und weiblichen (w) Zuckerratten, die als Welpen unter- (UN), normal
(NN), oder Ubererndhrt (KN) wurden. *** =P <0,001; **=P <0,01; * =P <0,05;
ns=P >0,05; ns" = 0,05 <P <0,1.

Kovariante: Leptin [ng/mL]

Plasmainsulin [pU/mL]
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Abb. 4.2: Am Tag 150 (links) und Tag 190 (rechts) mittels zweifaktorieller Kovarianzana-
lysen (mit den kategorialen Pradiktoren Genotyp und Aufzuchtart und der Kovariante
Leptin [ng/mL]) ermittelte KQ-Mittelwerte + SEM der Plasmainsulinkonzentration von
mannlichen und weiblichen Zuckerratten. Die Tiere wurden entweder als Welpen unter-
(UN, graue Balken), normal (NN, weiRRe Balken) oder tberernahrt (KN, schwarze Balken).
Unmarkierte Balken symbolisieren Wildtyp-Tiere, schraffierte Balken heterozygote Tiere.
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bei den Mannchen zwar nicht das Signifikanzniveau, aber der Einfluld der Aufzuchtart auf
den PIS wird signifikant (s. Tabelle 4.4 und Abbildung 4.2). Bei den Weibchen gleichen

Alters zeigt sich ein signifikanter Einflu® des PLS als Kovariate sowie der Aufzuchtart.

Die vergleichende Interpretation der Plasmainsulin-Messungen wird in der vorliegenden
Untersuchung dadurch erschwert, daR aufgrund der Kombination mit den TOBEC®-
Messungen fur die Blutentnahmen keine fir die Erfassung des Insulin-Status optimale Be-
dingungen eingehalten werden konnten. Weil die TOBEC®-Messung eine weitgehende
Darmentleerung voraussetzt, wurden die Messungen nach 16- bis 24-stindigem Fasten
durchgefiihrt. Dies entsprach wahrscheinlich einer Ubergangsphase zwischen normalem
Nuchternwert und ausgepragtem Hungerstoffwechsel, der bei Ratten nach 24- bis 70-
stindigem Fasten bel unveréndertem Korperfettgehalt deutlich niedrigere Plasmaleptin-
und Plasmainsulinspiegel bedingt (Ahima et al. 1999). Eine zusétzliche Unsicherheit ergibt
sich aus moglichen Stref3-Einflissen im Zusammenhang mit der Blutentnahme aus dem
Augenwinkel, bel der infolge einer Adrenalinausschittung und dem damit verbundenen
Anstieg des Glukosespiegels mit einem Anstieg des Plasmainsulins innerhalb weniger Mi-
nuten zu rechnen ist (Farias-Silva et al. 2002). Unabhangig von diesen einander entgegen-
gesetzten EinflUssen lief3en sich jedoch die oben beschriebenen Abhangigkeiten des Plas-
mainsulins von der Aufzuchtart und teilweise auch vom Fettgehalt nachweisen (s. Abb.
3.9). Erschwert wird allerdings der Vergleich mit Untersuchungen, bei denen andere Er-
ndhrungszustande und M ethoden der Blutentnahme ausgewahlt wurden.

4.5.4 Plasmainsulin nach einer hochkalorischen Zusatzfutterung im adulten
Tier

Um einen besseren Vergleich der Langzeitwirkung der hochkalorischen Zusatzfiitterung
und der Standardftterung auf den Plasmainsulinspiegel zu erméglichen, wurde die Scho-
kolade bereits zwei Tage vor der Totung entzogen. Wie beim PLS zeigt die Regressions-
analyse nach der hochkalorischen Zusatzfltterung auch eine deutliche Beeinflussung des
PIS durch den Korperfettgehalt von Méannchen und Weibchen (vgl. Tabelle 3.4). Zwar
zeigt die zweifaktorielle ANOVA bei den Mannchen die gleiche Beeinflussung durch die
frih-postnatale Ernghrung im Vergleich zum Tag 150 und bei den Weibchen sogar einen
stérkeren Einflufd (vgl. Tabelle 3.5), doch begrindet sich die Signifikanz bei den Méann-
chen allein auf den relativ niedrigen PIS der UN-Tiere und bei den Weibchen auf den

hohen PIS der NN-Tiere (vgl. Abbildung 3.10). Die hohen PIS-Werte der 190 Tage alten
o7}
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NN-Weibchen im Vergleich zu den KN-Tieren sind ein Uberraschendes Ergebnis. Es &3t
sich nicht auf die bereits oben diskutierten methodischen Probleme zuriickfhren (s. 4.5.3),
und auch bei der Uberprifung der einzelnen Daten wurden keine Fehlerquellen entdeckt,

die diesen Befund in Frage stellen konnten.

Mittels ANCOVA werden folgende Ergebnisse deutlich: erstens zeigt sich bei den Mann-
chen, dal3 der PIS priméar vom Korperfettgehalt abhéngt, bei den Weibchen dagegen von
der fruh-postnatalen Erndhrung (s. Tabelle 4.3 und Abbildung 4.1). Zweitens ergeben sich
— obwohl diese Tiere vor der Blutentnahme ca. 20 Stunden gefastet hatten und die Scho-
kolade bereits zwel Tage zuvor entzogen wurde, so dal3 niedrige PIS zu erwarten wéren
(Ahima et al. 1999) — nach Herauspartialisieren des Fettgehalts sehr hohe PIS fir die
Mannchen aus allen drel Nesttypen, wobel die Werte der KN-Tiere im Vergleich zum Tag
150 kaum veréndert sind. Drittens zeigen sowohl NN-Mannchen wie NN-Weibchen nach
Herauspartialisieren des Einflusses des Korperfetts jeweils den hochsten PIS, wahrend
UN- und KN-Tiere dhnliche Werte aufweisen. Und viertens ergeben sich bel den UN-
Mannchen nach der hochkal orischen Erndhrungsphase hohere PIS als fir ihren noch relativ
niedrigen Korperfettgehalt zu erwarten wére, wahrend die UN-Weibchen dagegen einenim
Vergleich zu Tag 150 unverandert niedrigen PIS aufweisen. Sie scheinen also trotz der

hochkal orischen Zusatzfitterung auf aktuelle Glukosespiegel reagieren zu kénnen.

Esist erstaunlich, daf3 sowohl bei der ANOVA als auch bei der ANCOVA der PIS der NN-
Mannchen und NN-Weibchen relativ hoch ist (100 pU/mL und ~80 pU/mL). Wie beim
PLS ist bel den NN-Weibchen der PIS deutlich hther als bei den KN-Weibchen und das
sowohl bei der ANOVA wie ANCOVA. Hierfir lassen sich wie oben erléutert keine me-
thodischen Fehler verantwortlich machen. Uberraschend ist auRerdem, da der PIS der
KN-Weibchen nach der hochkal orischen Zusatzfiitterung besonders bei den Heterozygoten
sowohl bei der ANOVA wie ANCOVA gesunken ist.

Wie die vorangegangenen Kapitel zeigen, ist die Wahl der statistischen Auswertung ent-
scheidend fur die Interpretation der Befunde. Mit der ANOV A werden die Mel3werte, hier
die untersuchten Plasmahormonspiegel, auf die beeinflussenden Faktoren, in diesem Fall
Aufzuchtart und Genotyp, untersucht. Die mittels ANOV A dargestellten Plasmal eptin- und
Plasmainsulinkonzentrationen entsprechen demnach denen im Tier zum Zeitpunkt der
Blutentnahme. Andererseits beeinflufd die Korperfettmenge ebenfalls die Leptin- und In-
sulinspiegel. Bel der ANCOV A wird untersucht, ob die Aufzuchtart und der Genotyp einen
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Uber den Einflu? auf die Fettmenge hinausgehenden direkten Einflufd auf den untersuchten
Parameter haben, indem der Einflul? der Kovariate Fett bereinigt (herauspartialisiert) wird.
Fur diese Analyse wird der Korrelationskoeffizient zwischen Fettmenge und Hormonkon-
zentration berechnet und Varianzen, die nicht durch die Fettmenge (Varianzbeitrag) erklart
werden, der sog. Restvarianzbeitrag, bestimmt. Die so berechneten Mittelwerte kdnnen

sich aso von denen der ANOV A unterscheiden.

Die enge Beziehung zwischen Leptin und Insulin tritt nach der sechswdchigen hochkalo-
rischen Zusatzfitterung bei Mannchen und Weibchen sowohl bei der Regressionsanayse
(vgl. Tabelle 3.4) als auch bei der ANCOVA (s. Tabelle 4.4 und Abbildung 4.2) noch deut-
licher hervor. Der Einfluld der Aufzuchtart ist dagegen bei der ANCOVA bei den Mann-
chen nur noch tendenziell (P = 0,056) zu erkennen. Bei den Weibchen verstérkte er sich
zwar, doch ist dies allein auf den relativ hohen PIS der NN-Weibchen zuriickzufhren.

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 im Gegensatz zum PLS der Plasmainsulinspiegel
im Alter von 150 Tagen noch deutlich von der Aufzuchtart beeinflufd wird. Eine frih-
postnatale Uberernahrung mit anschlielender Standardfitterung fiihrt auch im adulten Tier
zu einer relativen Hyperinsulindmie. Dagegen hat eine frih-postnatale Untererndhrung im
Vergleich zu einer normalen Erndhrung keinen signifikanten Einfluf auf den PIS im Alter

von 150 Tagen.

Nach der sechswoéchigen hochkal orischen Zusatzfiitterung wird der Einfluf3 des Korperfetts
auf den PIS bei Mannchen und Weibchen deutlicher, wobei bei den Mannchen alle drei
Nesttypen im Vergleich zum Tag 150 einen hdheren PIS aufweisen. Bei den Weibchen da-
gegen ist der PIS nur bei den NN gestiegen, bei den KN-Tieren ist er jedoch gesunken. Die
hochkal orische Zusatzfutterung scheint bei den NN-Mannchen und -Weibchen eine rela-
tive Hyperinsulinamie provoziert zu haben, so dal3 bei den Weibchen ein signifikanter
EinfluR der Aufzuchtart bei der ANCOVA entsteht. Wahrend die UN-Weibchen scheinbar
unbeeindruckt von der hochkal orischen Zusatzfltterung sind, stieg bei den UN-Mannchen
der PIS an. Auch wenn PLS und PIS im Alter von 150 Tagen primér von unterschiedlichen
Faktoren beeinfluf3t werden, ist ein Zusammenspiel, das nach der sechswdchigen hochkal o-

rischen Zusatzfitterung noch deutlicher wird, erkennbar.
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4.6 Bedeutung der Regressionsanalysen fiir die Auswertung der
Langzeitfolgen der friih-postnatalen Ernahrung

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen Mittelwertanalysen und zum anderen Re-
gressionsanalysen zur Darstellung des Langzeiteinflusses der frih-postnatalen Erndhrung
verwandt. Die Vor- und Nachteile beider Methoden sollen hier nun dargestellt werden.
Mittels der Mittelwertanalyse kann eine statistische Aussage getroffen werden, deren
Trennscharfe bel einer zu hohen Streuung wie z.B. bei den Plasmahormonspiegeln dieser
Arbeit jedoch beeintrachtigt werden kann (s. Abbildung 3.10). Auferdem wird bel Be-
trachtung der Mittelwerte zu einem bestimmten Zeitpunkt nicht deutlich wie die gezeigten
Unterschiede zwischen den Aufzuchtarten mit anderen Parametern, die als intervenierende
Faktoren in Betracht kommen, z.B. der Absetz-Kdrpermasse, zusammenhangen. Dagegen
ist bei der Regressionsanalyse dieser Zusammenhang zwischen Korperzusammensetzung
und Absetz-Koérpermasse erkennbar und kann zur Interpretation der Ergebnisse von
»Ausreif3ern“ beitragen (s. Abbildung 3.11 bis 3.13). Es mul} alerdings bedacht werden,
daid nicht allein die Aufzuchtart die Korpermasse beim Absetzen beeinflufdt. Besonders bel
einem Auszuchtstamm, wie der Zuckerratte in der vorliegenden Arbeit, konnen genetische
Unterschiede zusétzlich zur frih-postnatalen Erndhrung die Absetz-Kdrpermasse und den
gpateren Wachstumsverlauf beeinflussen. In diesem Fall ware die Korrelation mit der
Absetz-K orpermasse nicht unbedingt nur eine Widerspiegelung des determinierenden Ein-
flusses von epigenetischen Faktoren. Trotzdem erscheint es hier sinnvoll eine Regressions-
analyse anzuwenden, um einen Uberblick tber die Zusammenhénge zwischen der experi-
mentell manipulierten Milchverflgbarkeit und der durch diese sowie durch andere unbe-
kannte epigenetische oder genetische Faktoren beeinflusste Absetz-Kdrpermasse zu erhal-
ten, wenn diese as intervenierende Variable fir die Beurteilung der weiteren Entwicklung

in Betracht gezogen wird.

Anhand dieser Auswertung wird deutlich, dal3 die Aufzuchtart Gber die Absetz-Korper-
masse als der daraus resultierenden intervenierenden Variablen einen robusten Einfluf? auf
die Korpermasse insgesamt, sowie auf die fettfreie Korpersubstanz (FFM), hier durch die
FFDM représentiert, auslbt (s. Tabelle 3.6 und 3.7). Dabei reflektiert die Grélie der FFM
bzw. FFDM u. a. das Langenwachstum der Tiere. Auch die Adipositat wird durch die ex-
perimentell manipulierte Milchverfigbarkeit beeinfluf3t. Allerdings bewirkt das Angebot
des hochkal orischen Zusatzfutters oder das fortschreitende Alter, dafd die individuellen Un-
terschiede in der FFDM und der Fettakkumulation der 190 Tage alten Tiere starker zu Ta-
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ge treten, da die Korrelationen im Alter von 150 Tagen enger waren als am Versuchsende
(s. Tabelle 3.7). Der Plasmaleptinspiegel wird durch die hochkalorische Zusatzfitterung
(bzw. das hohere Alter) stérker in der Korrelation zur Absetz-Kérpermasse beeinfluft,
wahrend sich die Korrelationen des Plasmainsulinspiegels zur Korpermasse am Tag 21 in
dieser Zeitspanne nicht verandert (s. Tabelle 3.8). Diese Art der Analyse liefert also einen
guten Uberblick Uber allgemeine Zusammenhénge zwischen Absetz-Korpermasse und

K 6rperzusammensetzung, Kdrpermasse und Plasmahormonspiegeln im adulten Tier.

4.7 Unterschiedlicher Einflul des fa-Allels auf die Geschlechter

Unter Standardbedingungen unterscheiden sich heterozygote (+/fa) Zuckerratten phano-
typisch kaum von den Wildtyp-Tieren (+/+). Untersuchungen an Welpen zeigten, dal3 je-
doch kein rein rezessiver Erbgang dieser Mutation vorliegt, wie zunéchst angenommen
(Zucker & Zucker 1961), sondern vielmehr in der ersten Lebenswoche ein kodominanter
und in der dritten Lebenswoche ein partiell rezessiver Einfluld auf die Kdrpermasse und
den Korperfettgehalt besteht (Truett et al. 1995, Schwarzer et a. 1997, Olbort 1998, Kraeft
et a. 1999). Im Alter von 21 Tagen war bel den Zuckerratten der vorliegenden Arbeit
(Versuchsserie | und 1) ebenso wie in der Arbeit von Schélch (2001) kein Genotypunter-
schied in der Korpermasse erkennbar. Jedoch zeigte sich bel den von Wistarratten-Ammen
aufgezogenen KN-Weibchen (Versuchsserie 1) in der vorliegenden Arbeit sowie bel von
Zuckerrattenmittern aufgezogenen KN-Mannchen und Weibchen (Schélch 2001) ein He-
terozygoteneffekt im absoluten und prozentualen Fettgehalt. Ab einem Alter von 90 Tagen
deutete sich bei den Weibchen der Versuchsserie | ein Heterozygoteneffekt in der Korper-
masse an, der ab Tag 120 das Signifikanzniveau erreichte. Im Alter von 150 Tagen waren
neben der Koérpermasse auch die Werte fir FFDM, Fettmasse und Fettgehalt sowie der
Plasmal eptinspiegel, nicht aber der Plasmainsulinspiegel der heterozygoten Weibchen ge-
genlber den Werten der Wildtyp-Weibchen signifikant erhdht. Nach der sechswdchigen
hochkal orischen Zusatzfitterung im Alter von 190 Tagen ist der Heterozygotenunterschied
der Weibchen nur noch in der Kérpermasse erhalten; in FFDM, Fettmasse und Plasmalep-
tinspiegel besteht noch ein tendenzieller Unterschied, und im Fettgehalt ist der Unterschied
vallig verschwunden. Aufgrund des hochkal orischen Zusatzfutters oder des Alters scheint
es zu einer Angleichung der Fettakkumulation zwischen den Genotypen zu kommen. Bei
den Mannchen zeigten sich nur im Alter von 150 Tagen beim Plasmaleptinspiegel fur die

heterozygoten Tiere hthere Werte als fur die Wildtyp-Tiere.
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Auch die Arbeitsgruppe um Cleary konnte einen Heterozygoteneffekt nach dem Absetzen
nur bei Weibchen nachweisen. Zuckerratten-Weibchen mit Standardfutter nach dem Ab-
setzen zeigten im Alter von 70 Tagen, wie die 150 Tage alten Weibchen der vorliegenden
Studie, einen Heterozygoteneffekt in der Masse der entnommen Fettdepots (inguinales so-
wie retroperitoneales mit parametrialen), im Fettgehalt und im Plasmaleptinspiegel aber
ebenfalls nicht im Plasmainsulinspiegel (Cleary & Phillips 19994a). Die gleich alten Mann-
chen zeigten weder bei fettarmer (Cleary & Phillips 1996) noch bei fettreicher Fitterung
(Cleary et al. 1999b) Genotypunterschiede, wobei jedoch der Plasmaleptinspiegel nicht be-
stimmt wurde. Zu bedenken ist alerdings, dal3 die Geschlechter und die unterschiedlichen
Futterungsarten in verschiedenen Versuchsansétzen untersucht wurden. Zudem enthielten
die Wurfe entweder nur Wildtypen oder nur Heterozygoten, nie aber beide Genotypen. Es
wére jedoch wichtig Wurfgeschwister zu verwenden, da das Pflegeverhalten der Mutter
einen wesentlichen Einflufaktor auf die Entwicklung der Nachkommen darstellt
(Schwarzer et al. 1997). Wie nétig esist, Wurfgeschwister zu verwenden, zeigten Truett et
a. (1995), bei deren Untersuchung eine Varianz von bis zu 70% bel verschieden Wachs-
tumsdaten im Wurfeffekt begrindet war.

Maoglicherweise ist die unterschiedliche Fetteinlagerung bei den Geschlechtern Ursache fir
das Vorhandensein des Genotypunterschieds bei den Weibchen. Geht man davon aus, dal3
die Fettverteilung bei Ratten wie beim Menschen ist, so befindet sich das Fett bei den
Weibchen grof3tenteils in subcutanen und bel den Ménnchen Uberwiegend in viszeralen
Bereichen. Da die Leptinexpression im subcutanen Fett grof3er ist als im viszeralen Fett
und der PL S besser mit dem subcutanen Fett korreliert (Montague et al. 1997, Woods et al.
2003), koénnten sich Unterschiede zwischen Wildtypen und Heterozygoten bei den Welb-
chen starker ausprégen. Uber die geschlechtsbedingte Verteilung des Fetts bei Ratten lie-
gen zur Zeit jedoch keine Untersuchungen vor. Auch wenn Ratten nur mit wenig Fettge-
webe geboren werden, beobachteten Truett et al. (1995) bereits bei 7 Tage aten Tieren Un-
terschiede zwischen Mannchen und Weibchen in Kérpermasse und Inguinalfettmasse, wo-
bei zumindest bei der Fettmasse eine Interaktion zwischen Genotyp und Geschlecht auftrat.
In anderen Untersuchungen, bel denen die Gesamtkdrperfettmenge bestimmt wurde, zeigte
sich dagegen keine Interaktion zwischen Genotyp und Geschlecht, so dal3 beide Ge-
schlechter gemeinsam ausgewertet wurden (Schwarzer et a. 1997, Olbort 1998, Kraeft et
al. 1999).
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Maher et al. (1996) verwandten fur ihre Untersuchung der Genotypunterschiede wie in der
vorliegenden Studie Wurfgeschwister. Aus der Verdffentlichung geht jedoch nicht klar
hervor, ob bei 90 Tage alten Weibchen keine Genotypunterschiede vorhanden waren oder
nicht untersucht wurden. Wie in der vorliegenden Studie zeigten 90 Tage alte Mannchen
nach einer siebenwochigen (42 bis 90 Tage) fettarmen Fitterung keinen Genotypunter-
schied in der Korpermasse. Allerdings war ein Heterozygoteneffekt im Verhdtnis der
Korpermasse zum perirenalen bzw. epididymalen Fett bei den fettarm gefitterten Mann-
chen erkennbar. Die im selben Zeitraum fettreich gefutterten Ménnchen zeigten nicht nur
im Gehalt der untersuchten Fettdepots einen Heterozygoteneffekt, sondern auch in der
Korpermasse. Mdglicherweise ist die Art der Erndhrung bzw. der Zeitpunkt der diéteti-
schen Manipulation fur die Entstehung eines Genotypunterschieds bei den Méannchen von
Bedeutung. Wahrend in der vorliegenden Studie die Tiere erst im Alter von 150 Tagen
hochkal orisches Zusatzfutter erhielten, wurden die Tiere der Maher-Gruppe bereits im Al-
ter von 42 Tagen ausschliefdlich fettreich erndhrt (Maher et al. 1996). Um diese Fragen

ausreichend kléren zu kénnen, mifdten jedoch weitere Untersuchungen erfolgen.

4.8 Methodenkritik und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals mittels einer vollstandigen Analyse der Kor-
perzusammensetzung die Folgen einer frih-postnatalen Erndhrungsmanipulation nicht nur
auf adulte Wildtyp-Ratten sondern auch auf Tiere, die heterozygot fur einen Leptinrezep-
torgendefekt sind, dargestellt. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, tragen neben Stammesun-
terschieden auch Unterschiede in der Methode der Erndhrungsmani pulation zur Variabilitét
in den Langzeiteffekten der fruh-postnatalen Erndhrung auf die Entwicklung von Ratten
bei. Durch die angewendete , Rotation” der Wirfe sollten mogliche Unterschiede in der
Milch (Volumen und Zusammensetzung) und im Verhalten der Muttertiere weitgehend
ausgeglichen werden. Doch bedarf diese Methode weitere Untersuchungen, in denen
geklart werden muf3, inwieweit durch die taglichen Stérungen der Mutter-Wurf-Interaktion
zusétzliche Langzeitwirkungen auf Korpermasse und —zusammensetzung sowie auf die
Plasmaspiegel von Leptin und Insulin entstehen. So kdnnten die nach der hochkal orischen
Zusatzfutterung relativ hohen PIS der adulten Tiere, die ohne Mutteraustausch im
normalen Nest aufgezogen wurden, darauf zurtickzuftihren sein, daf? die PIS der ,, rotierten*
KN- und UN-Tiere durch diese frih-postnatale Manipulation niedriger als normal sind.

Dies muRte eine Folgeuntersuchung mit einem taglichen Austausch der Muttertiere
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zwischen gleich groRen Wirfen zeigen. Weiterhin sollten bel Folgeuntersuchungen
geeignetere Zeitpunkte zur Blutentnahme fir die Hormonanalysen gewahlt werden (s.
4.5.3), ds es hier durch die gleichzeitig durchgefiihrte TOBEC®-Messung mdglich war.
Uberhaupt ware es gerade im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Arbeiten verschiedener
Arbeitsgruppen hilfreich eine Standardisierung der Versuchsbedingungen wie z.B.
Wurfgrofde, Anzahl der untersuchten Tiere, Einzel-/Gruppenhaltung nach dem Absetzen,
etc. zu erreichen. Ungeachtet der methodischen Problematik konnte mit dem verwendeten
Versuchsansatz klar gezeigt werden, dal3 sich bei hochkalorischer Zusatzfitterung der

adulten Tiere der Heterozygotenunterschied nicht verstarkte.

Generell mul3 hervorgehoben werden, dal? bei der gemeinsamen Betrachtung der eigenen
Befunde und der anderer Autoren eine Langzeitwirkung der frih-postnatalen Ernghrung
bei anschlief3ender Standarderndhrung auf die Korperzusammensetzung klar nachweisbar
ist. Doch scheint besonders der EinfluR der frilh-postnatalen Uberernahrung nicht sehr ro-
bust, so dal? er leicht durch methodische Variationen Uberdeckt werden kann. Bel einer
spateren Uberernahrung durch hochkalorisches Zusatzfutter scheint das Alter fir die Per-
sistenz der Effekte eine wichtige Rolle zu spielen. Wahrend eine Uberernahrung in adulten
Weibchen keine klaren Unterschiede zwischen KN und NN-Tiere hervortreten 183 (Haus-
berger & Volz 1984, eigene Befunde), konnte durch eine sofort nach dem Absetzen erfolg-
te Uberernahrung ein persistierender Unterschied zwischen diesen beiden Nesttypen er-
reicht werden (Petri®). Falls sich ein solcher Zusammenhang bestétigen lielRe, wére er be-
sonders im Hinblick auf die Erndhrungslage bei Kindern und Jugendlichen in Industrie-
nationen von grof3em Interesse. Der Bedeutung der Erndhrung nach dem Absetzen sollte
daher in weiteren Untersuchungen Beachtung geschenkt werden. Weiterhin wére es inte-
ressant eventuelle Geschlechtsunterschiede in der Reaktion zu untersuchen, da die vor-
liegende Arbeit darauf hinweist, dal3 adulte Mannchen und Weibchen mit gleicher frih-
postnataler Erndhrung unterschiedlich auf eine hochkalorische Diét reagieren kénnen. Da
das Leben in den Industrienationen durch fehlende Kéaltebelastungen gekennzeichnet ist,
waére es zudem winschenswert, diesin einem Tiermodell korrekt zu ssimulieren. Dabel ist
es jedoch essentiell zu beachten, dal? adulte Tiere — insbesondere laktierende Weibchen —
bei Temperaturen, die fir die Jungtiere in der Thermoneutralzone liegen, bereits eine
Hitzebelastung erfahren. Wird dies nicht beachtet, konnen die Befunde durch die Hitzebe-
lastung des M uttertieres, verfal scht werden (Schmidt 2001).
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4.9 EinflulR der Aufzucht durch Ammen eines anderen Stammes

Durch die Aufzucht von Wistarratten- und Zuckerrattenwelpen im kleinen Nest von Am-
men des anderen Stammes sollte getestet werden, inwiewelt in spateren Untersuchungen
grofRere initiale Unterschiede im K érperfettgehalt beim Absetzen erreicht werden kénnen.

4.9.1 Mogliche Ursachen fiur eine erhdhte Fettakkumulation der Welpen im

kleinen Nest

Urséchlich fur eine erhdhte Fettakkumulation ist eine positive Energiebilanz, d. h. die
Energieaufnahme ist grof3er as die Energieabgabe (Jequier & Tappy 1999). Die erhohte
Energieaufnahme von im kleinen Nest aufgezogenen Welpen resultiert sowohl aus einem
grofkeren Milchvolumen als auch aus einer energiereicheren Milch (Fiorotto et a. 1991).
Zudem hangt die Milchproduktion bei Ratten von der Wurfgrof3e der ersten Tage nach der
Geburt ab (Edwardson & Eayrs 1967) und so erfolgte die Reduzierung der Wurfgrof3e in
dieser Arbeit, um die Milchsekretion optimal zu stimulieren, erst am Tag 3 p.n. Ein
weiterer Aspekt, der zu einer positiven Energiebilanz und damit letztendlich auch zu einer
vermehrten Fetteinlagerung im kleinen Nest beitragen konnte, ist die Beobachtung, daf3
Rattenmitter um so mehr Zeit bel ihren Welpen verbringen, je kleiner der Wurf ist (Grota
1973, Leon et a. 1978). Dies konnte sowohl Auswirkungen auf den Energiebedarf zur
Thermoregulation (s. 4.3.5.2), wie den Energiebedarf beim Wettstreit der Welpen um das
vorhandene Milchvolumen haben. Aus Untersuchungen an kunstlich aufgezogenen Ratten
ist bekannt, dal3 auch bei entsprechend reduzierter Milchmenge, eine Reduktion des ther-
moregulatorischen Aufwandes zu einer Zunahme des Korperfettgehaltes fuhrt (Marke-
wicz’). Dagegen fuhren vergroRerte Milchmengen, die Tieren mit hoher thermoregulato-
rischer Aktivitdt zugefiihrt werden, zu einem selektivem Zuwachs des Wachstums der
FFDM bei niedrigem Korperfettgehalt (Meierfrankenfeld 1996). Allerdings wurde bei den
genannten Untersuchungen nur das Milchvolumen und nicht die Milchzusammensetzung

manipuliert.

In der vorliegenden Untersuchung wurde durch den Austausch der sdugenden Mutter
wahrscheinlich sowohl die Dauer der Anwesenheit auf dem Nest wie die Milchzusammen-

setzung und die pro Welpe verfligbare Milchmenge verandert. Eine Untersuchung an

> Quelle: Diplomarbeit B. Markewicz, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitét Marburg, 1990
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Wistarrattenwelpen, die im kleinen und im normalen Nest von Mittern des gleichen
Stammes aufgezogen wurden, ergab am Tag 21 jeweils hohere Werte in Korpermasse,
FFDM und Fettgehalt als fur Zuckerratten (Scholch 2001). Dabei blieb jedoch offen,
inwiewelt dies auf genetisch bedingte Unterschiede in der Reaktion der Welpen oder der
Muittertiere beruhte. Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, fuhrte die Aufzucht von
Zuckerrattenwel pen durch Wistarratten-Ammen zu einem Anstieg aller untersuchten Para-
meter der Korperzusammensetzung gegeniber den von Zuckerrattenmittern im kleinen
und normalen Nest aufgezogenen Zuckerrattenwelpen. Erganzend zeigen Beobachtungen
in der Arbeitsgruppe, dal3 nach vierstindigen Trennungen Wistarratten die Welpen
schneller und zielgerichteter wieder ins Nest holten, friher und ausdauernder sdugten als
Zuckerratten, die zudem anfélliger gegentiber Stérungen waren und leichter das Saugen
unterbrachen. Dadurch hatten innerhalb einer Stunde die von Wistarratten gesaugten
Welpen mehr Milch aufgenommen as die von Zuckerratten gesdugten (Schmidt,
unverdffentlicht). Dies weist deutlich darauf hin, dal3 bereits das Verhaten der Muttertiere
und die dadurch bestimmte Verfugbarkeit von Milch eine wesentliche Rolle fur die
beobachteten Unterschiede in der Kdrperzusammensetzung (Scholch 2001) von ansonsten
gleichbehandelten Absetzlingen der beiden Stammen spielt. Unterschiede in der Lak-
tationsleistung und Milchzusammensetzung zwischen den Stdmmen missen ebenfalls in
Betracht gezogen werden. Arbeiten, die die Milchzusammensetzung der untersuchten

Rattenstamme miteinander vergleichen, liegen jedoch nicht vor.

4.9.2 Verringerung des Heterozygoten-Unterschiedes durch Erreichen einer

physiologischen Obergrenze in der Kdrpermasse

Bel einer Aufzucht im normalen Nest sind zum Zeitpunkt des Absetzens geringfligige Un-
terschiede im Korperfettgehalt zwischen den Wildtyp- und heterozygoten Zuckerratten zu
beobachten (Olbort 1998), die durch eine friih-postnatale Uberernahrung deutlich verstarkt
werden konnten (Scholch 2001). Die frih-postnatale Ubererndhrung bedingte bei den
weiblichen Heterozygoten sogar einen dhnlich hohen Korperfettgehalt wie bel den homo-
zygoten Merkmalstrégern, die im normalen Nest aufgewachsen waren (Schdlch 2001). Ob-
wohl in der vorliegenden Arbeit durch die Ammenaufzucht die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Aufzuchtformen zum Zeitpunkt des Absetzens in allen untersuchten Para-
metern der Korperzusammensetzung verstérkt werden konnten, verringerte sich der
Heterozygoten-Unterschied bel Korperfettmasse und Korperfettgehalt soweit, dald bel den

Mannchen das Signifikanzniveau nicht mehr erreicht wurde. Wahrend dieser Effekt bei
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Betrachtung der Mittelwerte (Abb. 3.15) schwer verstdndlich erscheint, legt die Betrach-
tung der Korrelationen zwischen Kérpermasse und FFDM bzw. Kérperfett nahe, dai die
Absetz-K 6rpermasse bei knapp 50 g fur die Weibchen und 55 g fur die Mannchen eine
physiologische Obergrenze erreicht hat, die nicht Uberschritten wird (vgl. Abbildung 3.14).
Allerdings wére innerhalb des physiologischen Bereiches von Absetz-Korpermassen
durchaus noch eine weitere selektive Zunahme der Korperfettmasse moglich, wie die
Betrachtung der Kdrperzusammensetzung von im kleinen Nest aufgezogenen fa/fa-Tieren
zeigt (unverdffentlichte Ergebnisse, I. Schmidt). Im Gegensatz zur Reaktion der fa/fa-Tiere
erfolgte jedoch die stérkere Zunahme der durchschnittlichen Kérperfettmasse der Hetero-
zygoten bei Aufzucht im kleinen Nest durch die eigene Mutter, sowohl bei Ménnchen wie
Weibchen, zu einem wesentlichen Anteil proportional zu einem deutlichen Anstieg der
Korpermasse (Scholch 2001), obwohl es auch zusétzlich zu einer Parallelverschiebung des
Zusammenhanges zwischen Korperfettgehalt und Korpermasse kam. Inwieweit sich aus
den unterschiedlichen Anteilen von proportionalem und Uberproportionalem Anstieg der
Korperfettmasse bei den verschiedenen Aufzuchtformen bzw. Genotypen — analog zu den
Befunden bei kinstlicher Aufzucht (s. 0.) — auf eine unterschiedliche starke Auswirkung
von Veranderungen der thermischen und nutritiven Bedingungen schlief3en 1&3t, mul3 ange-
sichts der oben diskutierten komplexen Veranderungen der Aufzuchtbedingungen im Nest

offen bleiben.

4.9.3 Selektive Steigerung des Kdorperfettgehalts durch Ammenaufzucht von

Wistarratten durch Zuckerrattenmutter

In der vorliegenden Arbeit fuhrte die Aufzucht von Wistarrattenwelpen durch Zucker-
ratten-Ammen im kleinen Nest zu einer deutlichen Verminderung der Parameter der Kor-
perzusammensetzung im Vergleich zu den von Wistarrattenmuttern im kleinen Nest aufge-
zogenen Tieren. Dies |8(% sich teilweise bereits durch das unruhigere Verhaten der Zuk-
kerrattenmiitter erkléren (s. 0.), das vermutlich zu einer geringeren Milchverfligbarkeit im
Vergleich zur Aufzucht durch Wistarrattenmutter im kleinen Nest fuhrt. Auf der anderen
Seite kommt es jedoch bei der Ammenaufzucht zu einem selektiven Anstieg des Korper-
fetts gegentiber den im normalen Nest von Wistarrattenmittern aufgezogenen Wistarrat-
tenwelpen mit gleicher Kérpermasse. Unter Berticksichtigung der oben diskutierten Be-
funde an kinstlich aufgezogenen Tieren konnte man spekulieren, dal’ dies darauf hinweist,
dal3 sich die Milchverflgbarkeit im Vergleich zu den Welpen aus der normalen Aufzucht

nicht erhoht hat, sondern eine reduzierte Kaltebel astung aufgetreten ist. Allerdingsist nicht
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auszuschlief3en, dal3 auch eine Erhéhung des Fettgehaltes der Milch zu einem selektiven
Anstieg des Korperfettgehaltes fuhren konnte. Hinweise darauf, dal3 die Milchzusammen-
setzung von unterschiedlichen Rattenstammen variiert, zeigen Arbeiten Uber Sprague-
Dawley-Ratten (Fiorotto et al. 1991) und Zuckerratten (Godbole et al. 1981). Da jedoch
auch die Veranderung der Nestgrofde (normal gegen klein) zu berticksichtigen ist, sind die

Verhaltnisse wiederum viel zu komplex fur eine Schluf3folgerung.

4.10 Fazit und Ausblick

Obwohl sich der Heterozygoten-Unterschied bei den Zuckerrattenwelpen durch die Am-
menaufzucht mit Wistarrattenmaittern nicht vergrof3ert hat, bietet das gegentiber der Auf-
zucht im normalen Nest verdoppelte Korperfett einen guten Ansatzpunkt, um zu prifen, ob
sich stabilere Langzeitwirkungen der frih-postnatalen Erndhrung bei einem vergrof3erten
initialem Unterschied im Korperfettgehalt ergeben. Vor alem aber bietet der bei der Auf-
zucht von Wistarrattenwel pen durch Zuckerrattenmutter beobachtete selektive Anstieg des
Korperfettes einen besonders interessanten Ansatzpunkt fir weitere Untersuchungen Uber
den Langzeiteinflufd der frih-postnatalen Adipositas. Gerade im Hinblick auf die Adiposi-
tasentwicklung beim Menschen wére es aul3erdem wichtig zu kléren, welche Faktoren zu
dem selektiven Anstieg des Korperfetts unter diesen Bedingungen gefiihrt haben. Zudem
ware generell eine analytische Klarung der unterschiedlichen Einfliisse wie der Anderung
der thermischen Bedingungen, der Milchverfigbarkeit und der Milchzusammensetzung auf
die Veranderungen in Korperfett und fettfreier Korpermasse wiinschenswert. Eine solche
Differenzierung ware jedoch auf Grund der komplexen Situation im Nest nur in einem Mo-

dell mit kiinstlicher Aufzucht experimentell anzugehen.
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5. Zusammenfassung

Die Langzeitwirkung von Manipulationen der Wurfgrofl3e auf den Korperfettgehalt sowie
den Plasmaleptin- (PLS) und Plasmainsulinspiegel (P1S) von Wildtyp- (+/+) und hetero-
zygoten (+/fa) Zuckerratten zu ermitteln, war Hauptziel dieser Untersuchung. Hierfir er-
folgte die Aufzucht der Welpen entweder im kleinen (KN, je 3-4 Welpen), im normalen
(NN, je 10-12 Welpen) oder im normalen Nest, das sich als unterernahrt herausstellte (UN,
je 9-12 Welpen) bei taglicher , Rotation” der Welpen, d. h., wenn jede Mutter abwechselnd
an einem Tag ein NN und an ein bis zwei Tagen ein KN sdugte. Zudem wurde untersucht,
ob eine Ubererndhrung der Adulten die Langzeitwirkungen der frilh-postnatalen Er-
ndhrungseinfliisse akzentuiert. Nach dem Absetzen erhielten alle Tiere Standardfutter ad
libitum und im Alter von 150 Tagen wurde die Kdrperzusammensetzung an lebenden
Tieren mittels TOBEC® sowie der PLS und PIS bestimmt. AnschlieRend bekamen die
Tiere sechs Wochen lang hochkalorisches Zusatzfutter neben dem Standardfutter
angeboten. Am Versuchsende, im Alter von 190 Tagen, wurde die Bestimmung der Kor-
perzusammensetzung mittels TOBEC® wiederholt und neben den Hormonspiegeln auch
die Korperzusammensetzung durch Trocknung bis Gewichtskonstanz und anschlief3ender
Chloroform-Extraktion ermittelt. Andererseits wurde das Korperfett mit dem individuell
gemessenen Korperwasser und dem Hydrationsfaktor der durchschnittlichen fettfreien
Koérpermasse (FFM) berechnet. Nach Geschlechtern getrennt wurde neben der zwei-
faktoriellen ANOVA mit den Faktoren Aufzuchtart und Genotyp die Korrelation der
untersuchten Parameter mit der Kdrpermasse beim Absetzen untersucht. Erganzend wurde
die Auswirkung der Interaktion zwischen Reduktion der Wurfgrof3e und dem Brutpflege-
verhalten des Muttertiers auf die Adipositdt beim Absetzen durch Austausch von Zucker-
ratten- bzw. Wistarrattenmittern mit Ammen des anderen Stammes ermittelt, um zu testen,
inwiewelt in spateren Untersuchungen grof3ere initiale Unterschiede im Korperfettgehalt
beim Absetzen erzeugt werden konnen.

Uberraschenderweise trat durch die , Rotation” der Welpen keine verstéarkte Uberernahrung
der KN-Welpen auf. Dagegen resultierte aus der aternierenden Versorgung der normalen
Wirfe im Wechsel mit 1-2 kleinen Wirfen eine unerwartet grof3e Unterernahrung. Ursa-
chen hierfur kdnnen sein, dal? die Milch schneller als erwartet reduziert wurde, und der
Milchfettgehalt nicht kompensatorisch angestiegen war. Weiterhin konnte die Mutter-

Wurf-Interaktion durch die ,, Rotation” gestort worden sein. Die signifikanten Unterschiede
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in der Korpermasse von mannlichen und weiblichen Zuckerratten aus verschiedenen Nest-
typen am d21 (KN>NN>UN) waren bereits am d60 zwischen KN- und NN-Tieren ver-
schwunden, so dal? bis d150 KN=NN>UN. Ebenso zeigten Mannchen und Weibchen am
d150 signifikante Unterschiede in FFDM, Fettmasse und Fettgehalt zwischen NN- und
UN-Tieren, nicht aber zwischen KN- und NN-Tieren. Ein Genotypunterschied (+/fa >
+/+) zeigte sich bei den Weibchen ab d120 in der Korpermasse ebenso wie am d150 auch
in FFDM, Fettmasse, Fettgehalt und PLS. Bei den Mannchen galt nur am d150 PLS +/fa >

+/+.

Nach der sechswéchigen hochkalorischen Zusatzfitterung bis zum Alter von 190 Tagen
war bel den Welbchen der Unterschied zwischen den Aufzuchtarten in Koérpermasse,
FFDM, Fettmasse und Fettgehalt unveréandert (KN=NN>UN), jedoch zeigte sich nun auch
im PLS ein signifikanter Einfluld der Aufzuchtart (KN=NN>UN). Bel den Mannchen ergab
sich nach der hochkalorischen Zusatzfiitterung zwar weiterhin in Kérpermasse und FFDM
KN=NN>UN, doch zeigte sich nun auch ein Unterschied zwischen KN und NN in Fett-
masse und Fettgehalt, so dal3 KN>NN>UN.

Der bei den Weibchen an d150 vorhandene Genotypunterschied in der Korpermasse be-
stand nach der hochkalorischen Zusatzfitterung weiterhin, doch war er in FFDM, Fett-
masse und PL S nur noch tendenziell und im Fettgehalt nicht mehr erkennbar. Auch bei den
Méannchen ergab sich an d190 kein Genotypunterschied mehr im PLS. PLS und PIS korre-
lierten bei beiden Geschlechtern sowohl am d150 wie d190 miteinander.

Regressionsanalysen zeigten, dal3 die Korpermasse beim Absetzen (d21) einen signifikan-
ten Einfluld auf die Korpermasse des adulten Tieres hat. Wéhrend bel den Weibchen die
hochkalorische Zusatzfitterung keinen Einflu® auf die Steilheit der Regressionsgeraden
austibte, bewirkte die Schokoladenfitterung bei den Mannchen einen signifikant steileren
Anstieg der Geraden (P<0,001). Zudem Kkorrelierte nicht nur der Korperfettgehalt der
adulten Mannchen und Weibchen mit dem Absetzgewicht, sondern im besonderen Mal3e
auch die FFDM, wobei fur die Mannchen (0,63 <r < 0,86) die jeweilige Relation enger
war asfur die Weibchen (0,48 <r <0,59).

Die Koérperzusammensetzung war bei Iebenden adulten Zuckerratten eines Versuchskollek-
tivs sowohl mittels TOBEC®-Messung (0,83 < r < 0,94) als auch Wagung (0,88 < r < 0,97)
gut vorhersagbar. Die finale physikalisch-chemische Bestimmung konnte mit Hilfe des
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FFM-Hydrationsfaktors (r = 0,99 fir den Zusammenhang der berechneten und gemessenen
K 6rperzusammensetzungsparameter) erheblich vereinfacht werden. Dabel waren Unter-
schiede zwischen Mannchen und Weibchen, zwischen Wildtyp- und heterozygoten Tieren

sowie zwischen den verschiedenen Aufzuchtarten vernachlassigbar gering.

Die Ammenaufzucht im KN durch Ammen des anderen Stammes hatte auf die Entwick-
lung der juvenilen Zucker- bzw. Wistarratten einen deutlichen Einflul3. So hatten von
Wistarratten-Ammen aufgezogene Zuckerrattenwelpen eine signifikant héhere Korper-
masse, FFDM und besonders Korperfettmasse im Vergleich zu Zuckerrattenwelpen, die
von Zuckerrattenmittern im KN aufgezogen wurden. Die von einer Zuckerratten-Amme
im KN aufgezogenen Wistarrattenwel pen hatten dagegen niedrigere Werte fir FFDM und
Fettmasse, jedoch in gleicher Relation zur Feuchtmasse, wie die von Wistarrattenmuttern
im kleinen Nest aufgezogenen Tiere. Bei dhnlicher Feuchtmasse zeigten sie aber eine fast
doppelt so hohe Fettmasse im Vergleich zu den im NN von ihrer eigenen Mutter aufge-

zogenen Tieren.

Somit zeigt diese Arbeit, dal’ die frihpostnatale Erndhrung sowohl Korpermasse, FFDM
wie Fettgehalt von adulten mannlichen und weiblichen Zuckerratten beeinfluf3, der Ein-
fluR der frihpostnatalen Ubererndhrung im Laufe der Zeit jedoch nachlaft. Als Welpen
Ubererndhrte Tiere unterscheiden sich im Alter von 150 Tagen in alen untersuchten Para-
metern nicht von den NN-Tieren, wahrend eine frihpostnatale Untererndhrung eine perma-
nente Reduzierung aler untersuchten Parameter bewirkt. Weitere Untersuchungen sind
wichtig um abzusichern, dal3 die Unterschiede in der Persistenz der Folgen einer friih-post-
natalen Unter- bzw. Uberernghrung mit der GroRe der bis zum Absetzen erzielten Unter-
schiede in Kdrpermasse und K orperfettgehalt zusammenhangen. Nach hochkalorischer Zu-
satzfitterung zeigten sich sechs Wochen spéter bel den Ménnchen wieder Unterschiede
zwischen KN- und NN-Tieren in Fettmasse und Fettgehalt. Genotypunterschiede wurden
nicht verstéarkt, sondern verwischt. Versuche, die initialen Unterschiede im Korperfettge-
halt der Absetzlinge aus kleinen und normalen Nestern durch Aufzucht von Ammen eines
anderen Stammes zu vergrof3ern, waren vielversprechend.

Die gemeinsame Betrachtung der eigenen Befunde und der anderer Autoren zeigte klar
eine Langzeitwirkung der frih-postnatalen Ernghrung auf die Korperzusammensetzung,
wenn die Tiere nach dem Absetzen die Standardnagetierdiat erhielten. Doch scheint beson-
ders der EinfluR der friih-postnatalen Uberernahrung nicht sehr robust zu sein, so daR er
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leicht durch methodische Variationen tberdeckt werden kann. Folgeuntersuchungen maif3-
ten klédren, inwieweit diese Befunde durch die verwendete Methodik des Wel penaustauschs
beeinflult wurden. Bei einer spateren Uberernahrung durch hochkal orisches Zusatzfutter
scheint das Alter, in dem die Uberernéghrung erfolgt, fir die Persistenz der Effekte der friih-
postnatalen Erndhrung eine wichtige Rolle zu spielen. Bei Uberernshrung vom Absetzen
an, nicht aber bei einer erst im adulten Tier beginnenden Uberernahrung bleiben die Folgen
der frih-postnatalen Ernahrung sichtbar oder verstarken sich sogar. Falls sich ein solcher
Zusammenhang bestétigen lief3e, ware er besonders im Hinblick auf die Erndhrungslage
bei Kindern und Jugendlichen in Industrienationen von grof3em Interesse. Auch die Be-
obachtung, dal3 adulte Mannchen und Weibchen mit gleicher frih-postnataler Erndhrung
unterschiedlich auf eine hochkalorische Diét reagieren, sollte in weiteren Untersuchungen

aufgegriffen werden.
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6. Summary

The primary objective of this study was to determine the long-term effects of
manipulations of litter size on body fat content, as well as on plasma leptin concentration
(PLC) and plasma insulin concentration (PIC) of wild-type (+/+) and heterozygous (+/fa)
Zucker rats. For this purpose pups were reared in small litters (SL, 3-4 pups), normal litters
(NL, 10-12 pups) or normal litters turning out to become undernourished (UL, 9-12 pups)
under daily “rotation” of the pups, i. €. being nursed alternatingly by dams of normal
litters on one day and small litters on one or two days. Furthermore, we investigated
whether overnourishment of adult animals would amplify the effects of early postnatal nu-
trition. After weaning (d21) all animals were fed pellets ad libitum until the age of 150
days, when body composition of live rats was evaluated by Total Body Electrical Conduc-
tivity (TOBEC®), and PLC and PIC were also determined. In the following month animals
had additionally access to high caloric food. At 190 days (end of investigation) the deter-
mination of body composition by TOBEC® was repeated, and after taking samples for
plasma concentrations measurements of leptin and insulin, animals were sacrificed and bo-
dy composition was evaluated by drying to constant mass, followed by whole body chloro-
form extraction in a Soxhlet apparatus. Alternately, we calculated body fat from individual
measurements of body water by using the average fat-free mass (FFM) hydration factor,
which had been determined from simultaneous analysis of both fat and water mass. The
data were evaluated separately for each sex by two-way ANOV A with litter type and geno-
type as grouping factors. The relation between body mass on d21 and adult body composi-
tion was aso analyzed by regression analysis. Additionally, we investigated the interac-
tions between reduced litter size and maternal behavior in regard to body fat content on
d21. Thus, we tested whether greater differences in body fat content at weaning could be
attained as the basis for following studies by cross-fostering Zucker rat pups and Wistar rat
pups to nurses of the other strain.

The daily “rotation” of normal and small litters, surprisingly, did not boost overnutrition in
the SL pups. In contrast, it caused an unexpectedly strong undernutrition of the NL pups.
The reasons for these results might be, that dams of small litters sooner reduced the
amounts of milk more than expected, and did not increase fat content compensatorily.
Further mother-pup-interaction may have been disturbed by “rotation”. Body masses of
male and female Zucker rats from SL and NL differed significantly on d21, but this
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difference vanished by d60, while the difference between NL and UL persisted, so that at
d150 SL=NL>UL. There were also significant differences in fat-free dry mass (FFDM)
between males and females from NL and UL, but not between SL and NL. Differencesin
body mass of d120-females and in FFDM, in fat mass, in fat content and in PLC of d150-
females disclosed a heterozygous difference (+/fa > +/+), whereas males showed only a
heterozygous differencein PLC at d150 (+/fa > +/+).

In d190-females, after animals had received the high-caloric supplement diet for 6 weeks,
differences in body mass, in FFDM, in fat mass and in fat content persisted (SL=NL>UL).
Additionally, a difference in PLC (SL=NL>UL) occurred. Significant differences in body
mass and FFDM (SL=NL>UL) persisted in d190-males, but additionally, their fat mass
and body fat content now also differed between SL and NL, so that SL>NL>UL.

The heterozygous difference, which was seen in d150-females persisted on the high-caloric
diet for body mass, but tendencies for differencesin FFDM and fat mass did not reach sig-
nificance, and the differences in fat content had vanished. Similarly, the heterozygous
difference in PLC for the d190-males vanished. PLC and PIC were correlated with each
other in both genders on d150 and d190.

Regression analysis indicated that adult body mass was significantly correlated with body
mass on d21. While the high-caloric supplement diet did not influence the slope of the re-
gression line for the females, it had increased distinctly for that of the males (P < 0,001). In
addition, not only body fat content but also FFDM were correlated with body mass on d21,
each correlation being closer for males (0.63 < r < 0.86) than for females (0.48 <r < 0.59).

Within investigated cohorts, body composition of alive adult Zucker rats was predicted by
TOBEC® (0.83 < r < 0.94) as well as by weighing (0.88 < r < 0.97). Final physical-chemi-
cal determination of body composition could be simplified by calculation using the FFM-
hydration factor (r = 0.99 for correlations between evaluated and calculated parameters of
body composition). Differences in the FFM-hydration factors of males and females, wild-

type and heterozygous rats, as well as between different litter types were negligible.

Cross-fostering of SL Zucker rat pups and Wistar rat pups to nurses of the other strain had
strong effects on weaning body composition. Cross-fostered SL Zucker rat pups showed
significant increases in body mass, FFDM, and especially in fat mass compared to pups,
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which were reared in SL by their own mothers. In contrast, cross-fostered SL Wistar rat
pups had lower values for FFDM and fat mass, but the relation between these parameters
and carcass mass was the same as for SL animals, which were reared by their own mothers.
Moreover, they had almost twice the fat mass of pups with the same carcass mass, which

werereared in NL by their own mothers.

The present study revealed early postnatal nutrition effects on body mass, FFDM, and fat
content of adult male and female Zucker rats. The influence of overnutrition during suck-
ling-age decreases however, over the course of time. By d150 SL and NL did not differ in
any analyzed parameter. In contrast, early undernutrition caused a permanent reduction in
all analyzed parameters. Further studies are necessary to ascertain the notion that the per-
sistence of the differences caused by early postnatal overnutrition and undernutrition de-
pends on the size of differences in body mass and body fat content obtained by d21. On
d190, after 6 weeks with the high-caloric diet, fat mass and fat content of SL and NL males
were again significantly different. Heterozygous differences did not increase, but rather
vanished. Attempts to use nurses of a different strain to increase the initial differences be-
tween the body fat contents of weanlings from SL and NL were promising.

Taken together the present study and previously published data by others clearly demon-
strate long-term effects of early postnatal nutrition on body composition, when the rats
were maintained on standard rat chow after weaning. But especially the influence of early
postnatal overnutrition does not seem to be very robust, and may be easily concealed by
methodical variations. Further research is necessary to clarify to which extend these results
depend on the particular method used here to manipulate early postnatal nutrition. The age
in which post-weaning overnutrition occurs seems to be important for the persistence of ef-
fects of early postnatal nutrition. Overnutrition from weaning but not adult overnutrition,
seems to favor persistence or even increases of differences in body composition resulting
from early postnatal overnutrition. If this notion could be confirmed, it would be very im-
portant with regard to nutrition levels of children and teenagers in industrialized nations.
Also, the observation that adult males and females with the same early postnatal nutrition

react to adult overnutrition in different ways should be further investigated.
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