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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 ADIPOSITAS — URSACHEN UND BEDEUTUNG IN DER HEUTIGEN ZEIT

Als Adipositas bezeichnet man eine pathophysiologisch relevante Erhdhung der Korper-
masse aufgrund einer liber das Normalmall hinausgehenden Steigerung des Korperfett-
anteils. Sie betrifft neben dem Menschen auch zunehmend kleine Haustiere (dabei vor
allem Hund und Katze). Beim Menschen erfolgt eine international angewandte Definition
der Adipositas bzw. der extremen Adipositas anhand der 85. und 95. Perzentile fiir den
Bodymass-Index (BMI') der Bevélkerung (die Perzentilen beriicksichtigen dabei die Ab-
hiangigkeit des BMI von Alter und Geschlecht). Heutzutage sind durch Adipositas bedingte
Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, Herz-Kreislauferkrankungen, Schlag-
anfall, Fettstoffwechselstorungen, Schlafapnoe, Sterilitit sowie bestimmte Tumorarten fiir
3-8% des Gesundheitsetats moderner Industriestaaten verantwortlich (Kopelman 2000).
GleichermaBlen stellt die gesteigerte mechanische Belastung des Gesamtorganismus
aufgrund der erhohten Korpermasse einen zusitzlichen gesundheitlichen Risikofaktor fiir
die Inzidenz von Arthrose, Osteoporose, degenerativen Gelenkserkrankungen, Herz-
muskelhypertrophie und respiratorischen Problemen dar (Grio und Porpiglia 1994). In den
vergangenen Jahren entwickelte sich die Adipositas infolge ihrer wachsenden Privalenz
und ihres zunehmenden Schweregrades zu einer der bedeutendsten Krankheitsursachen in
industriell geprdgten Landern (Kuczmarski et al. 1994). Bei der Frage nach den Ursachen
der Adipositas wird immer noch bei Laien hdufig die Meinung vertreten, dass deren Ent-
stehung allein auf einer mangelnden Disziplin der Betroffenen basiert. De facto handelt es
sich bei Mensch und Tier um eine komplexe Stérung, bei deren Entstehung sowohl
genetische als auch umweltbedingte sowie physiologische und psychosoziale Faktoren eine
Rolle spielen, wobei sich eine Unterscheidung zwischen Ursache und verstirkenden
Faktoren infolge von Sekundirerscheinungen (=Kausalititsprinzip) als duflerst schwierig
erweist. Zum Beispiel wurden im Rahmen von Untersuchungen an Tieren u.a. die
Interaktion zwischen Korpermasse und Stellung des Individuums innerhalb der sozialen
Rangordnung einer Gruppe (Cohen et al. 1997, Wickings und Dixson 1992) sowie ein

Einfluss des Fiitterungsregimes des Besitzers (Russell et al. 2000) auf die Entwicklung des

' BMI=Quotient aus Korpermasse (in kg) und Korpergrofe? (in m?)



EINLEITUNG

Korpergewichtes nachgewiesen. Bei Menschen westlicher Industrieldnder sind vor allem
Bewegungsmangel sowie sehr energiereiche Nahrung als umweltbedingte Faktoren von
besonderer Bedeutung, was zur Folge hat, dass der durchschnittliche BMI in den
Industrieldndern stetig steigt, in Staaten mit einem geringen Bruttosozialprodukt jedoch
stagniert (Kopelman 2000). Da es von allgemeinem Interesse ist, Kosten fiir das
Gesundheitswesen durch Prévention weitgehend gering zu halten (Kopelman 2000),
wurden in den vergangenen Jahren sowohl genetisch bedingte Faktoren der Adipositas auf
molekularbiologischer Ebene als auch umweltbedingte Faktoren mit dem Ziel ihrer

Verminderung bzw. Vermeidung untersucht.

1.1.1 Umwelteinfliisse

Unter Berlicksichtigung phylogenetischer Faktoren, die sich zu einer Zeit etablierten, in
der das Nahrungsangebot begrenzt und der Aufwand zur Beschaffung von Nahrung grof3
war, stellt die Deposition von Korperfett infolge einer voriibergehenden positiven
Energiebilanz einen sinnvollen Mechanismus dar. Ebenso stellt das Drosseln des
Stoffwechsels in Zeiten limitierter Nahrungszufuhr (Himms-Hagen 1985) oder extremer
Kaltebelastung (Johnson und Speakman 2001) eine bei manchen Tierarten besonders
hochentwickelte, erfolgreiche Strategie dar, um die Existenz eines Organismus mit Hilfe
seiner Energiereserven iiber einen moglichst langen Zeitraum zu sichern. Heutzutage
haben diese Mechanismen beim Menschen in vielen Gebieten der Welt jedoch weitgehend
ihren Nutzen verloren, da es aufgrund der Lebensumstinde der westlich gepragten Lander
zu einer positiven Energiebilanz kommt, bei der das Verhéltnis von Energiebedarf und
-aufnahme iiber einen ldngeren Zeitraum stark zugunsten der Energieaufnahme verschoben
ist (Kopelman 2000). Mogliche Ursachen der Adipositas stellen daher einerseits
Bewegungsarmut infolge der Nutzung motorisierter Verkehrsmittel, iiberwiegend
sitzenden Tatigkeiten und einer in den letzten Jahren starken Zunahme des
Fernsehkonsums (Prentice und Jebb 1995, Gormaker et al. 1996) und andererseits der
tibermdfige Konsum von zu kalorienreicher, speziell zu fettreicher Nahrung dar
(Kopelman 2000). Ein weiterer Grund fiir die erhohte Pridvalenz von Adipositas bei
Menschen moderner Industriestaaten kann in dem beinahe permanenten Aufenthalt
innerhalb der thermoneutralen Temperaturzone aufgrund beheizter bzw. klimatisierter
Riume und dem Tragen von Kleidung gesehen werden, da sich dabei der fiir die

Thermoregulation bendtigte Energiebedarf auf besonders niedrigem Niveau befindet
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(Mount 1973). Es ist jedoch hidufig schwierig, die genannten umweltbedingten von
genetischen Faktoren zu trennen. Zum Beispiel blieb im Rahmen von Untersuchungen, die
eine Zunahme der Inzidenz von Adipositas bei Kindern in Abhédngigkeit von dem
Auftreten von Adipositas bei keinem, einem oder beiden Elternteilen ermittelten (Grio und
Porpiglia 1994), weitgehend ungeklart, ob es sich dabei um einen genetischen Defekt oder

die Ubernahme der Lebensgewohnheiten der Eltern handelt.

1.1.2 Genetische Einfliisse

Die derzeitig bekannten monogenen Mutationen bei Méusen, die fiir die Entstehung von
Adipositas verantwortlich sind, betreffen das agouti yellow- (Bultman et al. 1992), das
obese- (Zhang et al. 1994), das fat- (Naggert et al. 1995), das diabetes- (Tartaglia et al.
1995), das mahogany- (Nagle et al. 1999) und das tubby-Gen (Noben-Trauth et al. 1996).
Diese spielen bei Mensch und Haustier jedoch aufgrund ihrer geringen Privalenz keine
bzw. nur eine untergeordnete Rolle. Allerdings wurden mit der Klonierung des obese-Gens
(Zhang et al. 1994), welches den liporegulatorischen Botenstoff codiert, der spdter den
Namen Leptin erhielt (griech.: leptos = diinn), tiefgreifende Erkenntnisse tiber Regulations-

mechanismen des Fettstoffwechsels und somit auch des Korpergewichtes gewonnen.

Obwohl beim Menschen monogene Mutationen wie z.B. Defekte im Leptin-Gen
(Montague et al. 1997, Strobel et al. 1998) bzw. Leptinrezeptor-Gen (Clément et al. 1998)
sehr selten vorkommen, die zur Ausbildung einer extremen Adipositas fithren, miissen in
Anbetracht des epidemischen Auftretens von Adipositas in den westlich gepragten Landern
multigenetische Ursachen in Verbindung mit Umwelteinfliissen fiir die Entstehung von
Adipositas beim Menschen vermutet werden (Neel et al. 1998). Dabei kann bei genetischer
Disposition das Einwirken von Umwelteinfliissen, die die Adipositasentwicklung
begiinstigen, ldngerfristig eine phinotypische Veridnderung hervorrufen (Esparza et al.

2000).

Diese bei Tieren und Menschen vorkommenden multigenetischen Ursachen sind nicht nur
prinzipiell viel schwieriger zu erfassen, sondern ihre Manifestation kann von tempordren
Stoffwechselkonstellationen abhingen. Ahnlich wie beim Menschen kénnen auch bei
Tieren préa- und frithe postnatale Umweltfaktoren mit solchen Mutationen interagieren und
zu lebenslangen Konsequenzen fithren (Reifsnyder et al. 2000). Die unterschiedliche

Neigung zur Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas bei verschiedenen Inzucht-
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Maiusestimmen (West et al. 1992), die auf Standardfutter vergleichbare Kdrpermassen
aufwiesen, belegt zudem die Bedeutung von Gen-Umwelt-Interaktionen fiir die Entstehung
des Phénotyps auch bei adulten Tieren. Ferner zeigte sich in Untersuchungen an Inzucht-
Maiusestdmmen, dass die Makrondhrstoffpriaferenz fiir Fett mit der Neigung zur Aus-
pragung einer didtinduzierten Adipositas positiv korreliert ist und auch der in dieser Arbeit
untersuchte C57Bl/6J-Mausestamm zu den Stimmen mit hoher Fettpriferenz und Neigung

zu didtinduzierter Adipositas gehort (Smith et al. 2000).

1.2 LEPTIN

1.2.1 Entdeckung und Funktion

Bereits in den 1950er Jahren postulierte Kennedy in seiner lipostatischen Theorie das
Vorkommen eines zirkulierenden Faktors, der iiber den Mechanismus der negativen Riick-
kopplung im Gehirn die Nahrungsaufnahme reguliert (Kennedy 1953). Nachfolgend durch-
gefiihrte Parabioseversuche zwischen genetisch adipdsen und phinotypisch schlanken
Maiusen fiihrten zu der Hypothese, dass es sich dabei um einen humoralen Séttigungsfaktor
handelt, der iiber die Regulation der Futteraufnahme agiert (Coleman 1973). 1994 gelang
Zhang et al. die Klonierung des Leptin-Gens, ein Jahr spéter erfolgte die Determination des
zugehorigen Rezeptors (Tartaglia et al. 1995), der im Gehirn vor allem im ventro- und
dorsomedialen Teil des Hypothalamus bei hoher Expressivitit im Bereich des Nucleus
arcuatus lokalisiert ist. Mit Hilfe diesem zur Klasse 1 der Cytokin-Rezeptor-Familie
gehorenden Rezeptors ist Leptin in der Lage, sowohl das zentrale Nervensystem iiber die
Grofe der Fettspeicher zu informieren als auch Einfluss auf die Energieaufnahme (Futter-
aufnahme) und -abgabe (Stoffwechselrate) auszuiiben. Bei dem Proteohormon Leptin (gr.
leptos = diinn) handelt es sich um ein 16 kD grofles Peptid, dessen Sekretion im Prinzip
iiber eine negative Riickkopplung (Ahima und Flier 2000) reguliert wird, wobei der
Plasmaleptinspiegel langfristig sowohl mit der vorhandenen Fettmasse (Maffei et al. 1995)
als auch mit dem BMI (Considine et al. 1996) positiv korreliert ist. Zusidtzlich unterliegt
der Plasmaleptinspiegel aber auch akuten Schwankungen. So zeigt sich z.B. beim
Menschen bereits nach 24-stiindigem Fasten ohne drastischen Gewichtsverlust ein rascher
Abfall des Plasmaleptinspiegels als neuroendokrine Reaktion auf einen Hungerzustand

(Wagner et al. 2000, Horrowitz et al. 2001).
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In zahlreichen Untersuchungen zeigte sich, dass bei peripheren Gaben von rekombinantem
murinen Leptin iiber mindestens 4 Tage sowohl bei Wildtyp-Médusen, als auch bei dem
aufgrund einer genetischen Mutation nicht zur Bildung von endogenem Leptin befdhigten
ob/ob-Miusestamm eine dosisabhingige Senkung des Korpergewichtes bzw. des Korper-
fettgehaltes (Harris et al. 1998, Pelleymounter et al. 1995, Halaas et al. 1995, Campfield et
al. 1995) eintritt. Bei Temperaturen, die denen normaler Haltungsbedingungen ent-
sprechen, beruht dieser liporegulatorische Einfluss einerseits auf einer reduzierten Futter-
aufnahme, die anfangs vor allem bei ob/ob-Miusen (Pelleymounter et al. 1995, Halaas et
al. 1995, Campfield et al. 1995), spiter jedoch in Abhdngigkeit von der applizierten
Leptinmenge auch bei Wildtyp-Méusen (Doring 2000) eindeutig nachgewiesen wurde.
Andererseits kommt es bei 24°C im Rahmen einer Leptinbehandlung von Ratten im
Séuglingsalter und von adulten Wildtyp-Méusen mit limitiertem Futterzugang zur Senkung
des Korperfettgehaltes infolge eines erhohten Energieverbrauches. Dieser basiert auf einer
Disinhibierung der torporartigen Reduktion (Hudson und Scott 1979) der sympatisch
vermittelten zitterfreien Thermogenese im braunen Fettgewebe wihrend des circadianen
Minimums (Stehling et al. 1996, Doring et al. 1998). Bei Wildtyp-Méausen mit limitiertem
Futterzugang fiihrte bei normalen Haltungstemperaturen diese iiber die Stoffwechselrate
vermittelte Leptinwirkung zu einer prozentual dhnlichen Senkung des Korperfettgehaltes

wie eine Reduktion der Futteraufnahme bei ad /ibitum Fiitterung (Doring 2000).

1.2.2 Sekretion und Wirkung am Rezeptor

Das vor allem in den Adipozyten des weillen Fettgewebes, aber auch in Knochen, Ovar-
Follikeln, Milchdriisen, Plazenta und Magen gebildete Leptin (Hoggard et al. 1998, Aoki
et al. 1999, Cioffi et al. 1997, Bado et al. 1998) wird in die Blutbahn sezerniert. Seine Wir-
kung wird iiber membranstindige Rezeptorproteine in den entsprechenden Zielorganen
vermittelt, wobei 6 Splice-Varianten des Leptinrezeptors existieren. Die Rb-Isoform mit
langer intrazellulirer Domine spielt bei der direkten Ubermittlung der Leptinwirkung im
Gehirn die groBte Rolle (Trayhurn et al. 1999), da sie als einzige Rezeptorvariante in der
Lage ist, tiber die Interaktion mit JAK (Janus-Kinase) und STAT (signal transducers and
activators of transscription) eine intrazelluldre Signalkaskade auszulosen (Baumann et al.
1996). Diese Rb-Form des Rezeptors ist hauptsidchlich im Hypothalamus, geringfiigig
jedoch auch in Pankreas, Darm, Niere und Fettgewebe exprimiert (Emilsson et al. 1997,

Morton et al. 1998, Hoggard et al. 1997, Siegrist-Kaiser et al. 1997). Ihr Vorkommen im



EINLEITUNG

Nebennierenmark (Cao et al. 1997) deutet auf eine mdgliche direkte Regulation (feedback)
hinsichtlich der Katecholamin-Sekretion hin, was fiir die Beziehung zwischen Leptin und
sympathischem Nervensystem von Interesse sein konnte, bisher jedoch noch nicht
eingehend untersucht wurde (Rayner und Trayhurn 2001). Die Re-Isoform des Leptin-
Rezeptors ohne intrazellulire Doméne agiert als 16sliches Bindungsprotein fiir Leptin im
Plasma (Ahima und Flier 2000). Da die ebenfalls plasmamembran-initiierte Ra-Isoform
mit kurzer intrazelluldrer Doméne vor allem im Plexus choroideus exprimiert ist, wird
deren Funktion als Transportsystem fiir Leptin iiber die Blut-Hirn Schranke diskutiert
(Banks et al. 1996, Bjorbaek et al. 1998, Ahima und Flier 2000).

1.2.3 Regulation des Plasmaleptinspiegels

Da die renale Leptin-Clearance kontinuierlich in Abhingigkeit von der Konzentration im
Blut erfolgt (Cumin et al. 1996, 1997), wird die Hohe des Plasmaleptinspiegels in erster
Linie durch die Leptinproduktion in den bereits erwdhnten Geweben reguliert. Inter-
aktionen und Regulationsmechanismen, die der engen Korrelation zwischen Korperfett-
masse, Leptin-mRNA im Fettgewebe und dem Plasmaleptinspiegel (Maffei et al. 1995,
Frederich et al. 1995, Considine und Caro 1997) zu Grunde liegen, wurden bisher noch
nicht ausreichend untersucht (Ahima und Flier 2000). Weiterhin wird die Leptinexpression
durch folgende Hormonsysteme beeinflusst: Eine Erhohung des Plasmainsulinspiegels
bewirkt auch eine Erhéhung des Plasmaleptinspiegels (Saladin et al. 1995, Sinha et al.
1996) wihrend ein Absinken des Insulinspiegels wiahrend des Fastens eine Senkung des
endogenen Plasmaleptinspiegels vermittelt (Boden et al. 1996). Glukokortikoide scheinen
in vitro und in vivo einen stimulierenden Einfluss auf die Leptinexpression und -sekretion
zu haben (De Vos 1995, Elimam et al. 1998, Halleux et al. 1998). Desweiteren resultiert
aus einem Anstieg der Schilddriisen-Hormone Tri- und Tetrajodthyronin (Escobarmorreale
et al. 1997) sowie unter dem Einfluss von Katecholaminen und pharmakologischer Ago-
nisten des sympatischen Nervensystems (Trayhurn et al. 1995, Mantzoros et al. 1996) eine
Senkung des Leptinspiegels. Generell verfiigen Frauen iiber hohere Plasmaleptinspiegel als
Mainner, was sowohl in der unterschiedlichen Verteilung der Fettdepots innerhalb des
Korpers als auch in einem die Leptinproduktion hemmenden Einfluss von Testosteron

(Rosenbaum et al. 1996) begriindet ist.
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1.2.4 Vermittlung der Leptinwirkung iiber neuropeptiderge Systeme

Als Vermittler der hypothalmischen Leptinwirkung fungieren sowohl katabol als auch
anabol wirkende Neuropeptide, deren Expression durch Leptin erhoht bzw. vermindert
wird. So inhibiert Leptin die Expression von NPY (Neuropeptid Y) sowie AGRP (agouti-
related-protein), deren Ausschiittung ansonsten eine Stimulation der Futteraufnahme und
eine Verringerung der Stoffwechselrate bewirken. Umgekehrt kommt es unter dem
Einfluss von Leptin zu einer Steigerung der mRNA-Konzentration von CART (cocain and
amphetamine regulated transcript) sowie POMC (Proopiomelanocortin), aus dem sich uv.a.
o-MSH (a—Melanozyten-stimulierendes Hormon), ein katabol wirkendes Peptid, abspaltet.
CART und POMC wirken hemmend auf die Futteraufnahme und stimulieren die
Stoffwechselrate (Seeley und Schwartz 1999, Schwartz et al. 2000). Weiterhin wird bei der
Vermittlung der Leptinwirkung auch die Beteiligung anderer Neurotransmitter wie MCH

(melanin-concentrating hormone) oder Orexin diskutiert (Elmquist et al. 1999).

1.2.5 Leptinresistenz

Da die Korperfettmasse mit dem Plasmaleptinspiegel positiv korreliert ist, verfiigen
adipose Sauger, mit Ausnahme der ob/ob-Maus, die kein funktionelles Leptin syntheti-
sieren kann, liber einen hoheren Plasmaleptinspiegel als normalgewichtige Individuen der
gleichen Spezies (Maffei et al. 1995). Unter Beriicksichtigung der dosisabhingigen
Wirkung bei der Behandlung mit rekombinantem murinen Leptin deutet die ausbleibende
Reaktion auf einen erhohten endogenen Leptinspiegel im Falle einer Adipositas auf eine
Resistenzbildung hin (Caro et al. 1995, Considine et al. 1995). Am Entstehen einer Leptin-
resistenz konnten verschiedene Mechanismen zur Vermittlung der Leptin-Wirkung inner-
halb der Wirkungskaskade, wie z.B. der Transport von Leptin liber die Blut-Hirn Schranke,
Verianderungen auf Rezeptorebene (Rezeptordichte, Affinitit des Liganden zum Rezeptor)
oder auf Ebene der wirkungsvermittelnden neuropeptidergen Systeme beteiligt sein

(Spiegelman und Flier 1996, Ahima und Flier 2000, Flier 1998).
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1.3 ADIPOSITAS BEI TIERMODELLEN UNTER BERUCKSICHTIGUNG DER FUR

DEN MENSCHEN ZUTREFFENDEN UMWELTBEDINGUNGEN

Bei der Betrachtung von umweltbedingter Adipositas an als Tiermodell vielfach ver-
wendeten kleinen Nagern muss beriicksichtigt werden, dass die normalerweise verwendete
kohlenhydrat- und ballaststoffreiche, weniger energiedichte Nagetierdiét (im folgenden als
“Standardfutter bezeichnet) und eine Umgebungstemperatur von 22°C nicht den
Umweltbedingungen entsprechen, durch die die Entstehung von Adipositas beim
Menschen begiinstigt wird. Aus den fiir die Genese menschlicher Adipositas forderlichen
Faktoren (Kopelman 2000) wurde dem Einfluss des stindigen Aufenthalts im thermo-
neutralen Bereich sowie dem des permanenten Zugangs zu sensorisch attraktiver,
hochkalorischer, fettreicher Nahrung (sog. Cafeteria- oder Supermarkt-Didt, Sclafani und
Springer 1974) in der vorliegenden Arbeit ein besonderes Augenmerk gewidmet. Aktuelle
Untersuchungen haben gezeigt, dass fiir die Auspriagung einer didtinduzierten Adipositas
der sensorischen Attraktivitdt (=palatability) der Nahrung groBle Bedeutung zukommt.
Dabei steigert eine hohe palatability des Futters das Risiko, dass auch Nagetierstimme, die
selbst auf hochkalorisches Futter per se nicht mit einer didtinduzierten Adipositas
reagieren, einen UberméfBig hohen Korperfettgehalt entwickeln konnen (Levin und Dunn-

Meynell 2002).

1.3.1 Thermoneutrale Bedingungen

1.3.1.1 Definition der Thermoneutralzone

Zur Aufrechterhaltung seiner Korperkerntemperatur bendtigt ein endothermes Tier thermo-
regulatorische Mechanismen, die mit einem um so groBeren Energieaufwand verbunden
sind, je extremer die Umgebungstemperatur (T,) ist. Die Mdglichkeit der regulatorischen
Anpassung an eine hohe T, besteht in einer gesteigerten evaporativen Wéarmeabgabe, die
an eine niedrige T, in der Steigerung der Wirmebildung durch Kaéltezittern oder, bei den
hier untersuchten Kleinsdugern, auch mit Hilfe von zitterfreier Thermogenese im braunem
Fettgewebe. In der sogenannten Thermoneutralzone (TNZ) werden diese Mechanismen
nicht oder nur minimal eingesetzt, und die erforderliche, geringfiigige thermische
Anpassung erfolgt ausschlieBlich mittels vasomotorischer und pilomotorischer Anderung

der Wéarmeabgabe. Die TNZ wird von der unteren (UKT) und der oberen (OKT) kritischen
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T, begrenzt (Eckert 1993). Die UKT stellt einen Grenzbereich dar, in dem ein endothermes
Lebewesen gerade noch in der Lage ist, seine Korpertemperatur ohne Erhéhung seiner
metabolischen Warmeproduktion aufrecht zu erhalten. Darunter steigt die metabolische
Rate linear zur abfallenden T, an (Mount 1973, Eckert 1993, Hensel et al. 1973). Mit
Erreichen der OKT wird die nitige Warmeabgabe nicht mehr allein iiber vasomotorische
und pilomotorische Reaktionen erzielt, weshalb zur Vermeidung einer Hyperthermie die
evaporative Wiarmeabgabe durch Schwitzen, Hecheln oder Befeuchten des Haarkleides mit
Speichel gesteigert wird, wobei die letztgenannten Mechanismen eine erhdhte
Stoffwechselaktivitit erfordern. Folglich wird sowohl bei Uber- als auch bei Unter-
schreiten der TNZ ein Anstieg in der metabolischen Rate (MR) in Ruhe verzeichnet
(Withers 1992), wihrend der thermoregulatorisch bedingte Energieverbrauch innerhalb des
thermoneutralen Bereiches sein Minimum erreicht, im Folgenden als minimale RMR
(= resting metabolic rate = MR in Ruhe, Mercer 2001) bezeichnet (Mc Bride et al. 1983,
Christopherson und Young 1986). Verhaltensphysiologisch betrachtet wird die subjektive
Temperaturempfindung eines endothermen Lebewesens innerhalb der TNZ als angenehm
eingestuft =Wohlfiihltemperatur (Cabanac 1972, Astrand und Rodahl 1986), ein Uber-
oder Unterschreiten der TNZ dagegen ist —psychophysisch fassbar- mit unangenehmen
Empfindungen verbunden (Astrand und Rodahl 1986). Im Hinblick darauf, dass bei Nage-
tieren eine Hitzeexposition in einigen Fillen auch eine Regelung der Koérperkerntemperatur
auf erhdhtem Niveau ohne einen Anstieg der MR auslosen kann (Hart 1971), ist es bei der
Bestimmung der TNZ hilfreich, ergidnzend Kriterien der Verhaltensphysiologie heranzu-
ziehen (Cabanac 1972). Da sich Stress (einschlieBlich Hitzestress) bei Individuen u.a. in
einer reduzierten Futteraufnahme und somit in einer daraus resultierenden Abnahme der
Korpermasse duBert (Mitchell und Carlisle 1992), ist es naheliegend, diese beiden Para-
meter bei Nagetieren als zusitzliche Kriterien neben der Ermittlung der minimalen RMR

bei der Festlegung der TNZ zu verwenden.

1.3.1.2 Problematik bei der Bestimmung der TNZ

Grundsatzlich existiert keine einheitliche Methode zur Bestimmung der TNZ von Tieren
(Mount 1973), so dass es nicht verwunderlich erscheint, wenn in neueren Untersuchungen,
die laut Angaben der Autoren unter thermoneutralen Bedingungen stattfanden, bei Méusen
ein T,-Bereich von 30° (Kozak et al. 1995), 32 + 1°C (Trayhurn und James 1978) und
33°C (Boss et al. 1997) bis 35°C (Melnyk et al. 1997) angegeben wird. Die meisten Stu-

dien zur Ermittlung der TNZ beschrinken sich auf die Bestimmung der minimalen RMR
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wéhrend eines relativ kurzen Zeitraumes moglichst innerhalb der tagesperiodischen Ruhe-
phase (Haim und Zisapel 1999, Dohm et al. 2001). Im Vergleich zur basalen MR (=BMR,
Grundumsatz), die beim Menschen im Zusammenhang mit der Ermittlung der TNZ be-
stimmt wird, ist im Tierexperiment der Ausdruck der minimalen RMR die priazisere Wahl
(Mercer 2001). Dies beruht darauf, dass die basale MR beim Menschen als die
geringstmdgliche MR unter Standardbedingungen definiert wird, zu denen neben der
Einstellung einer thermoneutralen T, weitere Kriterien gehoren wie physische Ruhe und
psychische Entspannung (Hensel et al. 1973), ein Zeitpunkt nach 14- bis 18-stiindigem
Fasten, das heisst, im Stoffwechselzustand der sogenannten postresorptiven Phase, und
auBlerhalb der circadianen Schlafphase (The new Encyclopadia Britannica 1994). Bei
kleinen Sdugetieren und Vogeln sind die Kriterien fiir diese Standardbedingungen jedoch
nicht ohne Weiteres anzuwenden, so dass eine der Definition beim Menschen folgende
Bestimmung der BMR bei diesen Tieren streng genommen nicht moglich ist und der
Begriff der BMR bei Tieren duflerst verschieden interpretiert wurde. Schwierigkeiten bei
der Bestimmung einer der BMR-Definition bei Menschen weitgehend entsprechenden
minimalen RMR ergeben sich bei kleinen Sdugetieren und Vogeln z.B. dadurch, dass ihr
Stoffwechsel bei mehrstiindigem Fasten rasch von der Postresorptionsphase in einen
gedrosselten Hungerstoffwechsel {libergeht. Ferner miisste zur eindeutigen Ermittlung des
Status physischer Ruhe parallel zur Bestimmung der MR eine Messung der motorischen
Aktivitdt durchgefiihrt werden. Der Versuch, den Zustand physischer Ruhe durch
experimentell eingeschrinkte Aktivitidt zu erreichen (Ellis et al. 1995), kann bei Tieren
auBlerdem Stress auslosen, der den Zustand psychischer Entspannung als eine weitere
notige Standard-Bedingung verhindert. Auflerdem erfolgt die Bestimmung der minimalen
RMR oft ohne Riicksicht auf den circadianen Rhythmus der MR (Marhold und Nagel
1995, Trayhurn und James 1978, Trayhurn 1979). Die Bestimmung der minimalen RMR
bei Affen wihrend des Schlafes (Aujard et al. 1998) stellte den Versuch dar, moglichst
vielen Kriterien der definierten Standard-Bedingungen fiir die Bestimmung der BMR
Rechnung zu tragen. Da die MR in Schlafphasen jedoch unter die BMR sinkt, ist dieser

Ansatz kritisch zu beurteilen.

Abgesehen von diesen methodischen Schwierigkeiten ist die Wahl der RMR als alleiniges
Kriterium fiir die Festlegung der TNZ generell unzureichend. Fiir die Bestimmung der
Energiebilanz bei minimalem thermoregulatorischen Aufwand im Rahmen lédngerfristiger

Untersuchungen muss beriicksichtigt werden, dass die ausschlieBlich innerhalb der

10
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Ruhephase ermittelte TNZ nicht die tagesrhythmische Schwankungen der MR bertick-
sichtigt, die zu einer Verdnderung des Bereiches der minimalen thermoregulatorischen
Aktivitdit im Tagesgang fithren kann. Folglich ist es fiir langfristige Energiebilanz-
untersuchungen notig, den T,-Bereich zu ermitteln, nachfolgend als 24-h-TNZ bezeichnet,
in dem sich die thermoregulatorische Aktivitdt bzw. der thermoregulatorische Energie-

verbrauch der Tiere im Tagesmittel auf minimalem Niveau befindet.

1.3.1.3 Beeinflussung der Responsivitit von Leptin-Effektorsystemen durch thermo-

neutrale Umgebungstemperaturen

Wie bereits in 1.2.1 erwidhnt, stellen sowohl die Regulation der Futteraufnahme als auch
die Modulation des Stoffwechsels Effektorsysteme fiir die Leptinwirkung unter normalen
Haltungsbedingungen dar. Bisher vorliegende Beobachtungen weisen darauf hin, dass die
Hemmung der Futteraufnahme durch Leptin unter thermoneutralen Bedingungen erhalten
bleibt (Rafael und Herling 2000). Damit iibereinstimmend konnte bei adulten F344 x BN-
Ratten bei einer T, von 26°C, die von den Autoren als thermoneutral definiert wurde, ein
ausgepragter Leptineffekt auf die Futteraufnahme nachgewiesen werden (Scarpace et al.
1997). Quantitative Vergleiche der Responsivitit der Futteraufnahme von mit Leptin

behandelten Tieren bei verschiedenen T, liegen jedoch noch nicht vor.

Effekte einer Leptinbehandlung auf die MR und den Korperfettgehalt, die wihrend mode-
rater Kéltebelastung bei Ratten im Sduglingsalter ermittelt wurden, treten bei Aufzucht
unter thermoneutralen Bedingungen nicht auf (Stehling et al. 1997). Ob sich diese Befun-
de, die an juvenilen Ratten wihrend der ersten zwei Lebenswochen ermittelt wurden, auf
adulte Individuen tbertragen lassen, ist unbekannt. Allerdings wurden im Rahmen einer
Studie an adulten ob/ob Méusen unter thermoneutralen Bedingungen (33°C) laut Angaben
der Autoren metabolische Effekte des Leptins nicht ausgeschlossen (Rafael und Herling
2000). Dabei zeigten die ob/ob Miause wihrend einer Langzeit-Leptinbehandlung mit einer
Dosierung, die den Plasmaleptinspiegel auf das Sechsfache im Vergleich zu Wildtyp-
Maiusen erhohte, erwartungsgemal eine drastische Reduktion des Korperfettgehaltes. Ver-
bunden mit einer Reduktion der Futteraufnahme zeigten parallel untersuchte unbehandelte
Tiere, die die gleiche Futtermenge wie die behandelten Tiere erhielten (=pair-fed), nur eine
halb so starke Reduktion ihrer Korperfettmasse im Vergleich zu den behandelten Tieren.
Ferner wurde anhand der Energiebilanz fiir die mit Leptin behandelten Tiere wihrend des

Behandlungszeitraumes eine MR errechnet, die signifikant {iber der der pair-fed-Tiere lag,
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jedoch nicht das Niveau der Kontrolltiere erreichte. Diese Ergebnisse wurden jedoch

ausschlieBlich rechnerisch und ohne Zuhilfenahme indirekter Kalorimetrie ermittelt.

1.3.2 Diatinduzierte Adipositas

Bei einer didtinduzierten Adipositas mit funktioneller Leptinresistenz handelt es sich um
eine Verdnderung der Regulationsmechanismen des Korpergewichtes aufgrund einer
tempordren Fehlerndhrung, die unter Umsténden zu einer dauerhaften Erh6hung des Wer-
tes fiihrt, auf den sich die Korpermasse bei nachfolgend ausgeglichener Energiebilanz
spontan einstellt (Levin 2000). Als mogliche Ursache wird u.a. eine Dysregulation der
Leptin-Synthese oder -Sekretion bzw. eine Storung der Signaltransmission diskutiert
(Ahima und Flier 2000). Die funktionelle Leptinresistenz zeigt sich u.a. darin, dass eine
exogene Zufuhr von Leptin in Bezug auf die Hemmung der Nahrungsaufnahme wirkungs-

los 1ist.

Um eine Verdnderung der Leptinwirkung aufgrund einer didtinduzierten Adipositas in den
hiufig als Tiermodellen verwendeten Ratten- und Méusestimmen beurteilen zu konnen,
miissen zundchst die Verdanderungen der Futteraufnahme infolge einer Leptinbehandlung
wihrend Flitterung von Standarddiit vergleichend beriicksichtigt werden. Im Rahmen ein-
tidgiger Leptinbehandlungen, die bei normalgewichtigen Méusen (BalbC und C57BI1/6J) bei
22-24°C mit ausschlieBlichem Zugang zu Standardfutter durchgefiihrt wurden, zeigte eine
auf zwei Injektionen verteilte subcutane (s.c.) Behandlung mit insgesamt ~20 pmol-g™-d
bereits eine deutliche Wirkung auf die Futteraufnahme (Doring et al. 1998). Bei Verab-
reichung der Tagesdosis als einmalige Bolusapplikation erhohte sich die fiir einen
deutlichen Effekt auf die Futteraufnahme nétige Dosierung auf ~100 pmol-g'-d” (Déring
2000). Bei zentraler (intracerebroventriculdrer = i.c.v.) Leptinapplikation wurde bei
C57Bl/6J-Miusen bereits bei ~6 pmol-d”’ der maximale Effekt auf die Futteraufnahme
erzielt (Halaas et al. 1997). Normalgewichtige Ratten zeigen unter vergleichbaren
Fiitterungsbedingungen eine Reduktion der Futteraufnahme bei einer im Bolus
verabreichten intraperitonealen (i.p.) Leptin-Dosis von ~30 pmol-g'-d" (Lin et al. 2001)

oder einer zentral applizierten Dosis von ~10 pmol-d” (Wang et al. 1999).

Erhalten C57B1/6J- und AKR/J-Muse ausschlieBlich fettreiche Nahrung (45% Fett?), fiihrt

nach 16 Tagen eine i.p. Leptinbehandlung mit einer Dosis von ~ 600 pmol-g™-d" nur noch

% Alle Daten beziiglich des Fettgehaltes sind in % des Gesamtenergiegehaltes der Nahrung angegeben.
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bei dem AKR/J-Stamm zu einer Reduktion von Futteraufnahme und Korpermasse, bei den
C57Bl/6J-Tieren zeigt sich bereits keine Leptin-Wirkung mehr (Van Heek et al. 1997).
Nach 56-tdgigem Bestehen des oben genannten Diétplans bleibt wihrend wiederholter
analoger Leptin-Behandlung bei beiden Stimmen eine Beeinflussung von Futteraufnahme
oder Korpermasse aus (Van Heek et al. 1997). Nach 70-tigigem Zugang zu hoch-
kalorischem, fettreichen (45% Fett) Futter zeigen AKR/J-Méuse auch nach der peripheren
Verabreichung von Leptin in pharmakologischer Dosis (~1500 pmol-g'-d™", ip) eine
deutlich verringerte Leptin-Responsivitdt im Vergleich zu der normalgewichtigen
Kontrollgruppe, die ausschlieBlich mit Standardfutter erndhrt wurde (Halaas 1997). Wird
AKR/J-Tieren nach 77-84 Tagen hochkalorischer Fiitterung Leptin nicht peripher sondern
zentral verabreicht, fiihrt jedoch bereits eine Dosis von 6 pmol-d”’ zu einer signifikanten
Reduktion von Korpermasse und Futterauthahme (Van Heek et al. 1997). Da diese
Leptindosis der zentral wirksamen Dosis bei ausschlielich mit Standardfutter gefiitterten
Tieren entspricht, ist folglich innerhalb dieser Untersuchung bei AKR/J-Mé&usen nach bis
zu 84 Tagen hochkalorischer Fiitterung keine zentrale Leptinresistenz erkennbar. In einer
weiteren Untersuchung (Lin et al. 2000) erhielt eine Gruppe 3 Wochen alter C57Bl/6J-
Maiuse hochkalorisches, fettreiches Futter (60% Fett), die zugehorige Kontrollgruppe eine
fettarme Diédt. Die beobachtete Entwicklung einer durch die Fiitterung bedingten
Leptinresistenz ldsst sich anhand der Versuchsergebnisse in folgende 3 Phasen unterteilen:
1.) Nach 7 Tagen hochkalorischer Fiitterung zeigen die Tiere nach einer Injektion (i.p.) mit
~120 pmol-g'-d" Leptin noch eine deutliche Reduktion der Futteraufnahme und der
Korpermasse. 2.) Wird eine analoge Leptinbehandlung nach 56 Tagen hochkalorischer
Fiitterung durchgefiihrt, kann bereits keine Leptin-Wirkung mehr festgestellt werden.
Erhalten diese Tiere jedoch eine Dosis von ~6 pmol-d” Leptin als zentraler Bolus, unter-
scheidet sich ihre Reaktion in der Reduktion von Futteraufnahme und Korpergewichts
nicht signifikant von der naiver Tiere. 3.) Nach 140 Tagen hochkalorischer Fiitterung wird
dies jedoch nur mit einer 20-fach groBeren zentralen Leptin-Gabe von ~120 pmol-d”

erreicht.

Im Rahmen der Frage, ob und in wieweit eine fiitterungsbedingt verringerte Leptin-
Responsivitit reversibel ist, untersuchten Widdowson et al. (1997) Wistar-Ratten mit diét-
induzierter Adipositas, die nach 56-tdgiger Fiitterung eines Zusatzfutters mit leicht erh6h-
tem Fettgehalt (13% Fett, 68% Kohlenhydrate) 7 Tage lang ausschlieBlich weniger
energiedichtes Standardfutter erhielten. Auf zentral applizierte Leptinbehandlungen mit

~30-600 pmol-d”’ bei Fiitterung von Standardfutter reagierten die adipésen Tieren
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innerhalb der folgenden 24 h auf keine der verabreichten Leptindosis wihrend
normalgewichtige Tiere, die niemals hochkalorisches Zusatzfutter erhielten, eine
dosisabhingige, signifikante Reduktion der Futteraufnahme zeigten (Widdowson et al.
1997). Andererseits fallt auf, dass die adiposen Tiere nach Entzug der hochkalorischen
Zusatznahrung weniger Standardfutter aufnehmen als die Kontrolltiere, die ausschliefSlich
mit diesem weniger energiedichten Standardfutter erndhrt wurden, so dass eine leichte
Reduktion des Korpergewichtes auftritt. Dies wurde von den Autoren als eine beginnende
Wiederherstellung der Wirkung des endogenen Leptins interpretiert (Widdowson et al.
1997).

Zur Konkretisierung des Zeitpunktes, ab dem die Leptinresponsivitidt nach Futterwechsel
zwischen weniger energiedichter und energiereicher Fiitterung nachlisst bzw. wiederkehrt,
wurden Osborne-Mendel-Ratten wihrend erstmaligem Zugang zu hochkalorischer Nah-
rung am 1., 5. und 14. Tag mit Leptin (~30 pmol-g”-d”', i.p.) behandelt (Lin et al. 2001).
Dabei zeigtqe sich lediglich zum ersten Untersuchungszeitpunkt eine signifikante Leptin-
Reaktion. Nach 5 und 14 Tagen blieb bei dieser moderaten Dosis aber bereits eine Leptin-
wirkung auf die Futteraufnahme vollig aus. Wurde die Fiitterung nach 19 Tagen hoch-
kalorischer Fiitterung bei fehlender Leptinresponsivitit wieder auf fettarme Nahrung um-
gestellt, zeigte sich eine signifikante Leptin-Reaktion bereits wieder nach 5 Tagen (Lin et

al. 2001).

In Anbetracht des Zusammenhanges der Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas und
der Entwicklung einer Leptinresistenz aufgrund eines hochkalorischen Nahrungsangebotes
lasst sich bei dem fiir diese Arbeit relevanten C57Bl/6J-Méausestamm zusammenfassend
feststellen, dass eine Reduktion der Leptinresponsivitét auf eine peripher (i.p.) applizierte
Bolusinjektion in einer Dosis von 120 pmol-g™-d™ in den ersten 7 Tagen auf einer hoch-
kalorischen, fettreichen Didt noch nicht erkennbar ist (Lin et al. 2000), wihrend nach
16 Tagen hochkalorischer Fiitterung auch bei einer fiinffach hoheren Dosis kein Leptin-
effekt mehr festgestellt wurde (Van Heek et al. 1997). Bei zentral durchgefiihrter Leptin-
behandlung werden mit wachsender Dauer der hochkalorischen Fiitterung immer hohere
Dosen benétigt (Lin et al. 2000). Infolge dessen bietet sich dieser Méusestamm als Tier-
modell fiir die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Nahrungszusammensetzung

und Leptinresistenz an.

Untersuchungen der Reversibilitdt der Leptinresistenz nach Beenden der hochkalorischen

Fiitterung bei C57Bl/6J-M4iusen liegen bislang noch nicht vor. Ebenso wurde der mdgliche
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Einfluss der vorausgehenden Dauer des Zugangs zu energiereicher Didt auf die akute
Veridnderung der Leptinresponsivitit bei der Riickkehr zu einem fettarmen und weniger
energiedichten Nahrungsangebot bisher nicht ndher untersucht. Desweiteren erfolgte die
Untersuchung der Entwicklung einer Leptinresistenz und der Ausprigung einer diét-
induzierten Adipositas nur auf der Grundlage eines Diédtplans, bei dem wihrend hoch-
kalorischer Fiitterung kein optionaler Zugang zu weniger energiedichtem Standardfutter
bestand, so dass keine Aussage liber die palatability der hochkalorischen Nahrung méglich
war. Diese ist jedoch von Interesse, da es Hinweise darauf gibt, dass auch Tiere, die nicht
zur Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas neigen, beim Angebot einer sehr attrak-

tiven Didt adipds werden (Levin und Dunn-Meynell 2002).

1.4 ZIELE DER ARBEIT

Das Hauptziel dieser Untersuchung war, die Wirkung von rekombinantem Leptin unter
Umweltbedingungen, wie sie fiir Menschen westlicher Industriestaaten relevant sind, zu
untersuchen. Dabei waren der Zugang zu einem praktisch unbegrenzten Nahrungsangebot,
welches auch attraktive hochkalorische Kost beinhaltet, und die Tatsache, dass sich Men-
schen aufgrund von Kleidung und beheizten Raumen iiberwiegend im thermoneutralen
Bereich authalten, von besonderem Interesse. Zur Trennung dieser beiden Einzelfaktoren
wurden zwei separate Versuchsansitze herangezogen: Wéhrend der hochkalorischen
Fiitterung wurde die fiir Versuchsméduse iibliche Haltungstemperatur von 22°C gewdhlt,
wihrend unter thermoneutralen Bedingungen nur Standardfutter angeboten wurde. Fiir alle
Versuche wurde die C57B1/6J-Maus aufgrund ihrer Neigung zu didtinduzierter Adipositas
herangezogen (West et al. 1992). Untersuchungen im thermoneutralen Bereich setzen zu-
néichst die Bestimmung der TNZ bei adulten Tieren dieses Stammes voraus. Aufgrund der
uneinheitlichen Vorgehensweise bei der Bestimmung der TNZ in vorhergehenden Unter-
suchungen wurden hierfiir geeignete Kriterien im Rahmen der vorliegenden Studie ausge-
arbeitet. Auf diese Weise wurde versucht, als 24-h-TNZ einen T,-Bereich zu ermitteln, in
dem die Tiere im Tagesmittel den geringsten Energieumsatz aufgrund einer minimalen
thermoregulatorischen Stoffwechselaktivitit aufweisen, im folgenden als minimale ADMR
(= average daily MR, Tagesmittel der MR) bezeichnet. Dies sollte die Untersuchung der
Energiebilanz in Langzeitstudien bei minimalem thermoregulatorischen Energieaufwand

ermoglichen.
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Um zu priifen, ob die in einer vorhergehenden Dissertation (Doring 2000) erhobenen
Ergebnisse zur Auswirkung einer 10-tdgigen Leptinbehandlung auf Koérperzusammen-
setzung, Korpermasse, Futteraufnahme und metabolische Rate bei adulten Méusen
wahrend ad libitum und limitierter Fiitterung bei 24°C auch unter thermoneutralen Bedin-
gungen Giiltigkeit besitzen, wurden analoge Versuche unter den im Vorfeld ermittelten
thermoneutralen Bedingungen (34°C) durchgefiihrt und mit den Ergebnissen bei 24°C
verglichen. Zusétzlich wurden bisher nicht ausgewertete Untersuchungen (H. Ddring und
I. Schmidt, unverdffentlichte Ergebnisse) bei 9° und 30°C mit in die Datenanalyse einbe-
zogen, um die Leptinwirkung auf die Futteraufnahme bei verschiedenen T, wéhrend ad

libitum und limitierter Fiitterung vergleichen zu konnen.

Der Einfluss sensorisch attraktiver, hochkalorischer Zusatznahrung auf die Leptin-
responsivitdt wurde durch eintdgige Leptinbehandlungen ermittelt. Durch den Vergleich
mehrerer solcher Leptinbehandlungen im Versuchsverlauf sollte der Zusammenhang
zwischen der Auspriagung einer funktionellen Leptinresistenz und der Ausbildung einer
didtinduzierten Adipositas ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden die Tiere zyklisch
mit pelletiertem Standardfutter oder mit pelletiertem Standardfutter plus einem hoch-
kalorischen Zusatzfutter erndhrt und wiederholt zu definierten Zeitpunkten nach Futter-
wechsel mit rekombinantem Leptin behandelt. Im Vordergrund stand dabei zunéchst die
Frage nach der Dauer bis zum FEintritt einer didtinduzierten Leptinresistenz und inwieweit
bzw. in welchem Zeitraum diese reversibel ist. Dabei wurde die Futteraufnahme als Mal3
fir die Leptinresponsivitit verwendet und, da es bereits bei 10-tdgigen
Leptinbehandlungen ad [libitum gefiitterter Tiere zu keiner Beeinflussung des

Sauerstoffverbrauches gekommen war, auf dessen gleichzeitige Messung verzichtet.

Ferner ergab sich die weiterfithrende Frage, ob die didtetische Vorgeschichte Einfluss auf
die spitere Entwicklung der Korpermasse und der Leptinresponsivitit nimmt. Einen wei-
teren wichtigen Aspekt dieser Arbeit stellte die Detektion individueller Unterschiede in der
Leptinresponsivitit und dem didtinduzierten Entstehen von Adipositas bei Einzeltieren des
gleichen Inzuchtstammes dar. Um bei Tieren, die bei eintdgigen Leptinbehandlungen eine
didtinduzierte Leptinresistenz zeigten, die Auswirkung einer langerfristigen Leptinbehand-
lung auf Futteraufnahme und Entwicklung der Koérpermasse zu untersuchen, wurde bei
einer Gruppe die Leptinbehandlung auf einen Zeitraum von 10 Tagen ausgedehnt. Um
festzustellen, ob Leptin eine unterschiedliche Wirkung auf die Aufnahme siier oder nicht

stiBer Nahrung hat, standen diesen Tieren wihrend des gesamten Behandlungszeitraumes
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neben Standardfutter zwei verschiedene Zusatzfuttersorten, bei denen der Kohlenhydrat-
Anteil einmal aus Saccharose (=ZF 1, siiler Geschmack) und einmal aus Stirke (=ZF 2,

neutraler Geschmack) bestand, zur Verfiigung.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERSUCHSTIERE

In allen Versuchsreihen wurden weibliche C57Bl/6J-Mause (Mus musculus) der Firma
Harlan Winkelmann (Borchen, BRD) verwendet, die im Alter von 3 Wochen in der Tier-
kolonie des W.G. Kerckhoff-Instituts, Bad Nauheim, eintrafen, wo sie in Gruppen von je 5
Tieren bis zu Versuchsbeginn im Alter von mindestens 6 Wochen verblieben. Danach
wurden die Tiere einzeln entweder in 17x17x15cm groBen Stoffwechselkéfigen oder in
Makrolonkifigen der Grole M2 gehalten. In allen Versuchsreihen wurden die Tiere bei
einem Lichtzyklus von 12:12h Hell:Dunkel auf handelsiiblicher Einstreu (Holzsdgespéne,
Fibre, Altromin, BRD) bei einer Luftfeuchtigkeit von ca. 50% gehalten. Wenn nicht anders
angegeben, erhielten sie eine pelletierte Nagetierdidt (Altromin 1320, Altromin, Lage,
BRD), im folgenden als Standardfutter bezeichnet, und Wasser ad libitum, sowie Zellstoff
zum Nestbau. Um Stérungen wihrend der Ruhephase der Tiere zu vermeiden, erfolgte die
tagliche Versorgung der Tiere wiahrend der Versuche etwa eine Stunde vor Beginn der
Aktivitdt in der Dunkelphase. Vor Versuchsbeginn hatten die Tiere mindestens eine
Woche lang Zeit, sich an die Einzelhaltung und die jeweiligen klimatischen Verhiltnisse

zu gewohnen.

2.2 VERSUCHSREIHEN

In Versuchsreihe I wurde bei zwei Versuchsgruppen mit unterschiedlichen Fiitterungs-
bedingungen die TNZ bestimmt. In Versuchsreihe II wurde die Wirkung einer 10-tigigen
Leptinbehandlung in zwei Versuchsgruppen bei ad libitum Fiitterung und einer Um-
gebungstemperatur von 34°C untersucht. In Versuchsreihe I1I wurde ebenfalls bei 34°C die
Wirkung einer 10-tdgigen Leptinbehandlung bei einer Versuchsgruppe untersucht, die tag-
lich nur eine limitierte Menge Standardfutter erhielt. Die in Versuchsreihe II und III ermit-
telten Ergebnisse wurden abschlieBend mit bei 24°C ermittelten Resultaten (D6ring 2000)
verglichen. Ferner erfolgte unter Verwendung von zusdtzlichen Daten (Doring 2000,

I. Schmidt, unveroffentlichte Daten) die Untersuchung der T,-Abhédngigkeit von
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Futteraufnahme und Leptinwirkung. In Versuchsreihe IV wurden zwei Langzeitversuche
durchgefiihrt, in denen die Tiere wiederholt einer eintdgigen Leptinbehandlung unterzogen
wurden, wihrend sie im zyklischen Wechsel nur Standardfutter oder Standardfutter plus
eine sensorisch attraktive, hochkalorische Zusatzdidt (=Zusatzfutter) ad libitum erhielten.
Eine der beiden Versuchsgruppen wurde aullerdem am Ende des Versuches wihrend der

Fiitterung von Standardfutter plus Zusatzfutter 10 Tage lang mit Leptin behandelt.

2.3 FUTTERSORTEN

Das permanent zur Verfiigung stehende Standardfutter enthielt eine resorbierbare Energie
von ca. 13 kJ/g (Eiden 2002). Einer Versuchsgruppe in Versuchsreihe IV wurde einmalig
zu Versuchsbeginn als Zusatzfutter Zartbitter-Kuvertiire (Wissol, BRD) mit einer resor-
bierbaren Energie von ca. 23 kJ/g angeboten. Ansonsten wurde fiir Tiere aus
Versuchsreihe IV als Zusatzfutter weille Kuvertiire (Wissol, BRD, ca. 23 kJ/g, ZF 1) und
“Starkeschokolade™ (ca. 23 klJ/g, ZF2) verwendet. Die Stirkeschokolade wurde
hergestellt, indem erhitztes Palmin® mit Magermilchpulver (Heirler Cenovis GmbH,
Radolfzell, BRD) und Speisestirke (Mondamin®, Bestfoods Markenartikel GmbH,
Heilbronn, BRD) im gleichen Mischungsverhiltnis Fett:Protein:Kohlenhydrate wie in der
weilen Kuvertiire versetzt wurde. Nach dem Erstarren ergab sich eine schokoladenartige
Substanz, bei der somit die Saccharose dquikalorisch durch Stirke ersetzt war. Den
Energiebilanz-Berechnungen fiir das verwendete Futter lagen die Werte von 18 kl/g
Protein, 39,3 kJ/g Fett und 17,6 kJ/g Kohlenhydrate zugrunde (Physiologie des Menschen
1972). Neben der Verabreichung von jeweils nur einer der oben genannten Sorten des
hochkalorischen Zusatzfutters bei den Langzeitstudien mit wechselndem Nahrungsangebot
erfolgte im Rahmen einer 10-tdgigen Leptinbehandlung auch eine gleichzeitige Gabe von

ZF 1 und ZF 2.

19



MATERIAL & METHODEN

2.4 LEPTINBEHANDLUNG

Fiir die Versuche wurde rekombinantes murines Leptin verwendet, welches entweder von
der Firma Aventis Pharma (Frankfurt/Main, BRD) freundlicherweise zur Verfiigung ge-
stellt (molare Masse =17,57 kD, da Hise-tagged), oder von der Firma R&D Systems GmbH
(Wiesbaden, BRD) gekauft wurde (molare Masse =16 kD). Eine vorangegangene Studie
hatte keinen signifikanten Unterschied in der Wirkung von rekombinantem Leptin der
Molmasse von 16 kD und Hise-tagged Leptin der Molmasse von 17,57 kD ergeben
(Schmidt et al. 1997). Das Leptin wurde zur Effektivititssteigerung der Behandlung
(Doring 2000) auf zwei Einzeldosen pro Tag verteilt, die s.c. am Beginn der Ruhephase
bzw. der Aktivititsphase in einer Dosis von 100 pmol'g’-d” in den Nacken injiziert
wurden, wihrend die Kontrolltiere zur selben Zeit das gleiche Volumen an PBS
(phosphate-buffered saline, pH 7,4) erhielten. Bei der Dosisberechnung wurde die am
Vortag ermittelte mittlere KSrpermasse der jeweiligen Versuchsgruppe zu Grunde gelegt.
Kontroll- und Leptinbehandlungsgruppen wurden so eingeteilt, dass sie wéhrend des
Vorlaufs sowohl hinsichtlich des Kdrpergewichts als auch der Menge des aufgenommenen
Gesamtfutters so weit wie moglich ausgeglichen waren. Das Leptin wurde vor der
jeweiligen Injektion so mit PBS verdiinnt, dass das tégliche Injektionsvolumen pro Tier

50-100 pl betrug.

2.5 VERSUCHSPROTOKOLL

2.5.1 Bestimmung der Thermoneutralzone (Versuchsreihe I)

Die Tiere zweier Versuchsgruppen (A, N=10 bzw. 8 und B, N=7) waren einzeln in
Stoffwechselkdfigen in einer Klima-Box (Modell SB 500 der Firma Weiss Technik,
Lindenstruth, BRD) untergebracht. In Gruppe A wurde der Versuch zweimal durchgefiihrt,
wobei die Tiere beim ersten Mal 15 Wochen, beim zweiten Mal 23 Wochen alt waren. Bei
der Untersuchung der 15 Wochen alten Tiere (N=10) musste jedoch die Anzahl der Tiere,
deren Stoffwechselrate bestimmt wurde, aufgrund der begrenzten Kapazitit zur Messung
des Sauerstoffverbrauches auf 7 reduziert werden. Die Bestimmung der Mittelwerte von

Futteraufnahme und Korpermasse erfolgte daher ebenfalls anhand dieser 7 Tiere. In die
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Darstellung der Verldufe von Futteraufnahme und Korpermasse wurden alle 10 Tiere
einbezogen. Die N-Zahl der 23 Wochen alten Tiere betrug 8, wobei analog zum ersten
Versuchsdurchgang mit 15 Wochen die Bestimmung der Mittelwerte des
Sauerstoffverbrauches, der Futteraufnahme und der Korpermasse bei 7 Tieren erfolgte.
Wihrend des Versuchs erhielt Gruppe A Standardfutter ad libitum, Gruppe B eine
limitierte Futtermenge. Bei diesem limitierten Futterzugang ergibt sich jedoch das
Problem, dass aufgrund der mit steigender Umgebungstemperatur sinkenden
Energicaufnahme auch die an die Tiere mit limitiertem Futterzugang verabreichte
Futtermenge mit Erhohung der Temperatur fortschreitend gedrosselt werden miisste. Da
die Ermittlung der fiir die jeweilige T, geeigneten Menge jedoch ein sehr langwieriges
Verfahren darstellt (Doring 2000), erhielt Gruppe B (Alter 15 Wochen, N=7) basierend auf
Voruntersuchungen (I. Schmidt, unveroffentlichte Daten) eine limitierte Futtermenge von
1,6 g-d" wihrend aller getesteten Temperaturen. Die limitierte Menge entsprach ca. 80%
der von Gruppe A bei ad libitum Fiitterung und einer Umgebungstemperatur von 31-32°C
aufgenommenen Futtermenge. In beiden Gruppen erfolgte die Bestimmung der MR mittels
indirekter Kalorimetrie bei Temperaturen zwischen 29 und 36°C. Die Temperatur wurde

dabei in 1-2°C-Schritten gedndert, wobei ein Temperaturintervall jeweils 2-5 Tage dauerte.

2.5.2 Zehntigige Leptinbehandlung unter thermoneutralen Bedingungen bei

ad libitum Fiitterung (Versuchsreihe II)

Nach einer Eingew6hnungsphase von mindestens zwei Wochen bei 34°C wurden jeweils 5
bzw. 4 Tiere aus Versuchsgruppe C (N=10, Alter bei Behandlungsbeginn 16 Wochen) und
D (N=10, Alter bei Behandlungsbeginn 26 Wochen) 10 Tage lang mit Leptin behandelt,
wihrend die tibrigen Tiere als Kontrolltiere dienten. Die Darstellung von Futteraufnahme
und Korpermasse im zeitlichen Verlauf erfolgte bei allen Tieren beider Versuchsgruppen.
Die Untersuchungen der Korperzusammensetzung, der Korpermasse sowie der
Futteraufnahme anhand von Mittelwerten erfolgten ausschlieBlich bei den 7 Tieren, deren
Sauerstoffverbrauch ermittelt wurde. Die Anzahl der mit Leptin behandelten Tiere betrug
bei diesen 7 Tieren in Versuchsgruppe C 3 und in Versuchsgruppe D 4. Der der
Injektionsphase vorausgehende Zeitraum von 5 Tagen diente als Referenzwert (=Vorlauf).
Am Ende des Behandlungszeitraumes wurden die Tiere zur Bestimmung des

Korperfettgehaltes getdtet.
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2.5.3 Zehntiigige Leptinbehandlung unter thermoneutralen Bedingungen bei

limitiertem Futterzugang (Versuchsreihe III)

In Versuchsreihe III wurde in gleicher Weise und bei gleichen Klimabedingungen wie in
Versuchsreihe II die Leptinwirkung bei Versuchsgruppe E (N=10, Alter bei Behandlungs-
beginn 16 Wochen) und Versuchsgruppe F (N=10, Alter bei Behandlungsbeginn 17
Wochen) untersucht, die tdglich eine wihrend des Eingewdhnungszeitraumes schrittweise

bis auf 1,3 g limitierte Futtermenge Standardfutter erhielten.

Innerhalb des ca. 50-tdgigen Eingewdhnungszeitraumes folgte nach einer 11-tdgigen
(Gruppe E) bzw. 18-tidgigen (Gruppe F) Periode, in der die Tiere Standardfutter ad libitum
erhielten, ein Zeitraum von ca. 5 Wochen, in dem beide Versuchsgruppen langsam an die
limitierte Fiitterung gewohnt wurden. Durch tégliches Wiegen der Tiere wurde kontrolliert,
ob ihre Korpermasse nach anfdnglichem Gewichtsverlust konstant blieb und einen
kritischen Wert von 17 g nicht unterschritt (Doring 2000). Die wéhrend der
Leptinbehandlungsperiode gefiitterte Menge entsprach bei beiden Gruppen ca. 75% der
von den ad libitum gefiitterten Tieren in Versuchsreihe II aufgenommenen Futtermenge.
Am Ende des Eingewdhnungszeitraumes erfolgte analog zu 2.5.2 nach 5-tagigem Vorlauf
eine 10-tdgige Leptinbehandlung mit abschlieBender Totung der Tiere beider Gruppen zur

Bestimmung des Korperfettgehaltes.

Bei der vor Versuchsgruppe F untersuchten Versuchsgruppe E stellte sich nach Ende des
Behandlungszeitraumes heraus, dass mit der fiir die Versuchsgruppe ermittelten limitierten
Futtermenge von 1,35 g die Kriterien eines limitierten Futterzugangs nicht vollstindig er-
fiillt wurden. Infolgedessen wurde ausschlieBlich Versuchsgruppe F in die quantitative
Auswertung von Versuchsreihe III mit einbezogen, wihrend die Werte der unzureichend
futterlimitierten Tiere aus Versuchsgruppe E nur exemplarisch aufgefiihrt wurden. Bei
Versuchsgruppe F erfolgte die Untersuchungen der Korperzusammensetzung, der
Korpermasse sowie der Futteraufnahme anhand von Mittelwerten ausschlieBlich bei den 7
Tieren, deren Sauerstoffverbrauch ermittelt wurde. Die N-Zahl der mit Leptin behandelten

Tieren betrug dabei 5.
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2.5.4 Auswirkung der Umgebungstemperatur auf die Futteraufnahme und den

Leptineffekt bei verschiedenen Fiitterungsbedingungen

Zur Untersuchung der Leptinwirkung auf die Futteraufnahme wiahrend ad libitum
Fiitterung und limitiertem Futterzugang bei einer T, von 9, 24, 30 und 34°C wurden die in
Versuchsgruppe C, D und F ermittelten Ergebnisse bei 34°C mit Daten aus
vorhergehenden Untersuchungen (siche Tab. 1) bei 9, 24 und 30°C ergéinzt. Alle
verwendeten Versuchsgruppen wurden 10 Tage lang mit einer auf zwei Einzeldosen

verteilten Tagesdosis von 200 pmol-g™-d” Leptin behandelt.

T, [°C] Fiitterung N Quelle
9 ad libitum 9 I. Schmidt, unverdffentlichte Ergebnisse
24 ad libitum 22 Déring 2000
24 limitiert 19 D&ring 2000
30 ad libitum 11 Déring 2000
30 limitiert 8 I. Schmidt, unverdffentlichte Ergebnisse
34 ad libitum 18 Versuchsgruppe C,D
34 limitiert 10 Versuchsgruppe F

Tab 1: Anzahl (N) der bei Untersuchung des Einflusses der Umgebungstemperatur (T,) auf
Futteraufnahme und Leptineffekt verwendeten Tiere.

2.5.5 Eintigige Leptinbehandlung bei 22°C wéahrend zyklischer Fiitterung mit und
ohne Zusatzfutter (Versuchsreihe IV )

In Versuchsreihe IV wurden bei Gruppe G (N=10, Anfangsalter 7 Wochen) und Gruppe H
(N=12, Anfangsalter 13 Wochen) wéhrend einer periodisch wechselnden Verabreichung
von ausschlieBlich Standardfutter (free feeding, FF) und Standardfutter plus Zusatzfutter
(Zusatzfutter, ZF) Langzeitversuche bei 22°C durchgefiihrt, in denen die Reaktion auf
Leptin im Abstand von mindestens 4 Tagen wiederholt getestet wurde, wobei eine Behand-
lungsgruppe in aufeinanderfolgenden Injektionen jeweils alternierend mit PBS oder Leptin
behandelt wurde. Grundsétzlich hatten die Tiere uneingeschrankten Futterzugang mit der
Ausnahme, dass Versuchsgruppe G in den beiden ersten Perioden mit ausschlieBlich
Standardfutter nur eine limitierte Futtermenge (food restricted, FR) angeboten wurde. Die
in diesem Zeitraum ermittelten Daten wurden jedoch nur exemplarisch angegeben und von
der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die Perioden mit gleicher Fiitterungsart dauerten

durchschnittlich 15 Tage, wobei die einzelnen Zeitrdume zwischen 6 und 23 Tagen variier-
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ten. Um einen eventuellen Einfluss der stark variierenden Korpermassen auf die Leptin-
behandlung zu vermeiden, wurden die beiden Behandlungsgruppen so eingeteilt, dass der

Mittelwert ihrer Kérpermassen nur um maximal 0,5 g variierte.

n N
Versuchs-
Diat Zeit [d] gruppen Lep Ko
vor 4 28 28
3 5 23 23
ZF 6 30 27
(erstmalig) 11 3 16 14
15 4 20 17
3 3 17 13
7 3 13 12
nach
11
15
vor 2 9 10
3 3 18 17
ZF 7 3 14 13
(>30d ZF) 1 8 8
1 5 6
3 13 13
nach 7 3 13 14
11 3 13 12
15 2 9 9

Tab. 2: Anzahl (N) der mit Leptin behandelten Tiere (Lep) bzw. der Kontrolltiere (Ko), die
fiir den Vergleich zwischen Verdnderung der Leptinresponsivitit bei erstmaligem (oben)
und wiederholtem (unten) Angebot von Zusatzfutter sowie bei den jeweils vorausgehenden
bzw. nachfolgenden Standardfutter-Perioden verwendet wurden (siehe Abb. 15 und 16).
n=Anzahl der Versuchsgruppen.

Neben den selbst untersuchten Versuchsgruppen wurden zur Erhohung der N-Zahl bei der
Auswertung der Leptinresponsivitdt Datensdtze von Gruppen aus einer parallel durch-
gefithrten Diplomarbeit® mit einbezogen, bei denen Dauer und Zyklus des periodischen
Zugangs zu Zusatzfutter denen der hier untersuchten Gruppen entsprachen. Dabei handelt
es sich um 5 Versuchsgruppen im Alter zwischen 8 und 27 Wochen (N=47), die neben den
selbst untersuchten Versuchsgruppen in Tab. 2 angegeben sind. Weiterhin wurde bei der
Darstellung der Korrelation zwischen der iiber die beiden letzten Tage vor einer Leptin-

behandlung gemittelten Korpermasse und der an diesen Tagen aufgenommenen

3 Quelle: Diplomarbeit C. Daniel, Fachbereich Haushalts- und Erndhrungswissenschaften, Universitét
Gieflen 2002
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Futtermenge auf Daten von 3 weiteren Versuchsgruppen (N=30, Alter zwischen 15 und 27

Wochen) aus der oben erwéhnten Arbeit zuriickgegriffen.

2.5.6 Zehntigige Leptinbehandlung von Tieren mit didtinduzierter Adipositas bei

22°C wihrend Zusatzfiitterung

Nachdem die Tiere aus Versuchsgruppe G im Anschluss an den Versuchszeitraum mit
periodischer, sensorisch attraktiver Zusatzfiitterung bei eintdgigen Leptinbehandlungen
eine didtinduzierte Adipositas mit Leptinresistenz aufwiesen, wurden sie abschlieBend
wihrend Fiitterung von Standardfutter plus zwei Zusatzfuttersorten (ZF 1 + ZF 2) 10 Tage
lang mit einer tiglichen Dosis von 2100 pmol-g™-d™" Leptin behandelt. Der der Injektions-
phase vorausgehende Zeitraum von 5 Tagen diente als Referenzwert (=Vorlauf). Eine
abschliefende Bestimmung der Korperzusammensetzung konnte allerdings nicht durch-
geflihrt werden, da die Tiere fiir neurobiologische Untersuchungen im Rahmen einer

weiteren Studie perfundiert wurden.
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2.6. DATENERHEBUNG

2.6.1 Bestimmung der Futteraufnahme

Die Futteraufnahme wurde tiglich zu Beginn der Aktivititsphase durch Wiegung
bestimmt. Um eine Verfalschung der Wiegung durch Verdnderung des Wassergehalts des
Futters durch Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsunterschiede auszuschliefen, wurde das
verwendete Futter grundsitzlich bei den gleichen klimatischen Bedingungen gelagert, bei
denen die Tiere gehalten wurden. Da zuvor in Versuchsreihe I bis III Fehlwerte bei der
Ermittlung der Futteraufnahme aufgrund eines Substanzverlustes durch Kriimel nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurden in Versuchsreihe IV Halterungen fiir Futterpellets
verwendet, die in der Werkstatt des Max-Planck-Instituts, Bad Nauheim, angefertigt wur-
den (Abb. 1). Diese Kombination aus Halterung mit Auffanggefd3 ermdglichte es, Mess-

fehler durch Substanzverlust aufgrund von Kriimeln duBerst gering zu halten.

Abb. 1: In der Werkstatt des Max-Planck-Instituts, Bad Nauheim, angefertigte
Halterungen fiir das tigliche ad libitum Angebot des Standardfutters. A) frisch befiillte
Halterung, B) von FEinstreu gesduberter Futterrest nach 24h. Durch das integrierte
Auffanggefifs und die feste Anbringung der Futterpellets kann der Grofiteil der
anfallenden Kriimel (B) bei der Wiegung des Futterrestes mitberiicksichtigt und so der
Wiegefehler durch Substanzverlust minimiert werden.
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2.6.2 Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs

Zur Ermittlung der Stoffwechselrate in Versuchsgruppe I bis III mittels indirekter Kalori-
metrie wurden die Tiere einzeln in geschlossenen Kunststoftbehéltern gehalten, die iiber
eine Offnung im Deckel verfiigten, durch die ein Metallrohrchen zum Absaugen der Atem-
luft gefiihrt wurde. Die FEinzelkdfige befanden sich in einer Klimabox, die fiir eine
konstante Temperatur und Luftfeuchtigkeit sorgte. Durch den verbleibenden Zwischen-
raum zwischen Absaugrohr und Kafigéffnung stromte Frischluft nach, es handelte sich
also um eine Messung im offenen System (Withers et al. 1977). Sowohl aus der Umgebung
(=Bezugswert), als auch aus 7 der Tierkédfige wurde kontinuierlich Luft mittels Membran-
pumpen abgesaugt, die durch mit CaSO, (Drierite®, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen,
BRD) gefiillte Rohren zur Trocknung, durch Aktivkohlefilter zur Extraktion organischer
Bestandteile und zuletzt durch Membranfilter zum Abfangen von Staubpartikeln geleitet
wurde. Mit einem Zeitgeber ausgestattete Magnetventile sorgten dafiir, dass die Luft aus
den 7 Tierkanédlen bzw. dem Referenzkanal jeweils fiir einen Zeitraum von 5 min alternie-
rend auf Messposition geschaltet und von einer weiteren Membranpumpe durch einen
Massenflussmesser gesaugt wurde. Ein Teilstrom von etwa 100 ml/min wurde danach
durch einen Kanal eines elektrochemischen 2-Kanal-Sauerstoffanalysators (S-3A/II,
Ametek, Pittsburgh, USA) gesaugt, der Rest in die Umgebung entlassen. Die Luft der
tibrigen 7 Kanidle wurde wihrend dieser Zeit ebenfalls aus dem System entlassen. Der
zweite Kanal des O,-Analysators maf3 stindig Umgebungsluft als Referenzwert, so dass
durch Differenzbildung der Sauerstoffverbrauch des gerade gemessenen Tieres bestimmt
werden konnte. Die zusitzlich zwischengeschaltete Messung von Umgebungsluft auf dem
gleichen Kanal, mit dem die Tierluft analysiert wurde, ermdglichte es, eventuelle Verén-
derungen zwischen den beiden Analysatorkanélen zu erfassen. Die zweite fiir die Berech-
nung des O,-Verbrauchs notige GroBe ist die Flussrate. Um Unterschiede in der Flussrate
der abgesaugten Luft bei Kéfigen in Mess- oder Bypass-Position zu vermeiden, befand
sich zwischen den Nadel- und Magnetventilen pro Kanal jeweils ein Wassermanometer zur
optischen Kontrolle der Flussrate, welches mehrmals téglich auf Konstanz kontrolliert und
gegebenenfalls mit Hilfe des Nadelventils abgeglichen wurde. Die Flussrate betrug wéh-
rend aller Versuche 200-220 ml/min. Flussrate sowie Sauerstoffgehalt beider Analysator-
kandle in Kombination mit der Kennung des jeweils gemessenen Kanals wurden sowohl
von einem Computer, als auch von einem Mehrkanal-Hybrid-Drucker (Yokowaga 3081,

nbn Elektronik GmbH, Herrsching, BRD) aufgezeichnet. Die Kalibrierung des Sauerstoff-
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analysators erfolgte vor Versuchsbeginn, den erwiinschten Messbereich abdeckend, durch
Eichgase mit definierter Sauerstoffkonzentration zwischen 20 und 21%. Zur Kalibrierung
des Massenflussmessers wurde, nach Einstellung eines konstanten Luftflusses, die Zeit ge-
stoppt, in der ein Seifenfilm eine definierte Strecke in einem Plexiglaszylinder mit bekann-
tem Volumen zuriicklegte. Gleichzeitig wurden Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Luft-
druck im Raum ermittelt und das Luftvolumen auf Standardbedingungen umgerechnet. Der
errechnete Luftfluss wurde gegen die am Massenflussmesser eingestellte Spannung auf-
getragen. Durch Wiederholung des Verfahrens bei verschiedenen Flussraten wurde eine

Kennlinie ermittelt.

2.6.3 Berechnung der metabolischen Rate

Von den 5-miniitigen Messperioden in der oben beschriebenen Sauerstoffmessung wurden
jeweils nur die letzten 2,5 Minuten ausgewertet, um Fehler durch Restluft aus dem zuvor
analysierten Kanal auszuschlieBen. Wihrend der Messung der Umgebungsluft wurde die
Spannungsdifferenz zwischen dem Messkanal und dem Referenzkanal gleich Null gesetzt.
Zwischen den somit im Abstand von 40 Minuten erscheinenden Nullwerten wurde eine
Regression als Referenzlinie fiir den Sauerstoffverbrauch des jeweils zu messenden Tieres
ermittelt. Aus der Spannungsdifferenz zwischen dem Tierluft-Messwert und der Referenz-
linie wurde der Sauerstoffverbrauch unter Berilicksichtigung der Flussrate in der jeweiligen
Tierkammer bestimmt. Aufgrund der Zusammensetzung des Standardfutters wurde bei der
Berechnung der metabolischen Rate ein respiratorischer Quotient von 0,85 und somit ein

Umrechnungsfaktor von 0,34 W pro ml O,'min” bzw. 20,4 J pro Liter O, zugrunde gelegt.

2.6.4 Bestimmung der Korperzusammensetzung

Zu Versuchsende wurden die Tiere unter Vermeidung von Stress in den ersten 4 Stunden
der Lichtphase (folglich bei den mit Leptin behandelten Tieren etwa 15 Stunden nach der
letzten Injektion) durch eine ca. 20-sekiindige CO,-Begasung narkotisiert, dekapitiert und
entblutet. Um eine Verfilschung der Bestimmung der Korperzusammensetzung durch die
noch im Verdauungstrakt befindliche Nahrung auszuschlieBen, ist eine Resektion des
Magen-Darm-Traktes notig. Zu diesem Zweck wurden Thorax und Abdomen entlang der
Linea Alba erdffnet, abdominaler Osophagus und distales Rektum durchtrennt und der

Gastrointestinal-Trakt entnommen, nachdem er sorgfiltig von intestinalem Fett und
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Gekrose (welches im Tierkorper verblieb) befreit worden war. Die Harnblase wurde
eroffnet und deren Inhalt auBerhalb des Tierkorpers entleert, um die Bestimmung des
Wassergehalts des Tierkorpers nicht zu beeinflussen. Die exenterierten Korper wurden,
unter Beriicksichtigung des Gewichtes des zuvor entnommenen Blutes, umgehend zur
Bestimmung der Feuchtmasse gewogen und danach in Aluminiumschalen bis zur
Gewichtskonstanz in einem Trockenschrank bei 75°C getrocknet. Aus der Differenz
zwischen Feucht- und Trockenmasse konnte der Wassergehalt des Tierkorpers bestimmt
werden. Nach der Trocknung wurden die Tierkorper in fettfreies, chloroformdurchléssiges
Papier verpackt und, leicht zerkleinert, einer 24-stiindigen Chloroform-Extraktion in einer
Soxhlet-Apparatur (Merck-Eurolab, Frankfurt/Main, BRD) unterzogen. Die durch dieses
Verfahren vollstindig entfetteten Tierkdrper wurden, unter sorgféltiger Vermeidung von
Substanzverlust, ausgepackt und nochmals bei einer Temperatur von 75°C bis zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet. Die ermittelten Endwerte werden als fettfreie Trockenmasse
(FFDM = fat-free dry-mass) bezeichnet. Aus den ermittelten Werten fiir Feuchtmasse,
Trockenmasse und fettfreie Trockenmasse wurden Korperwasser und Fettmasse sowie der

prozentuale Wasser- und Fettgehalt der Feuchtmasse berechnet.

2.7 DATENAUSWERTUNG

2.7.1 Allgemeine Angaben zur statistischen Auswertung

Zur Regressionsgeraden-Bestimmung wurden Korrelationskoeffizienten durch gingige
Standardverfahren, basierend auf der Methode der kleinsten Quadrate, ermittelt und auf
thre Verschiedenheit von Null getestet. Zum Vergleich zweier Regressionsgeraden, flir den
ein hauseigenes Programm herangezogen wurde, wurden die Regressionsgeraden zunichst
auf Parallelitit, anschlieBend gegebenenfalls auf Unterschiede im y-Achsenabschnitt
tiberpriift (Brownlee, 1965). Varianzanalysen (ANOVA) zur Ermittlung von statistischen
Unterschieden in Korperfettgehalt, Futteraufnahme und Korpermasse, sowie alle weiteren
statistischen Tests wurden mit Hilfe des Programmes SigmaStat (SPSS Corporation,
Chicago, USA) durchgefiihrt. Entsprechend der angewandten Testverfahren sind bei An-
wendung einer einfaktoriellen ANOVA arithmetische Mittel und bei Anwendung einer
zweifaktoriellen ANOVA (mit den Faktoren Behandlung und Versuchsgruppe) gewichtete
Mittel jeweils mit mittlerem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
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Normalverteilung (nach Kolmogorov-Smirnov) und die Varianz (Levene-Median-Test) der
Gruppen wurden programmintern iiberpriift. War eine der Bedingungen nicht erfiillt,
wurde die Rangordnung der Werte errechnet und die ANOVA mit diesen Rangwerten
ausgefiihrt. Bei allen angewandten statistischen Verfahren wurde ein Signifikanzniveau
von P<0,05 angenommen. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen zwei zu
vergleichenden Gruppen wurde in den Abbildungen durch * fiir P<0,05, ** fiir P<0,01 und

*** fiir P<0,001 gekennzeichnet.

2.7.2 Spezielle Angaben zur Auswertung der Versuchsreihen

2.7.2.1 Versuchsreihe 1

Aufgrund der Bestimmung des Sauerstoffes des gleichen Tieres im 40-Minuten-Takt
(siehe Ermittlung des O,-Verbrauches), erhielt man pro Tier und Tag ca. 36 Messwerte,
auf deren Basis die absolute und massenspezifische metabolische Rate bestimmt wurde.
Aus den erhaltenen Werten wurden sowohl 24-Stunden-Mittelwerte (=ADMR) als auch 3-
Stunden-Mittelwerte berechnet. Aus den 3-Stunden-Mittelwerten wurde pro Tier der
niedrigste Wert (=Tagesminimum) und der hochste Messwert (=Tagesmaximum) eines
Tages bestimmt, wobei die ersten 3 Stunden nach einer Temperaturdnderung
unberiicksichtigt blieben. Aus diesen Werten wurde pro Tier ein Mittelwert fiir
Tagesminimum und -maximum wéhrend jeder der 2-5 Tage dauernden Temperatur-
intervalle bei der gleichen T, (=zeitliches Mittel) errechnet. Intervalle der gleichen T,, die
von mehreren Tagen bei anderer T, unterbrochen wurden, wurden separat ausgewertet. Fiir
die Futteraufhahme wurden entsprechende zeitliche Mittelwerte berechnet, von der taglich
ermittelten Korpermasse der Tiere wurde jeweils nur der Wert am letzten Tag einer
Temperaturperiode ausgewertet, um darzustellen, inwieweit sich die Kérpermasse wihrend

der vorangegangenen Temperaturperiode verdndert hatte.

2.7.2.2 Versuchsreihe I und II1

Es wurden sowohl fiir die Kontroll- als auch fiir die Leptinbehandlungsgruppen aus der
tiaglich bestimmten Futteraufnahme und Korpermasse sowie aus der ADMR Mittelwerte
errechnet und fiir jeden Tag die Differenz zwischen beiden Gruppen gebildet. Zusétzlich
wurde fiir die Futteraufnahme die Abweichung der Werte jedes Einzeltieres vom Kontroll-

mittel berechnet, um die Streuung der Daten deutlich zu machen. Aus diesen Differenzen

30



MATERIAL & METHODEN

zum Kontrollmittel wurden fiir die Futteraufnahme jedes Tieres zeitliche Mittelwerte
jeweils tliber den 5-tdgigen Vorlauf und die 10-tdgige Leptinbehandlungsperiode errechnet,
wobei der erste Injektionstag, an dem sich der Leptineffekt erst entwickelte, sowie der
Zeitraum zwischen der letzten Leptininjektion und der nach ca. 15 Stunden folgenden
Totung nicht berticksichtigt wurden. Eventuell bereits im Vorlauf bestehende Differenzen
zwischen den Leptinbehandlungsgruppen wurden durch Subtraktion von der Differenz
wéhrend der Behandlungsperiode beriicksichtigt. Um die Beeinflussung der Korpermasse
durch die Leptinbehandlung zu untersuchen, wurde die am letzten Tag des Vorlaufes
ermittelte Korpermasse jedes Tieres mit der am letzten Behandlungstag verglichen. Fiir
den Vergleich von Koérpermasse, Futteraufnahme, ADMR und Kd&rperzusammensetzung
wurde innerhalb der ad libitum Fiitterungsgruppe eine zweifaktorielle ANOVA mit den
Faktoren Leptinbehandlung und Versuchsgruppe herangezogen. Da innerhalb der
Fiitterungsgruppe mit limitiertem Futterzugang nur eine Versuchsgruppe verwendet wurde,
erfolgte dort die Auswertung mittels einer einfaktoriellen ANOVA. Auf einen statistischen
Vergleich der Absolutwerte zwischen den beiden Fiitterungsgruppen wurde verzichtet, da
sie zeitlich getrennt unter Verwendung verschiedener Versuchsgruppen erhoben wurden
(Déring 2000). Statt dessen wurden die prozentualen Anderungen der gemessenen
Parameter in den beiden Fiitterungsgruppen ermittelt, um die Abweichung von den
Ausgangswerten zu beschreiben. Zur Untersuchung der Auswirkung der T, auf die
Futteraufnahme wurde innerhalb jeder Fiitterungsgruppe sowohl fiir die Futteraufnahme
als auch fiir die Abweichung vom Mittelwert der jeweiligen Kontrollen bei den mit Leptin
behandelten Tieren eine einfaktorielle ANOVA verwendet. Die Auswertung von Leptin-
effekten auf die Korperfettmasse, den Korperfettgehalt, die MR sowie die massen-

spezifische MR erfolgten analog zu der Futteraufnahme.

2.7.2.3 Versuchsreihe IV

Aus vorhergehenden Versuchen war bekannt, dass sich die Wirkung einer eintéigigen
Leptinbehandlung mit der hier verwendeten Dosis auf die Futteraufnahme auf den Tag
nach der Injektion (=Effekttag) beschriankte (Doring 2000). Der an diesen Effekttag an-
schlieBende zweitidgige Nachlauf stellte in den meisten Féllen gleichzeitig den Vorlauf der
folgenden Injektion dar. Es wurden bei Kontroll- und Leptinbehandlungsgruppe
Mittelwerte (=SEM) fiir die tdglich ermittelte Aufnahme jeder Futtersorte (in g und kJ)
sowie deren Differenz zueinander errechnet. Zusitzlich wurden die Abweichungen der

Einzelwerte vom Kontrollmittel an jedem Tag berechnet. Die Differenz zwischen diesen
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Werten am Effekttag und dem “Vergleichswert® wurde innerhalb der mit Leptin
behandelten Gruppe gemittelt und zur Beurteilung des Leptineffektes verwendet. Als
Vergleichswert diente dabei ein Mittelwert iiber 4 Tage, und zwar die beiden Vorlauf-Tage
vor der Injektion und die beiden dem Effekttag folgenden Nachlauf-Tage, an denen das
Tier die gleiche Futterart erhielt wie am Injektionstag. Die am Injektionstag erhobenen
Werte wurden von der Auswertung ausgeschlossen, da der grofBite Teil der Futteraufnahme
dieses Tages bereits in der Aktivititsperiode, also vor der ersten Injektion stattfand. Fiir die
Darstellung des zeitlichen Verlaufs der von der Leptinbehandlung unbeeinflussten
Futteraufnahme iiber die gesamte Versuchsdauer wurden Mittelwerte ausschlielich aus
den zwei Vorlauftagen vor den jeweiligen Injektionen ermittelt. Zur Auswertung des
zeitlichen Verlaufs des Korpergewichtes wurden die am Vortag einer Leptinbehandlung
ermittelten Werte verwandt, um von der Leptinbehandlung unbeeinflusste Werte zu
erhalten. Da bei den Injektionen jeweils verschiedene Tiere einer Versuchsgruppe mit
Leptin behandelt wurden und auch die zu bestimmten Zeitpunkten nach einem
Futterwechsel untersuchten Versuchsgruppen variierten, ist die Bedingung der
Messwiederholung nicht erfiillt, so dass fiir die einzelnen Behandlungszeitpunkte
unabhingige Tests durchgefiihrt wurden. Somit wurde bei der Beurteilung der
Leptinwirkung auf die Futteraufnahme zu einem definierten Zeitpunkt eine zweifaktorielle
ANOVA mit den Faktoren Versuchsgruppe und Leptinbehandlung durchgefiihrt. Da fiir
Untersuchungen von Unterschieden in der Korpermasse zu verschiedenen
Behandlungszeitpunkten mit unterschiedlichem Nahrungsangebot ausschliefSlich der von
der Leptinbehandlung unbeeinflusste Wert am letzten Tag des Vorlaufs verwendet wurde,

beruhte die statistische Auswertung hier auf einer einfaktoriellen ANOVA.

Wihrend einer 10-tdgigen Leptinbehandlung bei Tieren mit didtinduzierter Adipositas
wurde anhand von Einzeltierwerten fiir Gesamtenergieaufnahme und Korpermasse jeweils
die mittlere Abweichung (=SEM) der mit Leptin behandelten Tiere vom Mittelwert der
Kontrollen errechnet. Zur Untersuchung einer mdglichen Leptinwirkung auf die Gesamt-
energicaufnahme wurden die Abweichungen der FEinzeltiere vom Mittelwert der
Kontrollen unter Beriicksichtigung des eigenen Vorlaufs errechnet und mit Hilfe einer
einfaktoriellen ANOVA analysiert. Eine mogliche Beeinflussung der Korpermasse wurde
unter Zuhilfenahme einer einfaktoriellen ANOVA untersucht, wobei die Differenzen der
Einzeltierwerte zwischen Ende des Vorlaufs und Ende des Behandlungszeitraumes

verwendet wurden.
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Hinsichtlich der Fragestellung, ob und in wieweit die Leptinbehandlung selektiv die
Aufnahme einer oder mehrerer der angebotenen Futtersorten verringert, wurde jeweils die
Differenz der mittleren tdglichen Aufnahme von ZF 1, ZF 2 und Standardfutter zwischen
Vorlauf und Behandlungszeitraum gebildet und mit einer einfaktoriellen ANOVA

untersucht.
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3 ERGEBNISSE

3.1 VERSUCHSREIHE I

BESTIMMUNG DER THERMONEUTRALZONE

3.1.1 Bestimmung der Thermoneutralzone wihrend ad libitum Fiitterung

Die vorliegenden Untersuchungen zur Determination der 24-h-TNZ bei C57B1/6J-Miusen
basiert auf der Bestimmung von OKT und UKT, wihrend die Tiere jeweils fiir 2-5 Tage
der gleichen T, ausgesetzt wurden. Dabei beinhaltet die Ermittlung der OKT eine weitaus
komplexere Problematik als die der UKT, da die MR als alleiniges Kriterium dafiir nicht
ausreichend ist. Bei T, zwischen 29 und 36°C dienten deshalb neben der ADMR und der
massenspezifischen ADMR die Tagesminima und Tagesmaxima der MR und der massen-
spezifischen MR sowie die Futteraufnahme und die Korpermasse als Kriterien fiir die

Ermittlung der OKT.

3.1.1.1 Temperaturbereich 29-35°C (fiir 6 Wochen bei T, > 29°C)

Ad libitum gefiitterte Tiere im Alter von 15 Wochen (Abb. 2), die fiir 6 Wochen bei T,
zwischen 29 und 34°C gehalten worden waren, zeigten insgesamt, trotz eines Plateaus von
0,70 ml'min"! O, bei 31-32°C, mit ansteigender T, in sehr guter Ndherung eine lineare Re-
duktion der ADMR (y=-0,02x+1,4, r=0,98, P<0,001). Eine Untersuchung der Mittelwerte
durch einfaktorielle ANOVA zeigte damit iibereinstimmend, dass sich der bei 29°C ermit-
telte Wert signifikant von allen zwischen 31° und 35°C ermittelten unterschied (P<0,01).
Der Wert bei 35°C war um ca. 5% niedriger als der zuvor bei 34°C ermittelte Wert, der
Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Die Ergebnisse fiir die massen-
spezifische ADMR waren tendenziell gleich, wobei sich mit ca. 33 ml'min-kg” O, ein
ausgeprigtes Plateau bei Werten von 31-33°C ergab, aber es auch hier zu einem generellen
Absinken der Werte mit ansteigender T, kam (y=-1,1x+68, r = 0,90, P<0,01). Die ANOVA
zeigte, dass die bei 29°C ermittelten Werte hier nur von denen bei 34°C und 35°C

signifikant verschieden waren (P<0,001).
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Abb. 2 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (£SEM) des massenspezifischen Sauerstoff-
Verbrauches (rechts) und des Sauerstoff-Verbrauches pro Tier (links), sowie der Futter-
aufnahme und der Korpermasse bei ad libitum gefiitterten Tieren in Abhdngigkeit von der
Umgebungstemperatur (T,) bei Versuchsgruppe A (N=7) im Alter von 15 Wochen nach
vorausgegangenen 6 Wochen bei T, iiber 29°C. Fiir Sauerstoffverbrauch und Futter-
aufnahme wurden die Durchschnittswerte iiber Zeitrdume von 2-5 Tagen bei gleicher T,
ausgewertet, die Korpermasse wurde am Ende des jeweiligen T,-Intervalls bestimmt.
(o) Werte bei ansteigender, (o) Werte bei fallender T,-Anderung. Beim Sauerstoff-
verbrauch sind die mittlere tdgliche metabolische Rate (ADMR), das Tagesminimum (min)
und -maximum (max) gezeigt.

Die Verdnderungen der Tagesmaxima der MR mit der T, entsprachen denen der ADMR
(y=-0,05x+2,5, 1=0,97, P<0,001). Der bei 29°C ermittelte Wert war auch hier signifikant
héher als der bei 31°C (P<0,001). Zusitzlich lag bei ansteigender T,-Anderung der bei
35°C bestimmte Wert signifikant (P<0,001) unter dem zuvor bei 34°C ermittelten. Bei
fallender T,-Anderung von 35 auf 34°C war der bei 34°C ermittelte Wert jedoch
signifikant (P<0,05) niedriger als zuvor bei der gleichen T,, so dass kein signifikanter
Unterschied zwischen 35 und 34°C mehr festzustellen ist. Dieser sogenannte Hysteresis-
Effekt ist wesentlich deutlicher ausgeprigt als bei der ADMR, bei der der fallende Wert
nur ca. 2% niedriger war als der ansteigende. Der Verlauf der Tagesmaxima der
massenspezifischen MR (y=-2,8x+131, r=0,96, P<0,001) entsprach tendenziell dem der
Absolutwerte, der Unterschied zwischen den bei 29° und 31°C ermittelten Werte war hier

jedoch nicht signifikant.

Die Tagesminima der MR blieben zwischen 31 und 35°C von der T, unbeeinflusst auf
einem Mittelwert von ca. 0,5 ml-min’! O,. Der Wert bei 29°C war auch hier signifikant
(P<0,05) hoher als die bei 31 und 34°C ermittelten Werte, der Wert bei 35°C unterschied
sich jedoch bei den Tagesminima nicht von dem zuvor bei 34°C ermittelten Wert. Die sta-
tistische Untersuchung der Tagesminima der massenspezifischen MR ergab entsprechende
Ergebnisse, wobei der bei 29°C ermittelte Wert auch hier im Vergleich zu den Werten bei
34 und 35°C signifikant erhoht war (P<0,05). Im Plateau zwischen 31 und 35°C ergab sich

ein Mittelwert von ca. 24 ml-min'l-kg'l 0O,

Die Futteraufhahme zeigte zwischen 29 und 32°C keine signifikanten Unterschiede und lag
im Mittel bei ca. 2 g. Fiir den unerwartet hohen Wert bei 33°C kann eine Verfilschung der
Futteraufnahme durch iiberméBiges Kriimeln nicht ausgeschlossen werden. Bei einem An-
steigen der T, zunédchst auf 34 und danach auf 35°C verringerte sich die Futteraufnahme

jedoch jeweils um ca. 0,5 g gegeniiber den Werten bei 29-32°C. Hierbei ist jedoch zu
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beachten, dass der 34°C-Wert in diesem Fall unmittelbar nach dem 29°C-Wert bestimmt
wurde und die Messdauer abweichend von den anderen T,-Perioden nur 24 h betrug. Bei
fallender T, lag der bei 34°C ermittelte Wert signifikant iiber dem 35°C-Wert (P<0,001)
und unterschied sich nicht signifikant von den zwischen 29-32°C ermittelten Werten. Die
Korpermasse blieb mit einem Mittel von ca. 21 g T,-unabhingig, ausschlieBlich der 34°C-
Wert wihrend fallender T,-Anderung war im Vergleich zu den bei 31 und 32°C ermittelten
Werten signifikant (P<0,05) hoher.

Fazit

Der Abfall der ADMR zwischen 29 und 35°C entspricht dem Verlauf der Tagesmaxima
der MR, wihrend die Tagesminima der MR zwischen 31 und 35°C nicht von der T,
beeinflusst sind. Der signifikant erhohte Wert nicht nur fir die ADMR und die
Tagesmaxima sondern auch fiir die Tagesminima der MR bei 29°C im Vergleich zu den
zwischen 31 und 35°C ermittelten Werten weist auf eine thermoregulatorische
Kompensation des erhéhten Wérmeverlustes bei Senkung der T, hin und kennzeichnet
somit klar die UKT zwischen 29 und 30,9°C. Aufgrund des fehlenden Anstieges der MR
bei Erreichen der hochsten hier getesteten T, ergibt sich kein Hinweis auf das Erreichen
der OKT. Die Darstellung des zeitlichen Mittels der Futteraufnahme bei T, von 34 und
35°C zeigt aber eine Reduzierung der Nahrungsaufnahme bei Messung mit ansteigender
T,, der die Reduktion der ADMR im gleichen T,-Bereich iibersteigt, obwohl es zu keinem
signifikanten Abfall der Korpermasse kommt und ihr in fallender Folge gemessener 34°C-
Wert sogar iiber dem in ansteigender T,-Folge ermittelten liegt. Angesichts dieser teilweise
widerspriichlichen Ergebnisse erschien zur Bestimmung der OKT eine Messwiederholung

erforderlich.

3.1.1.2 Temperaturbereich 32-36°C (seit 14 Wochen bei T, > 29°C)

Nachdem die gleichen Tiere insgesamt 14 Wochen bei T, zwischen 29 und 35°C gehalten
wurden und inzwischen 23 Wochen alt waren, wurde die Ermittlung der OKT wiederholt
(Abb. 3). Da bei der Wiederholung nur 3 verschiedene T, in ansteigender Folge und nur
zwei T, bei fallender Folge untersucht wurden, konnte dieser Datensatz nicht durch

Regressionsanalysen sondern nur mittels ANOVA sinnvoll ausgewertet werden.
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Abb. 3 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (£SEM) des massenspezifischen Sauerstoff-
Verbrauches (rechts) und des Sauerstoff-Verbrauches pro Tier (links), sowie der Futter-
aufnahme und der Korpermasse bei ad libitum gefiitterten Tieren in Abhdngigkeit von der
Umgebungstemperatur (T,) bei Versuchsgruppe A (N=7) im Alter von 23 Wochen nach
vorausgegangenen 12 Wochen bei T, iiber 29°C. Fiir Sauerstoffverbrauch und Futter-
aufnahme wurden die Durchschnittswerte iiber Zeitrdume von 2-5 Tagen bei gleicher T,
ausgewertet, die Korpermasse wurde am Ende des jeweiligen T,-Intervalls bestimmt.
(o) Werte bei ansteigender, (o) Werte bei fallender T,-Anderung. Beim Sauerstoff-
verbrauch sind die mittlere tdgliche metabolische Rate (ADMR), das Tagesminimum (min)
und -maximum (max) gezeigt.

Bei dem Wiederholungsversuch zeigten die Tiere mit ansteigender T, wiederum einen Ab-
fall der ADMR, wobei sich diese von 0,64 ml'min” O, bei 32°C um nur ca. 3% bei einer
T,-Erhohung auf 34°C verringerte, wihrend es zwischen 34 und 36°C zu einem Absinken
der ADMR um 11% kam (P<0,001). Bei den beiden 34°C-Werten zeigte sich ein aus-
geprigter Hysteresis-Effekt, da der bei ansteigender T, ermittelte Wert um ca. 10% hoéher
(P<0,001) war als der bei fallender T,. Der Verlauf der massenspezifischen ADMR ent-
sprach dem der ADMR. Beide Gréflen lagen deutlich unter den bei der gleichen T, im
ersten Versuchsdurchgang ermittelten Werten (vgl. Abb.2), so war z.B. der bei 32°C
ermittelte Wert der massenspezifischen ADMR mit ca. 26 ml'min”-kg" O, um ca. 20%

niedriger als im ersten Versuchsdurchgang.

In den Tagesmaxima der MR zeigte sich mit ansteigender T, ebenfalls ein Abfall. Dabei
war sowohl die Reduktion um ca. 10% bei einer Steigerung der T, von 32 auf 34°C als
auch die um ca. 20% zwischen 34 auf 36°C signifikant (P<0,01). Dagegen lag der in
fallender T,-Folge gemessene Wert bei 35°C genauso niedrig wie der Wert bei 36°C und
signifikant unter den bei 34°C gemessenen Werten (P<0,001). Bei den beiden 34°C-Wer-
ten zeigte sich wiederum ein Hysteresis-Effekt, wobei der bei ansteigender T, ermittelte
Wert um ca. 10% hoher (P<0,001) war als der bei fallender T,. Die Verdnderungen der
Tagesmaxima der massenspezifischen MR mit der T, entsprachen tendenziell denen der
Absolutwerte, wobei jedoch weder der Unterschied bei einem T,-Anstieg von 32 auf 34°C,

noch der bei einem Anstieg von 34 auf 36°C signifikant war.

Die Tagesminima der MR zeigten mit ansteigender T, nur eine leichte Abwirtstendenz,
wobei sich der Wert von ca. 0,5 ml-min’! O, bei 32°C sowohl bei einer Steigerung der T,
auf 34°C als auch bei einer weiteren Steigerung auf 36°C um jeweils ca. 5% verringerte.
Der 32°C-Wert war signifikant (P<0,05) hoher als alle anderen Werte mit Ausnahme des
in fallender Folge ermittelten 34°C-Wertes. Bei den beiden 34°C-Werten zeigte sich auch

38



ERGEBNISSE

hier ein Hysteresis-Effekt, wobei der bei fallender T, ermittelte Wert ca. 5% niedriger war
(P<0,05) als der bei ansteigender T,. Der gleiche Befund ergab sich fiir die Tagesminima
der massenspezifischen MR, wobei sich jedoch der bei 32°C ermittelte Wert von

ca. 21 ml'min" kg™ O, nicht signifikant von dem bei 36°C unterschied.

Die Futteraufnahme der 23 Wochen alten Tiere in diesem zweiten Versuchsteil war mit
1,2-1,4 g zwischen 32 und 34°C erheblich niedriger als die der zuvor untersuchten
15 Wochen alten Tiere (vgl. Abb. 2) und verringerte sich bei 36°C signifikant um etwa
50% (P<0,01). Bei fallender T,-Anderung lag die Futteraufnahme bei 34°C um ca. 25%
hoher als bei der gleichen T, wihrend ansteigender T,-Verdnderungen, ein Effekt, der
bereits im ersten Versuchsdurchgang beobachtet wurde (vgl. Abb. 2), aber bei den dlteren
Tieren deutlich stirker ausgeprégt ist. Der bei 35°C in fallender Folge ermittelte Wert lag
signifikant (P<0,01) {iber dem Wert bei 36°C, aber noch unter dem in ansteigender Folge
bei 34°C ermittelten Wert.

Die Kdrpermasse zeigte bei 36°C eine signifikante Abnahme von ca. 5% im Vergleich zu
dem zuvor bei 34°C ermittelten Wert. Bei fallender T,-Anderung stagnierte die Kérper-
masse auf dem Wert, der sich zuvor bei 36°C eingestellt hatte, so dass sich der bei
fallender T,-Anderung ermittelte Wert bei 34°C signifikant von dem bei ansteigender T,-
Anderung bei der gleichen T, ermittelten Wert unterschied (P<0,001).

Fazit

Die Wiederholung der Messung diente einer genaueren Untersuchung der OKT, nachdem
die Befunde beim ersten Messdurchgang keine eindeutige Aussage ergeben hatten. Analog
zu der bei jungen Tieren durchgefiihrten Untersuchung gibt es aus metabolischer Sicht auf-
grund der mit ansteigender T, sinkenden Stoffwechselparameter keinen Hinweis auf ein
Erreichen der OKT. Aufgrund der bei 36°C signifikant im Vergleich zu den tibrigen T,
reduzierten Futteraufnahme, sowie der nachhaltig beeinflussten Korpermasse, erscheint die
OKT der Tiere nach 14-wochiger Haltung bei >29°C bei 36°C aber eindeutig iiber-
schritten zu sein. Andererseits zeigt die Messwiederholung, dass der in ansteigender Folge
bei 34°C ermittelte Wert der Futteraufnahme nur eine geringe Abweichung von dem 32°C-
Wert besitzt und sich somit eine T, von 34°C innerhalb der 24-h-TNZ befindet, wihrend es
bei 32°C bereits zu einem Anstieg der Tagesminima der MR kommt. Da die in der Regel

iiber mehrere Tage berechneten Mittelwerte jedoch zeitliche Anderungen verschleiern
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konnten, ist die Betrachtung der Einzeltage im Zeitverlauf wihrend der T,-Anderungen im

oberen kritischen Bereich erforderlich.

3.1.1.3 Zeitverlauf der Futteraufnahme und der Kdorpermasse im oberen kritischen T,-

Bereich

Die Betrachtung des Zeitverlaufes (Abb. 4) zeigte, dass sich die Futteraufnahme bei den
15 Wochen alten Tieren am Tag nach dem Temperaturwechsel von 34 auf 35°C zunichst
um ca. 25% reduzierte. Es handelte sich dabei allerdings nur um einen voriibergehenden
Effekt, da am folgenden Tag die Futterautnahme trotz gleichbleibend hoher T, nur noch
13% unter den bei 34°C ermittelten Werten lag. Eine Auswirkung auf die Kdrpermasse

war wihrend dieser T,-Anderungen nicht zu erkennen.

34°C 34°C

w
o
1
1

N
(3]
1
1

Korpermasse [g] Futteraufnahme [g/d]
N

Versuchstage [d]

Abb. 4: Verlauf der Futteraufnahme (oben) und der Korpermasse (unten) bei Versuchs-
gruppe A im Alter von 15 Wochen (links, N=10) und 23 Wochen (rechts, N=8) wdhrend
Temperaturdnderungen im oberen Grenzbereich. Einzeltiere sind durch unterschiedliche
Symbole dargestellt, senkrechte Linien kennzeichnen den Zeitpunkt der Temperatur-
wechsel.
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Im Gegensatz dazu kam es wéhrend des T,-Anstieges von 34°C auf 36°C sowohl zu einer
deutlich stirkeren als auch zu einer langerfristigen Futterreduktion bei der Versuchs-
wiederholung mit den 23 Wochen alten Tieren, die sich auch nachhaltig auf die
Korpermasse auswirkte. Nach Erhohung der T, von 34 auf 36°C sank die Futteraufnahme
am folgenden Tag um ca. 40%. Die niedrigere Futteraufnahme wurde auch am darauf
folgenden Tag beibehalten. Die Kdrpermasse reduzierte sich am Ende der 36°C-Periode im
Vergleich zu der zuvor am Ende der 34°C-Periode ermittelten um ca. 5%. Bei dem nach-
folgenden T,-Abfall auf 35°C stieg der Futterkonsum dagegen innerhalb von 48 Stunden
wieder auf die Ausgangsmenge an; es kam allerdings zu keinem erneuten Anstieg der

Korpermasse.

Fazit

Bei Erhohung der T, von 34 auf 35°C kommt es zu einer voriibergehenden Reduktion der
Futteraufnahme, die jedoch keinen Einfluss auf die Kérpermasse hat. Demgegeniiber fiihrt
ein Anstieg der T, von 34 auf 36°C zu einer lingerfristen starken Reduktion der Futter-
aufnahme, die auch einen nachhaltigen Effekt auf die Kdrpermasse hat und sich auch bei
Reduzierung der T, auf 35°C im Verlauf von 4 Tagen nicht normalisiert. Bei 35°C scheint

also die OTK von ad libitum gefiitterten C57Bl/6J-Mé&usen erreicht zu werden.

3.1.2 Bestimmung der Thermoneutralzone wihrend limitiertenFutterzugangs

Bei Uberpriifung der Giiltigkeit der in 3.1.1 ermittelten Ergebnisse bei 15 Wochen alten
C57BIl/6J-Miusen mit limitiertem Futterzugang, die seit 4 Wochen bei einer T, von > 29°C
gehalten wurden, kommt es bei der Bestimmung der 24-h-TNZ aufgrund des mit anstei-
gender T, prinzipiell sinkenden Futterbedarfs (sieche 3.2.5.1) zu einem methodischen
Problem. Da nach jeder Senkung der limitierten Futtermenge jedesmal ein
Eingewohnungszeitraum von mehreren Tagen zur Stabilisierung der Kdrpermasse notig
wire (Doring 2000), ldsst sich eine, dem generellen Absinken der Futteraufnahme mit
ansteigender T, angepasste, parallele Reduzierung der limitierten Futtermenge nicht mit
einer Verdnderung der T, innerhalb von 2-3 Tagen vereinbaren. Aus diesem Grund wurde
der limitierte Futterzugang zu 1,6 g Standardfutter, 80% der von gleich alten Tieren in
Versuchsgruppe A bei einer T, von 29-32°C aufgenommenen Menge, wéhrend aller einge-
stellten T, beibehalten, auch wenn dies jedoch nicht einem gleichmaBig stark limitierten

Futterzugang entspricht.
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Abb. 5 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (£SEM) des massenspezifischen Sauerstoff-
Verbrauches (links) und des Sauerstoff-Verbrauches pro Tier (rechts), sowie der Futter-
aufnahme und der Kérpermasse bei Tieren mit limitiertem Futterzugang in Abhdngigkeit
von der Umgebungstemperatur (T,) bei Versuchsgruppe B (N=7) im Alter von 15 Wochen
nach vorangegangenen 4 Wochen bei T, iiber 29°C. Fiir Sauerstoffverbrauch und Futter-
aufnahme wurden die Durchschnittswerte iiber Zeitrdume von 2-5 Tagen bei gleicher T,
ausgewertet, die Korpermasse wurde am Ende des jeweiligen T,-Intervalls bestimmt.
(o) Werte bei ansteigender, (o) Werte bei fallender T,-Anderung. Beim Sauerstoff-
verbrauch sind die mittlere tdgliche metabolische Rate (ADMR), das Tagesminimum (min)
und -maximum (max) gezeigt.

Unabhéngig von dem temperaturabhdngigen Verlauf der untersuchten Parameter zeigen
sich generelle Unterschiede in den absoluten Werten zwischen den Tieren mit limitiertem
Futterzugang und den Tieren mit ad libitum Filitterung. So unterschritt die massen-
spezifische ADMR der Tiere mit limitiertem Futterzugang (Abb. 5) aus Versuchsgruppe B
im Alter von 15 Wochen die der ad libitum gefiitterten Tiere aus Versuchsgruppe A im
gleichen Alter (vgl. Abb. 2) durchschnittlich um 10%, wobei sich die Differenz mit an-
steigender T, verringerte. Ferner wiesen die Tiere als Folge des limitierten Futterzugangs
bei allen T, eine um ca. 10% niedrigere Korpermasse auf als Versuchsgruppe A im

gleichen Alter.

Bei der Versuchsgruppe mit limitiertem Futterzugang lag die ADMR zwischen 32° und
35°C bei einem Wert von ca. 0,55 ml'min” O,, wobei der 32°C-Wert um etwa 20%
niedriger war als der der gleich alten, ad libitum gefiitterten Tiere. Der bei 30°C ermittelte
Wert bei limitiertem Futterzugang lag etwa 10% iiber den bei den iibrigen T, ermittelten
(P<0,001). Bei 34°C war der bei fallender T,-Anderung ermittelte Wert wiederum etwas,
jedoch nicht signifikant, niedriger als der bei ansteigender T,-Anderung ermittelte. Die
Verianderungen der massenspezifischen ADMR entsprachen tendenziell denen der ADMR,
wobei der Unterschied zwischen dem 30°C-Wert und den ibrigen T, das
Signifikanzniveau jedoch nicht erreichte. Auch die massenspezifische ADMR von ca.
29 ml'min""kg" O, bei 32°C lag bei den Tieren mit limitiertem Futterzugang etwa 15%

unter der von gleich alten ad libitum gefiitterten Méusen.

Die Tagesmaxima der MR zeigten, trotz eines Plateaus der Werte zwischen 32 und 34°C,
mit ansteigender T, in guter Ndherung eine lineare Reduktion der ADMR (y=-0,05+2,5,
r=0,95, P<0,05). Dabei zeigte der Mittelwertsvergleich, dass der 30°C-Wert hoher war als
alle zwischen 32° und 35°C ermittelten Werte (P<0,001). Bei 34°C war der bei fallender
T.-Anderung ermittelte Wert signifikant (P<0,05) geringer als der bei ansteigender
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T.-Anderung ermittelte. Die Ergebnisse bei der Analyse der massenspezifischen

Tagesmaxima entsprachen denen der Absolutwerte (y=-2,1x+113, r=0,94, P<0,05).

Die Tagesminima der MR lagen bei einer T, zwischen 32° und 35°C von der T, unbeein-
flusst bei einem Mittelwert von ca. 0,38 ml'min”". Der bei 30°C ermittelte Wert war im
Vergleich zu allen iibrigen T, signifikant héher (P<0,05). Ein Hysteresis-Effekt bei 34°C
zeigte sich hier nicht. Die Verédnderungen der Tagesminima der massenspezifischen MR
entsprachen tendenziell denen der Absolutwerte mit der Ausnahme, dass der 5%ige
Anstieg bei 30°C im Vergleich zu den iibrigen T, nicht signifikant war. Fiir das Plateau

zwischen 32 und 35°C ergab sich ein Mittelwert von ca. 20 ml'min" kg™ O,

Die Futtermenge von 1,6 g wurde wihrend aller untersuchten T, vollstindig aufge-
nommen, wobei diese Menge in etwa der Futterauthahme von gleich alten ad libitum
geflitterten Tieren aus Versuchsgruppe A bei einer T, von 34°C entsprach. Bei 35°C
nahmen die Tiere mit limitiertem Futterzugang sogar ca. 35% mehr Futter als die ad
libitum gefiitterten auf. Thre Koérpermasse bei 30°C war signifikant hoher als bei allen
anderen T, (P<0,05). Der Wert bei 35°C war im Vergleich zu allen iibrigen T,, mit
Ausnahme der bei ansteigender T,-Verdnderungen ermittelten Werte bei 34°C, reduziert

(P<0,05).

Fazit

Bei den Tieren mit limitiertem Futterzugang geht die signifikante Erhdhung der ADMR bei
30°C im Vergleich zu den tibrigen hoheren T, sowohl mit einem stufenweisen Anstieg der
Tagesmaxima der MR als auch mit dem abrupten Anstieg der Tagesminima bei 30°C
parallel. Die Steigerung der minimalen MR bei 30°C kennzeichnet dabei zweifelsfrei die
UKT. Aufgrund des fehlenden Anstieges der MR bei Erreichen der hochsten hier ge-
testeten T, ergibt sich kein Hinweis auf das Erreichen der OKT. Im Gegensatz zu den
ad libitum gefiitterten Tieren zeigt sich auch keine Reduktion in der Futteraufnahme, so
dass die Abnahme der Korpermasse bei 35°C schwer zu beurteilen ist. Auch wenn eine
klare Begrenzung der TNZ nach oben hin aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht
erfolgen kann, kann sicher davon ausgegangen werden, dass der T,-Bereich zwischen 32

und 34°C fiir die Tiere mit limitiertem Futterzugang innerhalb ihrer 24-h-TNZ liegt.

Fiir die bei Thermoneutralitidt durchzufiihrenden Untersuchungen ergibt sich somit zusam-
menfassend, dass bei Tieren, die bereits mehrere Wochen bei hohen T, gehalten worden

waren, bei beiden Fiitterungsarten bei einer T, von 32°C die UKT erreicht oder
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tiberschritten ist. Hinsichtlich der oberen Begrenzung der TNZ kann davon ausgegangen
werden, dass die T, von 35°C bei ad libitum Fiitterung einen Grenzwert darstellt, der auch
bei limitiertem Futterzugang an oder geringfiigig unter der OKT liegt. Um fiir die nach-
folgenden Untersuchungen eine Aktivierung von Kélteabwehrreaktionen auszuschliefen,
wurde deshalb eine T, von 34°C gewihlt, als die hochste T,, bei der sich die Tiere beider
Fiitterungsgruppen mit Sicherheit oberhalb der UKT befanden und sich noch keine

Hinweise auf Hitzestress, also auf ein Uberschreiten der OKT, ergaben.

3.2 VERSUCHSREIHE II & 111
ZEHNTAGIGE LEPTINBEHANDLUNG BEI AD LIBITUM ODER LIMITIERTER
FUTTERUNG VON STANDARDFUTTER UNTER THERMONEUTRALEN

BEDINGUNGEN

Zur Ermittlung der Leptinwirkung auf die Korperzusammensetzung unter thermoneutralen
Bedingungen wurden bei einer T, von 34°C sowohl bei ad libitum Fiitterung als auch bei
limitiertem Futterzugang 10-tdgige Leptinbehandlungen mit einer Dosis von
200 pmol-g™"-d™" durchgefiihrt, denen ein 5-tagiger Vorlauf vorausging. Im Vorfeld dieser
Langzeitversuche stand den Tieren ein Zeitraum von ca. 6-8 Wochen zur Verfiigung, in
denen sie die Moglichkeit hatten, sich bis zum Erreichen stabiler Ausgangsbedingungen an
die Einzelhaltung und die klimatischen Verhéltnisse zu gewohnen (=Eingewohnungs-
zeitraum). Innerhalb dieses Zeitraumes wurden zur Kontrolle tdglich die Kdrpermasse und
die Futteraufnahme bestimmt. Bei Versuchsgruppen mit limitiertem Futterzugang diente
der Eingewdhnungszeitraum gleichzeitig der schrittweisen Futterlimitierung, bis nach
anfanglicher Reduktion der Korpermasse eine Futtermenge erreicht war, die bei konstant
niedriger Korpermasse gerade den energetischen Erhaltungsbedarf der Tiere deckte. Am
Ende dieses Eingewohnungszeitraumes erfolgte die Einteilung der Tiere in die Leptin-

bzw. Kontroll-Behandlungsgruppe.

3.2.1 Problematik bei der Festlegung einer geeigneten limitierten Futtermenge

Als Bewertungskriterien fiir die Verabreichung einer angemessenen Futtermenge im

Rahmen des limitierten Futterzugangs wurde einerseits die vollstindige Aufnahme des
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angebotenen Futters und andererseits das Erreichen einer fiir adulte Méduse im unteren
physiologischen Grenzbereich liegenden konstanten Korpermasse verwendet. Aufgrund
von Erfahrungen in vorhergehenden Untersuchungen (Ddring 2000), wurde darauf ge-

achtet, eine Kdrpermasse von 17 g nicht zu unterschreiten (=kritische Korpermasse).

Abb. 6 zeigt anhand der zwei Versuchsgruppen E & F aus Versuchsreihe III, die zu
Versuchsbeginn ca. 9 Wochen alt waren, die Entwicklung der Korpermasse und den
Verlauf der Futteraufnahme im 50-tdgigen EingewoOhnungszeitraum bei 34°C wihrend
allmihlich zunehmender Futterrestriktion. Obwohl die zugeteilte Futtermenge in beiden
Versuchsgruppen dhnlich war, lieBen in Versuchsgruppe E verschiedene Tiere immer
wieder Futterreste {ibrig. Ein Einzeltier in Versuchsgruppe E wies bei unauffilligem
Verhalten und einer nicht vom Mittelwert der {ibrigen Tiere abweichenden Futteraufnahme
eine ungewohnlich niedrige Korpermasse auf und wurde deshalb ab dem 36. Tag des

Eingewohnungszeitraumes von der weiteren Versuchsauswertung ausgeschlossen.

Bei Versuchsgruppe E ist zu erkennen, dass die Tiere trotz allmdhlicher Futterlimitierung
von ca. 2 auf 1,5 g zwischen dem 12. und dem 30. Tag des Eingewdhnungszeitraumes eine
ansteigende Tendenz in ihrer Korpermasse zeigten (20,3+0,4 g vs. 19 £0,3 g, N=9).
Danach kam es bei Futterlimitierung auf etwa 1,4 g Standardfutter zu einer leichten Absen-
kung der mittleren Korpermasse auf 19,7+0,4 g. Ab dem ca. 46. Tag des Eingewohnungs-
zeitraumes befand sich die Korpermasse dieser Versuchsgruppe bei einer Futterlimitierung
auf 1,4-1,3 g Standardfutter auf einem relativ konstanten Mittelwert von ca. 19,8+0,5 g,
wobei die Extremwerte zu Beginn des Vorlaufes bei 17,7 und 21,8 g lagen. Wéhrend des
Vorlaufes und des Behandlungszeitraumes betrug die verabreichte Futtermenge konstant

1,35 g.

In Versuchsgruppe F erfolgte eine Futterlimitierung auf 1,7 g ab dem 19. Tag des Einge-
woOhnungszeitraumes, worauf sich die urspriinglich mittlere Koérpermasse von 19,2+ 0,3 g
innerhalb einer Woche auf ein Mittel von 18,4 £ 0,4 g verringerte und dort stagnierte.
Dabei trat die Senkung der Korpermasse bei dem schwersten Tier dieser Gruppe um eine
Woche verzogert auf. Wahrend der schrittweisen Reduzierung der bis zu diesem Zeitpunkt
verabreichten Futtermenge von 1,7 g auf eine Futtermenge von 1,3 g zwischen dem 40.
und 53. Tag stellte sich eine mittlere Kérpermasse von 18,9 + 0,2 g ein, wobei die Extrem-
werte zu Beginn des Vorlaufes des 10-tdgigen Behandlungszeitraumes bei 17,8 und 20,1 g

lagen. Wéhrend des Vorlaufes und des Behandlungszeitraumes betrug die verabreichte
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Futtermenge weiterhin 1,3 g, was analog zu Versuchsgruppe E ca. 75% der Futtermenge

ad libitum gefiitterter Tiere entsprach.
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Abb. 6 (vorhergehende Seite): Verlauf von Futteraufnahme und Kérpermasse wihrend
schrittweiser  Futterreduktion in der Eingewohnungsphase und wdhrend der
anschlieffenden 10-tdgigen Leptinbehandlung (schraffierter Balken). (®) mit Leptin
behandelte Tiere, (o) Kontrolltiere. Oben: unzureichend limitierte Fiitterung (Gruppe E,

N=10); unten: limitierte Fiitterung (Gruppe F, N=10). Die Pfeile markieren den Beginn
der Futterlimitierung.

Am Ende der Eingewohnungsphase lag die mittlere Korpermasse der Tiere aus Versuchs-
gruppe E 5% tiber der aus Versuchsgruppe F und die Standardabweichung war fast doppelt
so groB3. Die Futtermenge war wéhrend des Vorlaufes und des Behandlungszeitraumes bei
Versuchsgruppe E um 4% hoher als bei Versuchsgruppe F. Obwohl keiner der ange-
gebenen Unterschiede das Signifikanzniveau erreicht, ist riickblickend bei einem Vergleich
dieser beiden Versuchsgruppen davon auszugehen, dass es sich bei Versuchsgruppe E um
eine unzureichende Limitierung der Futtermenge handelte. Einen Hinweis darauf stellen
auch die in Eingewdhnungszeitraum und Vorlauf von mehreren Tieren aus Versuchs-
gruppe E in unregelméfBigen Abstinden libriggelassenen Futterreste und die tendenziell
ansteigende Korpermasse im Versuchsverlauf dar, die in Versuchsgruppe F nicht auftreten.
Im folgenden werden deshalb zwar die Daten von Versuchsgruppe E mit dargestellt, doch
beschriankt sich die statistische Auswertung des Leptineffektes bei limitiertem

Futterzugang auf Versuchsgruppe F.

3.2.2 Leptinwirkung auf die Futteraufnahme und die Korpermasse bei ad libitum

Fiitterung und limitiertem Futterzugang unter thermoneutralen Bedingungen

Innerhalb der ad libitum gefiitterten Versuchsgruppen C und D (Abb. 7, oberer Teil) war
wihrend der Behandlungsperiode eine Reduktion der Futteraufnahme und der Korper-
masse zu erkennen. Bei Tieren mit ausreichend limitiertem Futterzugang
(Versuchsgruppe F, Abb. 7 unten) hingegen kam es zu keinem Leptineffekt auf die
Futteraufnahme und nur zu einer allenfalls minimalen Reduktion der Koérpermasse; die
reduzierte Futteraufnahme am 9. Behandlungstag beruhte ausschlieBlich auf einem
Einzeltier, das die angebotene Futtermenge nicht vollstindig aufnahm. Im Gegensatz dazu
nahm in Versuchsgruppe E, die 4% mehr Futter als Versuchsgruppe F erhielt, bereits ab
dem 3. Behandlungstag eine mit der Behandlungsdauer wachsende Anzahl von
Einzeltieren die rationierte Futtermenge von 1,35 g nicht mehr vollstindig auf, bis am
10. Behandlungstag alle Tiere Futterreste von bis zu 0,87 g iibrig lieBen. Die Korpermasse

bei 3 der insgesamt 5 mit Leptin behandelten Tiere zeigte damit {ibereinstimmend gegen
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Ende der Behandlungsperiode eine leichte Abwirtstendenz mit einer mittleren Reduktion

um ca. 0,5 g.
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Abb. 7: Verlauf von Futteraufnahme (links) und Korpermasse (rechts) wdihrend 5-tdgigem
Vorlauf und 10-tdgiger Leptinbehandlung (schraffierter Balken). (®) mit Leptin behandelte
Tiere, (o) Kontrolltiere. Oben: ad libitum Fiitterung (Gruppe C, N=10, und D, N=8);
Mitte: unzureichend limitierter Futterzugang (Gruppe E, N=10);, unten: [imitierter
Futterzugang (Gruppe F, N=10). Dass bei der Darstellung der Futteraufnahme der
Versuchsgruppen E und F bei den Kontrolltieren nur eine Linie erkennbar ist, beruht auf
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der vollstindigen Aufnahme der limitierten Futtermenge durch alle Tiere. Wihrend der
Leptinbehandlung lassen nur 4 Tiere (E) bzw. 1 Tier (F) zeitweise Futter iibrig.

Futteraufnahme [g/d]

Korpermasse [g]

ad libitum limitierter
Futterzugang
3
* *%%
2 - _ -
1 .
0
vor wahrend vor wahrend
Behandlung Behandlung
30
L *
20 - - _ -
10 A
0
vor nach vor nach
Behandlung Behandlung

Abb. 8: Mittelwerte (£SEM) der durchschnittlichen tdglichen Futteraufnahme wdhrend
S-tdgigem Vorlauf und 10-tdgiger Leptinbehandlung (oben) sowie der Kérpermasse zu
Beginn und am Ende des Behandlungszeitraumes (unten). (®) mit Leptin behandelte Tiere,
(o) Kontrolltiere. Links: ad libitum Fiitterung (Versuchsgruppe C und D, N=14), rechts:
limitierter Futterzugang (Versuchsgruppe F, N=7). Die statistische Auswertung erfolgte
bei ad libitum Fiitterung mittels zweifaktorieller ANOVA (mit den Faktoren Behandlung
und Versuchsgruppe) und bei limitiertem Futterzugang mittels einfaktorieller ANOVA, so
dass sich entsprechend gewichtete und arithmetische Mittelwerte ergaben. Signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet: * P<0,05, *** P<0,001.

Der Vergleich des zeitlichen Mittels der Futteraufhahme in der Vorlauf- und

Behandlungsperiode (Abb. 8, oben) und der Korpermasse am Anfang und Ende der
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Behandlungsperiode (Abb. 8, unten) mittels ein- (limitierter Futterzugang) bzw. zwei-
faktorieller (ad libitum Fiitterung) ANOVA zeigte, dass trotz der angestrebten
gleichméafigen Verteilung der Tiere auf die Leptin- bzw. Kontroll-Behandlungsgruppen,
wiahrend ad [libitum Filtterung bereits initial ein signifikanter (P<0,05) Unterschied im
zeitlichen Mittel der Futteraufnahme bestand. Wéhrend der Behandlungsperiode zeigten
die mit Leptin behandelten Tieren eine signifikante Abnahme des zeitlichen Mittels der
Futteraufnahme von ca. 50% (P<0,001) im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe, deren
zeitliches Mittel der Futteraufnahme sich im Vergleich zum eigenen Vorlauf sogar noch
um ca. 11% erhohte. Dadurch kam es zu einer deutlichen VergroBerung des Unterschiedes
zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Selbst wenn die im Behandlungszeitraum
ermittelte Differenz mit der Differenz von -14% zwischen mit Leptin behandelter- und
Kontrollgruppe aus dem Vorlauf korrigiert wird, ergibt sich wéhrend der
Leptinbehandlung immer noch ein signifikanter Unterschied (P<0,001) zwischen den

beiden Behandlungsgruppen.

Die Tiere mit ausreichend limitiertem Futterzugang aus Versuchsgruppe F erhielten vor
Beginn des Behandlungszeitraumes ca. 30% weniger Futter als die Kontrolltiere der
ad libitum gefiitterten Gruppe. Bei limitiertem Futterzugang wurde weder im Vorlauf noch
wihrend des Behandlungszeitraumes ein Unterschied im zeitlichen Mittel der
Futteraufnahme zwischen den beiden Behandlungsgruppen registriert. Ein Vergleich der
mit Leptin behandelten Tiere beider Fiitterungsgruppen zeigt, dass die limitiert gefiitterten
Tiere im Vergleich zu den ad libitum gefiitterten Tieren im Behandlungszeitraum sogar
ca. 20% mehr Futter aufnahmen. Eine statistische Auswertung solcher Vergleiche ist

jedoch wegen potenzieller Gruppenunterschiede nicht sinnvoll.

Bei den ad libitum gefiitterten Tieren war im Vorlauf kein Kdrpermasseunterschied
zwischen Kontroll- und Leptinbehandlungsgruppe erkennbar. Am Ende des Behandlungs-
zeitraumes wurde bei den mit Leptin behandelten Tieren eine signifikante (P<0,05) Reduk-
tion der Korpermasse um 10% im Vergleich zu den Kontrolltieren verzeichnet, deren
Korpermasse wihrend des Behandlungszeitraumes eine leicht ansteigende Tendenz zeigte.
Im Vergleich zu ad libitum gefiitterten Tieren zeigte die Gruppe mit limitiertem Futter-
zugang initial eine um fast 20% niedrigere K6rpermasse. Bei Tieren mit limitiertem Futter-
zugang zeigte sich aber weder vor noch nach der Behandlung ein Unterschied in der

Korpermasse der beiden Behandlungsgruppen.
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Fazit

Anhand der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich zusammenfassend sagen, dass im Rahmen
einer 10-tdgigen Leptinbehandlung bei Thermoneutralitit unter ad libitum Fiitterung
sowohl ein signifikanter Leptineffekt auf das zeitliche Mittel der Futteraufnahme als auch
auf die Korpermasse zu beobachten ist. Beide Effekte treten bei limitiertem Futterzugang
nicht auf. Dabei lag die den Tieren mit limitiertem Futterzugang angebotene Futtermenge,
die auch vollstindig aufgenommen wurde, ca. 20% iiber der wihrend Leptinbehandlung

aufgenommenen Futtermenge von ad libitum gefiitterten Tieren.
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Abb. 9 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (+ SEM) des mittleren tdglichen
Sauerstoffverbrauches (ADMR) pro Kérpermasse-Einheit (oben) und pro Tier (unten)
wdhrend Vorlauf und Leptinbehandlungsperiode. Mit Leptin behandelte Tiere (e),
Kontrolltiere (o). Links: Ad libitum Fiitterung (Versuchsgruppe C und D, N=14); rechts:
Limitierter Futterzugang (Versuchsgruppe F, N=7). Die statistische Auswertung erfolgte
demgemdf3 bei ad libitum Fiitterung mittels zweifaktorieller ANOVA (mit den Faktoren
Behandlung und Versuchsgruppe) und bei limitiertem Futterzugang mittels einfaktorieller
ANOVA, so dass sich entsprechend gewichtete und arithmetische Mittelwerte ergeben.
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet: * P<0,05, + P=0,06.

3.2.3 Leptinwirkung auf den Energieverbrauch bei ad libitum Fiitterung und

limitiertem Futterzugang unter thermoneutralen Bedingungen

In gleicher Weise wie das zeitliche Mittel der Futterautnahme wurden auch die massen-
spezifische ADMR und die ADMR ausgewertet (Abb. 9). Dabei wurde bei den mit Leptin
behandelten Tieren der ad libitum Fiitterungsgruppe weder im Vorlauf noch wéhrend des
Behandlungszeitraumes ein Unterschied im zeitlichen Mittel der massenspezifischen
ADMR im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt (Abweichung zum Mittelwert der
Kontrolltiere <2%). Das zeitliche Mittel der ADMR lag innerhalb der Leptinbehandlungs-
gruppe bereits im Vorlauf 2% unter der der Kontrollgruppe. Wahrend des Behandlungs-
zeitraumes vergroflerte sich diese Differenz proportional zur Koérpermassenabnahme der
behandelten Tiere um weitere 7%, wobei der Unterschied zwischen den Behandlungs-

gruppen jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte.

Kontrolltiere mit limitiertem Futterzugang zeigten im Vergleich zu ad libitum gefiitterten
Tieren im zeitlichen Mittel eine ca. 12% geringere massenspezifische ADMR und eine um
ca. 30% niedrigere ADMR. Innerhalb der Fiitterungsgruppe mit limitiertem Futterzugang
kam es bei den mit Leptin behandelten Tieren nach einem ausgeglichenen Vorlauf wih-
rend der Behandlung zu einem Anstieg des zeitlichen Mittels der massenspezifischen
ADMR um 8%, der das Signifikanzniveau knapp verfehlte (P=0,06). Dagegen war der
analoge 8%ige Anstieg des zeitlichen Mittels der ADMR signifikant (P<0,05).
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Abb. 10 (vorhergehende Seite): Verlauf der metabolischen Rate (MR) von 7 Tieren aus
Versuchsgruppe F wihrend 5-tigigem Vorlauf (oben) und 10-tigiger Behandlungsperiode
(Mitte und unten) mit Ausnahme des ersten Behandlungstages (d 0) basierend auf
Mittelwerten iiber 3 Stunden. Schwarz: Kontrolltiere, grau: mit Leptin behandelte Tiere.
Dunkelphasen entsprechen den Aktivitdtsperioden und sind durch schwarze Balken
gekennzeichnet.

Zur weiteren Analyse der Leptinwirkung auf den Energieverbrauch von Tieren mit
limitiertem Futterzugang wurde der circadiane Verlauf der MR auf der Basis von
3-h-Mittelwerten ndher untersucht. Bei der Betrachtung des Vorlaufes ergaben sich fiir die
MR Werte in einem Bereich von 5 bis 15 W/kg (Abb. 10 oben). Dabei setzte 2 h vor
Beginn der Dunkelphase ein rascher Anstieg der MR ein, die ihr Maximum von ca.
15 W/kg ca. 4 h spiter, also in den ersten 2 h der Dunkelphase erreichte. Danach fiel die
MR innerhalb von 16 h bis zu einem Zeitpunkt von ca. 6 h nach Beginn der Lichtphase auf
ca. 5 W/kg ab, woran sich ein Plateau mit minimaler MR {iber einen Zeitraum von ca. 4 h
wihrend der Lichtphase anschloss. Wéhrend der 10-tagigen Behandlungsperiode (Abb. 10
Mitte und unten) entsprach das circadiane Maximum der mit Leptin behandelten Tiere in
Bezug auf Niveau, Zeitpunkt sowie Zeitraum dem der Kontrolltiere. Im weiteren
circadianen Verlauf der MR kam es aber bei den mit Leptin behandelten Tieren zu einem
verzogerten Absenken der MR. Auch wiéhrend des ca. 4-stiindigen Minimums der MR
lagen die Werte der mit Leptin behandelten Tiere kontinuierlich um ca. 1 W/kg iiber denen

der Kontrolltiere.

Anhand der Hiufigkeitsverteilung aller individuellen 3-h-Mittelwerte der MR bei mit
Leptin behandelten Tieren im Vorlauf und in der Behandlungsperiode (Abb. 11) wird deut-
lich, dass im Vorlauf ca. 50% der Werte zwischen 4 und 7 W/kg, ca. 30% zwischen 7 und
10 W/kg und ca. 15% zwischen 10 und 15 W/kg lagen. Nur ca. 5% der Einzelwerte er-
reichten einen Wert von iiber 15 W/kg. In der Behandlungsperiode dagegen traten bei den
Tieren Werte zwischen 4 und 7 W/kg zu einem deutlich geringerer Prozentsatz (ca. 30%)
auf als im Vorlauf. Werte zwischen 7 und 10 W/kg kamen in Vorlauf und Behandlungs-
phase etwa gleich héufig (ca. 35%) vor, wihrend in der Behandlungsperiode der Anteil der
Werte zwischen 10 und 13 W/kg mit ca. 25% deutlich hoher lag als wéihrend des Vorlaufs.
Dagegen ergab sich fiir den Bereich iiber 13 W/kg keine Anderung der Hiufigkeits-
verteilung (ca. 10%) gegeniiber dem Vorlauf. Trotz gleicher Amplitude der MR in Vorlauf
und Leptin-Behandlungsperiode liegt der prozentuale Anteil der niedrigen Werte der MR

somit in der Behandlungsperiode deutlich unter dem des Vorlaufs, wihrend im mittleren
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Bereich des Energieumsatzes Werte von mit Leptin behandelten Tieren héufiger
vorkommen. Bei Werten im Bereich hoher Stoffwechselraten treten jedoch keine

Verdnderungen auf.

Fazit

Anhand der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich zusammenfassend sagen, dass im Rahmen
einer 10-tdgigen Leptinbehandlung bei einer T, am oberen Ende der 24-h-TNZ nur wéh-
rend limitiertem Futterzugang sowohl eine signifikante Erhdhung des zeitlichen Mittels der
ADMR zu beobachten ist, als auch der Anstieg der massenspezifischen ADMR in dieser
Gruppe nur knapp das Signifikanzniveau verfehlt. Dabei zeigt sich, dass die Erhohung der
MR bei den mit Leptin behandelten Tieren sowohl auf einem gesteigerten Energieumsatz
in den Ruheperioden als auch auf einem verzdgerten Absinken der MR nach dem
Maximum in den Aktivititsperioden beruht, ohne dass dabei die im Vorlauf maximal
erreichten Werte {iberschritten wurden. Im Gegensatz dazu konnte bei den ad libitum
gefiitterten Tieren zu keiner Zeit ein Anstieg der ADMR sowie der massenspezifischen
ADMR beobachtet werden. Das zeitliche Mittel der ADMR der ad libitum gefiitterten

Tiere fiel sogar wihrend der Behandlung unter das ihrer Kontrolltiere.
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Abb. 11 (vorhergehende Seite): Hdiiufigkeitsverteilung aller Mefswerte (2,5 min-Mittel) der
massenspezifischen metabolischen Rate (MR) bei mit Leptin behandelten Tieren aus
Versuchgruppe F (N=5). Gezeigt ist die Verteilung auf Intervalle von 0,4 W/kg fiir alle
Mefwerte aus der 5-tagigen Vorlaufperiode (dicke Linie) und der 10-tdgigen
Behandlungsperiode (diinne Linie).

3.2.4 Leptinwirkung auf die Korperzusammensetzung bei ad libitum Fiitterung und

limitiertem Futterzugang unter thermoneutralen Bedingungen

Obwohl sich bei der zweifaktoriellen ANOVA mit den Faktoren Behandlung und
Versuchsgruppe bei der mit Leptin behandelten Gruppe gegeniiber der ad [libitum
gefiitterten Tiere nach Behandlungsende eine um ca. 20% niedrigere Korperfettmasse im
Vergleich zu ihren Kontrolltieren ergab, verfehlte dieser Unterschied aufgrund der groB3en
Streuung der Einzelwerte das Signifikanzniveau (Abb. 12). Die Fettmasse der Kontrolltiere
mit limitiertem Futterzugang lag ca. 30% unter dem Wert der ad libitum gefiitterten
Kontrolltiere. Die Korperfettmasse der mit Leptin behandelten Tiere mit limitiertem
Futterzugang war im Vergleich zu ihren Kontrolltieren um ca. 35% niedriger (P<0,05).
Trotz des anndhernd gleichen Unterschiedes der mittleren Fettmasse von ca. 1 g zwischen
der Behandlungs- und der Kontrollgruppe innerhalb beider Fiitterungsgruppen, zeigten
Tiere mit limitiertem Futterzugang aufgrund ihrer geringeren Ausgangsfettmasse somit
einen stirkeren prozentualen Leptineffekt auf die Fettmasse als Tiere mit ad [libitum

Fltterung.

Der Korperfettgehalt (nicht gezeigt), der als MaB fiir die Adipositit dient, betrug innerhalb
der ad libitum Fiitterungsgruppe bei den mit Leptin behandelten Tieren am Versuchsende
ca. 17% wihrend der ihrer Kontrolltiere bei ca. 21% lag. Mit Leptin behandelte limitiert
geflitterte Tiere hatten mit ca. 13% einen signifikant (P<0,05) niedrigeren Korperfettgehalt

als ihre Kontrolltiere mit ca. 19%.

Die FFDM der mit Leptin behandelten ad libitum gefiitterten Tiere war ca. 6% niedriger
als die ihrer Kontrolltiere (P<0,01). Die Kontrolltiere der Fiitterungsgruppe mit limitiertem
Futterzugang besalen im Vergleich zu den ad libitum gefiitterten Kontrolltieren eine um
ca. 10% niedrigere FFDM. Die mit Leptin behandelten Tieren mit limitiertem
Futterzugang zeigten eine geringfligig hohere FFDM von 3% im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe.
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Abb. 12 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (= SEM) fiir Korperfettmasse, fettfreie
Trockenmasse (FFDM), Koérperwasser und Feuchtmasse am Ende der 10-tigigen
Leptinbehandlungsperiode. Mit Leptin behandelte Tiere (®), Kontrolltiere (o) . Links:
Ad libitum Fiitterung (Versuchsgruppe C und D, N=14), rechts: Limitierter Futterzugang
(Versuchsgruppe F, N=7). Die statistische Auswertung erfolgte demgemdf} bei ad libitum
Fiitterung mittels zweifaktorieller  ANOVA (mit den Faktoren Behandlung und
Versuchsgruppe) und bei limitiertem Futterzugang mittels einfaktorieller ANOVA, so dass
sich entsprechend gewichtete und arithmetische Mittelwerte ergaben. Signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet: * P<0,05, ** P<0,01.

Bei den ad libitum gefiitterten Tieren lag die Korperwassermasse der Leptinbehandlungs-
gruppe ca. 5% unter der der Kontrollgruppe. Kontrolltiere mit limitiertem Futterzugang
besallen ca. 20% weniger Korperwasser als die ad libitum gefiitterten Kontrolltiere. Das
Korperwasser der mit Leptin behandelten Gruppe mit limitiertem Futterzugang war
ca. 10% hoher als das ihrer Kontrollgruppe. In Bezug auf ihre Feuchtmasse (s.u.) zeigen
die mit Leptin behandelten Tiere beider Fiitterungsgruppen im Vergleich zu ihren
Kontrolltieren eine Erhéhung des Korperwassers um ca. 5%. Da in Langzeitstudien der
Energieumsatz haufig auf die ,,lean body mass®, die sich aus FFDM und Koérperwasser
zusammensetzt, bezogen wird, bleibt zu beriicksichtigen, dass diese sich zwischen den
Kontrolltieren beider Fiitterungsgruppen um ca. 20% unterscheidet. Dabei beruht dieser
Unterschied gleichermaBlen auf der Differenz in der FFDM und im Korperwasser der

beiden Fiitterungsgruppen.

Die Feuchtmasse, die im Gegensatz zur (Lebend-)Korpermasse Unterschiede im Fiillungs-
zustand des Magen-Darm-Traktes ausschlie3t, ansonsten aber Unterschiede in FFDM,
Fett- und Wassermasse in ihrer Kombination zeigt, war bei den mit Leptin behandelten
Tieren der ad libitum gefiitterten Gruppe um ca. 10% geringer als bei ihren Kontrolltieren,
dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Kontrolltiere mit limitier-
tem Futterzugang besaBen in Ubereinstimmung mit ihrer geringeren Korpermasse eine um
ca. 20% niedrigere Feuchtmasse als die ad libitum gefiitterten Kontrolltiere, wahrend bei
den mit Leptin behandelten Tieren mit limitiertem Futterzugang analog zur Korpermasse

kein Unterschied zu ihren Kontrolltieren vorhanden war.

Fazit
Anhand der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich zusammenfassend sagen, dass bei Thermo-
neutralitit sowohl ad libitum gefiitterte Tiere als auch Tiere mit limitiertem Futterzugang

in Folge einer 10-tdgigen Leptinbehandlung einen im Vergleich zu den jeweiligen
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Kontrolltieren niedrigeren Korperfettgehalt aufweisen. Obwohl die Tiere mit limitiertem
Futterzugang bereits initial einen niedrigeren Korperfettgehalt als die der ad libitum
gefiitterten Gruppe haben und wihrend einer Leptinbehandlung ausschlieBlich ihre MR
erhohen, statt ihre Futteraufnahme zu reduzieren wie die ad libitum gefiitterten Tiere, liegt
die Korperfettmasse von mit Leptin behandelten Tieren in beiden Fiitterungsgruppen
energetisch gleichwertig um 1 g unter derjenigen der jeweiligen Kontrolltiere. Allerdings
ist die beobachtete Steigerung der MR bei den Tieren mit limitiertem Futterzugang
energetisch  nicht  ausreichend, um die festgestellte Differenz in  der
Korperzusammensetzung zur Kontrollgruppe zu erkldren. Es ist also anzunehmen, dass
spontane Schwankungen in der Korperzusammensetzung aufgrund der, nach Ausschluss
von Versuchsgruppe E aus der quantitativen Auswertung, geringen N-Zahl auftreten, die
dazu fiihren, dass zwar die Richtung der Anderungen aufgezeigt wird, aber eine exakte

quantitative Bestimmung der Energiebilanz noch nicht moglich ist.

3.2.5 Einfluss der Umgebungstemperatur auf die Leptinwirkung bei ad libitum und

limitierter Fiitterung von Standardfutter

3.2.5.1 Temperaturabhingige Modifikation der Leptinwirkung auf die Futterauthahme

Um den Einfluss der T, auf das zeitliche Mittel der Futterautnahme, sowie auf den Leptin-
effekt bei ad libitum und limitiert gefiitterten Tieren zu untersuchen, wurden die Daten
10-tégiger Leptinbehandlungen bei 9, 24, 30 und 34°C (Daten ergénzt durch Doéring 2000
und I. Schmidt, unveréffentlichte Daten) miteinander verglichen (Abb. 13). Innerhalb der
ad libitum Fitterungsgruppe war bei den Kontrolltieren mit ansteigender T, ein signifikant
niedrigeres (P<0,001, einfaktorielle ANOVA) zeitliches Mittel der Futteraufnahme zu be-
obachten. Dieses sank im Mittel von ca. 6,0 g/d bei 9°C auf ca. 2,0 g/d bei 34°C (siche
Abb. 14 links unten). Die Futteraufnahme der mit Leptin behandelten Tiere erniedrigte sich
in gleichem Mafle, so dass sie grundsitzlich ohne systematische Verdnderung mit der T,
im Mittel um 0,5 bis 0,9 g unter den jeweiligen Kontrollmitteln lag. Nur wenn diese Werte
in Prozent der jeweils von den Kontrolltieren aufgenommenen Futtermenge ausgewertet
wurden (nicht gezeigt), kam es zu einer signifikanten (P<0,001) systematischen Ver-
dnderung mit der T,, wobei die Reduzierung des zeitlichen Mittels der Futteraufnahme bei

den mit Leptin behandelten Tieren von ca. 10% bei 9°C bis zu ca. 50% bei 34°C reichte.
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Abb. 13 (vorhergehende Seite): Futteraufnahme bei verschiedenen Umgebungs-
temperaturen. Gezeigt sind die Mittelwerte fiir mit Leptin behandelte (®) und Kontrolltiere
(0) wdhrend des Vorlaufs und der Leptinbehandlungsperiode (Balken) von jeweils
1-3 Versuchsgruppen mit ad libitum (links) und limitiertem Futterzugang (rechts). Auf die
Darstellung des Standardfehlers wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
Abbildungen bei 9, 24 und 30°C basieren auf Auswertungen der Daten von Déring 2000
und unveroffentlichten Daten von I. Schmidt.

Bei Tieren mit limitiertem Futterzugang konnte mit ansteigender T, die verabreichte
Futtermenge signifikant (P<0,001) von ca. 3 g/d bei 24°C auf ca. 1,3 g/d bei 34°C gesenkt
werden (siche Abb. 14 rechts unten), ohne eine kritische Kérpermasse zu unterschreiten.
Dabei wurde die angebotene Futtermenge von den Kontrollgruppen jeweils restlos
aufgenommen. Die bereits oben erlduterte Problematik der Wahl einer geeigneten
limitierten Futtermenge zeigt sich darin, dass die limitiert geflitterten Kontrolltiere im
Vergleich zu den ad libitum gefiitterten Kontrolltieren bei gleicher T, bei 24°C ca. 10%,
bei 30°C ca. 40% und bei 34°C ca. 20% weniger Futter aufnahmen. Bei keiner der
getesteten T, kam es innerhalb der limitiert gefiitterten Gruppe bei den mit Leptin
behandelten Tieren zu einer signifikanten Reduktion des zeitlichen Mittels. Die grof3te
Reduktion (-0,06 g) trat ab dem 4. Injektionstag bei 24°C auf, der T,, bei der die geringste
prozentuale Futterreduktion verwendet wurde. Aber selbst dieser Effekt beruhte nur auf
einer tageweise verminderten Futteraufnahme von 3 der insgesamt 12 mit Leptin

behandelten Einzeltiere.

3.2.5.2 Temperaturabhidngige Modifikation der Leptinwirkung auf die Korperfettmasse
und den Korperfettgehalt

Weiterfithrend erfolgte bei den gleichen Tieren eine Untersuchung der leptininduzierten
Beeinflussung der Korperfettmasse und des Korperfettgehalts in Abhingigkeit von der T,.
Innerhalb der Kontrollgruppe der ad libitum gefiitterten Tiere ergaben sich dabei sowohl in
der Korperfettmasse als auch in dem die Adipositit widerspiegelnden Korperfettgehalt mit
ansteigender T, bei anndhernd exponentiellem Verlauf signifikant (P<0,01, einfaktorielle
ANOVA) hohere Werte (Abb. 14 links oben). So verdoppelten sich zwischen 9 und 34°C
gleichermaflen der Korperfettgehalt von ca. 10% auf 20% und die Korperfettmasse von 2,2
auf 4,3 g. Die Korperfettmasse und der Korperfettgehalt der mit Leptin behandelten Tiere
befanden sich bei allen T, unterhalb ihres zugehorigen Kontrollmittels, wobei sich die

Differenz in der Korperfettmasse zwischen beiden Behandlungsgruppen mit ansteigender
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T, geringfligig von ca. 1,5 g bei 9 auf ca. 1 g bei 24, 30 und 34°C reduzierte. Entsprechend
verdnderte sich der Korperfettgehalt.

ad libitum limitierter
Futterzugang
6 6
5 4 : ¥
] 3 Q
X ° =
24 = . - o¢ |2
& )
0 1 1 1 1 1 1 0
30 30
< 20 - % - 20
= s 2 ¢
b k3
L 10 - o [ = ? : - 10
- (]
0 1 1 1 1 1 1
15 1.5
‘TE -
E 1.0 - % © - 1.0
£ ¥
o = *
S 0.5 - e [05
(]
<
0.0 . . : . . . 0.0
o~ &
o) o
= 60 - - 60
£ [}
£
E 40 - . - 40
o E 4
= = o
9( 20 T T T T T T 20
6 o - 6
) -
52 4 4
2 o
EE = T * P
L g 2 - o Y -
<
0 I I I T T T 0

63



ERGEBNISSE

Abb. 14 (vorhergehende Seite): Abhingigkeit der Korperfettmasse, des prozentualen
Korperfettgehaltes, des mittleren tdglichen Sauerstoffverbrauches (ADMR) pro Tier sowie
pro Koérpermasse-Einheit und der mittleren Aufnahme von Standardfutter bei ad libitum
Fiitterung (links) und limitierter Futterzugang (rechts) von der Umgebungstemperatur
(T,). Gezeigt sind die Mittelwerte (+ SE) fiir mit Leptin behandelte (®) und Kontrolltiere
(0) aus jeweils 1-3 Versuchsgruppen. Die Werte bei 9, 24 und 30°C basieren auf
Auswertungen der Daten von Doring 2000 und unverdffentlichten Daten von 1. Schmidt.

Auch Tiere mit limitiertem Futterzugang wiesen mit ansteigender T, einen signifikanten
(P<0,001) Anstieg der Korperfettmasse sowie des Korperfettgehaltes auf (Abb. 14 rechts
oben). Dabei verringerte sich die Differenz im Korperfettgehalt zwischen den ad libitum
und den limitiert gefiitterten Kontrollgruppen mit ansteigender T, von 15% vs. 11% bei
24°C auf 21% vs. 19% bei 34°C, wihrend die Unterschiede in der Korperfettmasse sich
dagegen nicht systematisch verdanderten und generell zwischen ca. 0,8 und 1,2 g lagen. Die
Korperfettmasse der mit Leptin behandelten Tiere lag bei den limitiert gefiitterten Gruppen
im Mittel um 0,6 bis 1,0 g unter den jeweiligen Kontrollmitteln ohne systematische
Veranderung mit der T, in einem Bereich zwischen 24 und 34°C, der Korperfettgehalt

verhielt sich analog zur Korperfettmasse.

3.2.5.3 Temperaturabhingige Modifikation der Leptinwirkung auf die ADMR

Bei der Untersuchung der leptininduzierten Beeinflussung der ADMR sowie der
massenspezifischen ADMR in Abhédngigkeit von der T, zeigte sich bei der ad libitum
Fiitterungsgruppe (Abb. 14 links), fiir die bei 9°C keine Sauerstoffmessung erfolgt war, mit
ansteigender T, eine anndhernd linear verlaufende, signifikante Reduktion beider
Parameter bei den Kontrolltieren (P<0,001, einfaktorielle ANOVA). Dabei wurden im
Mittel Werte von ca. 1,1 ml-min’! O, bzw. ca. 53 ml-min'l-kg'1 O, bei 24°C erreicht, die bis
auf ca. 0,6 ml'min" bzw. ca. 27 mI'min"kg" bei 34°C absanken. Die ADMR der mit
Leptin behandelten Tiere lag analog zu der reduzierten Futteraufnahme bei allen T,
ca. 0,1 mI'min”' unterhalb ihres zugehdrigen Kontrollmittels, wihrend bei der massen-
spezifischen ADMR keine Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen

auftraten.

Auch Kontrolltiere mit limitiertem Futterzugang zeigten mit ansteigender T, eine
signifikante (P<0,001) Reduzierung der ADMR sowie der massenspezifischen ADMR
(Abb. 14 rechts). Bei der Auswertung der Ergebnisse muss jedoch beriicksichtigt werden,

dass die Anzahl der Tiere, deren ADMR innerhalb einer Versuchsgruppe bestimmt werden
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kann, auf 7 limitiert ist (siche 2.6.2) und sich die Befunde bei 30 und 34°C nur auf eine
Gruppe stiitzen. Mit Ausnahme der bei 24°C bestimmten Werte, die von Tieren stammen,
bei denen die mittlere Korpermasse den kritischen Wert von 17 g erreichte, war bei den
Tieren mit limitiertem Futterzugang die ADMR im Mittel um ca. 10% und die
massenspezifische ADMR um ca. 25% niedriger als die der ad libitum gefiitterten Tiere.
Bei den mit Leptin behandelten Tieren waren innerhalb der limitiert gefiitterten Gruppe
sowohl die ADMR als auch die massenspezifische ADMR im Vergleich zum Mittelwert
ihrer Kontrolltiere ohne erkennbare T,-Abhingigkeit 1-8% bzw. 3-9% erhoht.

Fazit

Wird bei ad libitum gefiitterten Tieren die fiir den Leptineffekt energetisch relevante
Anderung der Energieaufnahme als MaB verwendet, ergibt sich kein Hinweis auf eine
Abnahme der Leptinresponsivitit mit ansteigender T,. Bei der Darstellung der
Energieaufnahme in Prozent der von den Kontrolltieren aufgenommenen Futtermenge
wiirde sich sogar eine systematische Steigerung des Leptineffekts mit ansteigender T,
ergeben. Somit weisen die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass die Ursache eines mit
ansteigender T, geringfiigig reduzierten Leptineffektes auf die Korperfettmasse und den
Korperfettgehalt nicht in einer mangelnden Senkung der Energieaufnahme liegt. Eine
temperaturabhéngige Modifikation des Leptineffektes auf die Korperfettreserven ohne eine
nachweisbare Temperaturabhéngigkeit der Leptinwirkung sowohl auf die Futteraufnahme
als auch auf den Energieverbrauch konnte mdglicherweise auf eine Verringerung der
Resorption von Nihrstoffen mit ansteigender T, zuriickzufiihren sein. Falls die tatsdchlich
verwertbare Energie pro Gramm aufgenommenes Futter mit ansteigender T, sinkt, wire so
bei gleicher leptininduzierter Anderung der Futteraufnahme eine schwichere
Leptinwirkung bei hoheren T, zu erkliaren. Zur Ergdnzung der vorliegenden Befunde wére
also sowohl die Erh6hung der N-Zahl als auch die Erstellung einer Energiebilanz sinnvoll,

die auch die mit Faeces und Urin ausgeschiedene Energie mit beriicksichtigt.

Bei der Gruppe mit limitiertem Futterzugang, bei der die Erhoéhung des Energie-
verbrauches den energetisch relevanten Leptineffekt darstellt, kommt es zu keiner
systematischen Anderung des Leptineffektes auf den Korperfettgehalt mit der T,. Da die
Anzahl der untersuchten Tiere aber bisher gering ist, ist diese Feststellung noch mit

Unsicherheit behaftet.
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3.3 VERSUCHSREIHE IV
ZYKLISCHE FUTTERUNG VON SENSORISCH ATTRAKTIVEM, HOCH-

KALORISCHEN ZUSATZFUTTER

Zur Untersuchung der Leptinresponsivitdt in Abhingigkeit vom Nahrungsangebot wurden
in regelméBigen Abstinden eintdgige Leptininjektionen bei Mausen durchgefiihrt, denen in
zyklischen Abstdnden von ca. 15 Tagen hochkalorisches Zusatzfutter plus Standardfutter
oder ausschlielich Standardfutter angeboten wurde. Da eine eintéigige Leptinbehandlung
im Gegensatz zu der bereits erwidhnten 10-tidgigen Langzeitbehandlung (vgl. 3.2) nur einen
kaum messbaren Einfluss auf die Korperfettspeicher hat, wurde hier die Reduktion der
Gesamtenergieaufnahme als Mal} fiir die Leptinresponsivitit herangezogen. Fiir die
Auswertung wurde der Tag nach der Leptinverabreichung herangezogen, da sich in vorher-
gehenden Untersuchungen bereits gezeigt hatte, dass sich die Wirkung einer eintdgigen
Leptinbehandlung mit der hier verwendeten Dosis ausschlieBlich auf diesen Zeitraum

beschrénkt (Doring 2000).

3.3.1 Beeinflussung der Korpermasse bei periodischem Angebot eines sensorisch

attraktiven Zusatzfutters

Erhalten adulte C57Bl/6J-Méuse im periodischen Wechsel ausschlielich Standardfutter
oder additiv dazu ein sensorisch attraktives, hochkalorisches, fett- und kohlenhydratreiches
Zusatzfutter, kommt es, wie in Abb. 15 exemplarisch anhand der Versuchsgruppen G
(oben, Alter 7 Wochen) und H (unten, Alter 13 Wochen) dargestellt, zu deutlichen
Verdnderungen der Korpermasse. Die gezeigten Werte entsprechen den individuellen
Mittelwerten der Korpermasse iiber den jeweils zweitdgigen Vorlauf der verschiedenen
Leptinbehandlungen, die in regelmiBigen Abstinden im Versuchsverlauf durchgefiihrt
wurden. Innerhalb von Versuchsgruppe H wurden zu Versuchsbeginn 3 Korpermassewerte
in dem Zeitraum mit Fiitterung von Standardfutter gezeigt, obwohl in diesem Zeitraum
keine Leptinbehandlungen durchgefiihrt wurden. Dabei entsprach der Abstand zwischen
zwei ermittelten Korpermasse-Werten in etwa dem Zeitraum, der iiblicherweise zwischen

zwei durchgefiihrten Leptinbehandlungen lag.
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Abb.15: Korpermasseverlauf bei Versuchsgruppe G (oben, N=10) und H (unten, N=12).
Dargestellt sind ausschliefflich von den Leptininjektionen unbeeinflusste Werte. Einzeltiere
sind durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet. FF: Standardfutter ad libitum; FR:
limitierter Zugang zu Standardfutter;, ZF: Standardfutter plus Zusatzfutter ad libitum.
Senkrechte Linien markieren einen Futterwechsel.
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Die vorliegende Studie belegt, dass Perioden mit Zugang zu Zusatzfutter generell zu einem
Korpermasseanstieg flihren, dem grundsitzlich eine Abnahme nach Entzug des Zusatz-
futters folgt. In einer parallel angefertigten Diplomarbeit* wurde ermittelt, dass die Tiere in
solchen Perioden mit alleinigem Zugang zu Standardfutter jedoch durchschnittlich nur
6519% des zuvor in der gleichen Zeit erzielten Korpermassezuwachses verlieren. Somit
erfolgt die Reduktion der Korpermasse nach Entzug der Zusatzdidt langsamer als die
vorherige Zunahme, d.h. der Anstieg der Korpermasse verlduft steiler als der Abfall.
Ubereinstimmend mit diesem Befund fiihrte der periodische Wechsel —des
Nahrungsangebotes bei der hier gewihlten Periodendauer von 6-23 Tagen trotz einer
Abnahme in den Perioden mit ausschlieBlicher Fiitterung von Standardfutter somit
insgesamt zu einem kontinuierlichen Kérpermassezuwachs. Dabei ergaben sich im Verlauf
der Korpermasse innerhalb einer Versuchsgruppe deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Tieren, wobei vor allem ein Tier aus Versuchsgruppe H auffiel, das trotz einer
vom Mittel nicht abweichenden Gesamtenenergicaufnahme wéhrend des gesamten
Versuchszeitraumes von ca. 100 Tagen (nicht dargestellt) nur eine sehr geringe
Korpermassezunahme von 1,4g  zeigt. Aufgrund dieses unterschiedlichen
Korpermassezuwachses der Einzeltiere erhoht sich mit steigender Anzahl der
hochkalorischen Perioden innerhalb der Korpermasse auch die Streuung der Einzeltiere
kontinuierlich von +2,5 g zu Versuchsbeginn auf bis +5,5 g zu Versuchsende. Obwohl der
periodische Wechsel des Nahrungsangebotes bei den Tieren aus Versuchsgruppe G und H
zu deutlichen Anderungen in der Kdrpermasse fiihrt, zeigt sich in Abb. 16 eine positive
Korrelation (r = 0,62, P < 0,01) zwischen der Korpermasse vor erstmaligem Angebot einer
energiereichen Zusatznahrung bei Versuchsbeginn im Alter von 17 (Versuchsgruppe G)
bzw. 13 Wochen (Versuchsgruppe H) und der nach Durchlaufen mehrerer Futterperioden
bei Versuchsende im Alter von 23 bzw. 43 Wochen (P<0,01).

* Quelle: Diplomarbeit C. Daniel, Fachbereich Haushalts- und Ernihrungswissenschaften, Universitit
Gieflen, 2002
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Abb. 16: Korrelation zwischen der iiber 8§ Tage gemittelten Korpermasse am Versuchsende
(Alter 28 bzw. 43 Wochen) und am Versuchsanfang (Alter 17 bzw. 13 Wochen) bei
Versuchsgruppe G (A) und H (®). (y = 1,63 x -8,97, r= 0,62, P < 0,01).

Fazit

Die vorliegenden Befunde belegen, dass ein periodischer Zugang zu Zusatzfutter
insgesamt zu einem kontinuierlichen Zuwachs der Korpermasse fiihrt, der iiber das Mal}
der tblichen altersbedingten Zunahme wihrend ausschlieBlichem Zugang zu Standard-
futter hinausgeht’. Obwohl sich mit steigender Korpermasse auch die Streuung der
Einzeltierwerte erhoht, ergibt sich eine positive Korrelation zwischen End- und
Ausgangskorpermasse vor erstmaligem Zugang zu Zusatzfutter, die sich bei Tieren, die
ausschlieBlich Standardfutter erhalten, nicht nachweisen 148t°. Die Ausgangskdrpermasse
bei Standardfiitterung scheint also ein Pridiktor fiir die Empfindlichkeit zur spiteren

Auspragung einer didtinduzierten Adipositas zu sein.

> Quelle: Diplomarbeit C. Schubert, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitit Marburg, 2002
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3.3.2 Beeinflussung der Leptinresponsivitit bei periodischem Angebot eines

sensorisch attraktiven Zusatzfutters®

3.3.2.1 Fiitterungsbedingte Modifikation der Leptinwirkung auf die Futteraufnahme

Als Beurteilungskriterium fiir die Abhingigkeit der Leptinresponsivitit von den Faktoren
SZeitmuster der  Zusatzfiitterung®, ,Zeitraum zwischen Futterwechsel und
Leptinbehandlung® und ,,Gesamtdauer der Zusatzfiitterung“ wurde exemplarisch bei
Versuchsgruppe G und H die Modifikation der Reaktionen auf eine Leptin-Dosis von 200
pmol-g”-d" am jeweils 3., 6. bzw. 7., 11. und 15. Tag nach Futterwechsel untersucht (Abb.
17). Zur systematischen Auswertung der Befunde wurden die Werte von Tieren, die zum
ersten Mal Zugang zu Zusatzfutter hatten, und Tieren, die sich nach Zusatzfiitterung von
mindestens 30 Tagen erneut in einer Periode mit Zugang zu Zusatzfutter befanden,
miteinander verglichen (Abb. 18). Da die eigens erhobenen Daten fiir eine statistische
Analyse nicht ausreichten, wurden zur Steigerung der N-Zahl zusétzlich Daten aus einer

parallel laufenden Diplomarbeit’ herangezogen (siehe 2.5.5 Tabelle 2).

Zunachst wurde als Referenzwert fiir die Reaktionsstarke ,,naiver” Tiere (d.h. von Tieren,
die noch nie mit energiereicher Nahrung konfrontiert worden waren) im Alter von
mindestens 10 Wochen auf eine eintdgige Leptinbehandlung der Dosis von
200 pmol-g'-d! bestimmt. Dabei ergab sich im Mittel fiir alle naiven Tiere eine
signifikante Differenz in der Gesamtenergieaufnahme zwischen der Leptinbehandlungs-
gruppe und dem Mittel der Kontrolltiere von -12 kJ (Abb. 18 oben, 1. Balken). Beim
erstmaligem Angebot eines Zusatzfutters kam es nach 3 und 7 Tagen zu einer bereits
50% niedrigeren, aber noch signifikanten Leptin-Wirkung. Nach 11 und 15 Tagen
erreichte die Verdnderung der Energieaufnahme das Signifikanzniveau nicht mehr. Ein
darauf folgender Entzug des Zusatzfutters fiihrte bereits nach 3 Tagen wieder zu einer
signifikanten Leptinwirkung auf die Energieaufnahme und die gleiche Reaktionsstirke wie
bei naiven Tieren wurde nach 7 Tagen errechnet. Somit zeigt sich bei erstmaligem
Angebot eines Zusatzfutters sowohl eine langsame Abnahme des Leptineffektes infolge
der Zusatzfiitterung als auch eine rasche Wiederherstellung der Leptinresponsivitit bei

Rickkehr zu Standardfutter.

% Diese Befunde wurden gemeinsam mit Carolin Daniel in einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit 2002
ermittelt.
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Eine weitere Untersuchung der Leptinresponsivitit erfolgte zu einem Zeitpunkt, an dem
die Tiere bereits zuvor in zwei bis vier Futterperioden insgesamt fiir mehr als 30 Tage
Zugang zu sensorisch attraktivem Zusatzfutter hatten (Abb. 18 unten). Dabei ergab sich bei
ausschlieSlichem Angebot von Standardfutter zwischen den mit Leptin behandelten Tieren
und dem Mittel der Kontrolltiere eine signifikante Differenz in der Gesamtenergie-
aufnahme von —15 kJ, die sich nicht signifikant von der naiver Tiere unterschied. Bereits
nach 3 Tagen erneutem Zugang zu Zusatzfutter konnte jedoch keine signifikante
Leptinwirkung mehr nachgewiesen werden. Nach Entzug des Zusatzfutters trat zudem erst
wieder nach 11 Tagen eine signifikante Leptin-Wirkung auf, erst nach 15 Tagen wurde
wieder die gleiche Reaktionsstirke wie bei naiven Tieren erreicht. Im Vergleich zum
erstmaligen Angebot von Zusatzfutter zeigt sich unter diesen Bedingungen sowohl eine
deutlich schnellere Abnahme als auch eine deutlich langsamere Wiederherstellung der

Leptinresponsivitit.

Fazit

Im Vergleich zu dem erstmaligen Angebot von Zusatzfutter zeigt sich bei wiederholtem
Zugang zu Zusatzfutter eine deutlich schnellere Abnahme der Leptinresponsivitit in
Perioden der Zusatzflitterung. Im Anschluss daran tritt jedoch bei Riickkehr zu
ausschlieflicher Fiitterung von Standardfutter eine deutlich langsamere Wiederherstellung

der Leptinresponsivitdt ein.
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Abb. 17 (vorhergehende Seite): Verdnderung der Leptinresponsivitdt in Abhdngigkeit vom
Nahrungsangebot bei Versuchsgruppe G (oben) und H (unten). Dargestellt ist der
Mittelwert (= SEM) der Differenz in der Gesamtenergieaufnahme zwischen den mit Leptin
behandelten Tieren und dem Mittel der Kontrolltiere am Effekttag bei wiederholter
eintdgiger Leptinbehandlung unter verschiedenen Fiitterungsbedingungen. Grauer Balken
= Standardfutter, schwarze Balken = Zusatzfutter (ZF), weifle Balken = limitierter Zugang
zu Standardfutter (FR).
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Abb. 18: Verdnderung der Leptinresponsitivitit in Abhdngigkeit von der Dauer der
Futterperiode wdhrend erstmaliger (oben) und wiederholter (unten) Gabe eines
Zusatzfutters (ZF, schwarzer Balken) neben dem stets verfiigharen Standardfutter (grauer
Balken). Oben: naive Tiere, unten: Tiere, die zuvor insgesamt mehr als 30 Tage Zugang
zu sensorisch attraktivem Zusatzfutter hatten, wobei die Dauer der vorausgehenden
Standardfutterperiode mindestens 10 Tage betrug. Dargestellt ist die Differenz in der
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Gesamtenergieaufnahme (£ SEM) zwischen den mit Leptin behandelten Tieren und dem
Mittel der Kontrolltiere am Effekttag bei wiederholter eintigiger Leptinbehandlung. Die
Zeitangaben bezeichnen die Tage seit Beginn der jeweiligen Futterperiode. Die Null-Linie
stellt die Verdnderung der Futteraufnahme der gleichzeitig behandelten Kontrolltiere der
gleichen Versuchsgruppe dar. * P<0,05, ** P<0,005 *** P<0,001, + P=0,07 fiir
Unterschiede gegeniiber den Kontrolltieren in zweifaktorieller ANOVA (Faktoren
Behandlung und Versuchsgruppe).

3.3.2.2 Fiitterungsbedingte Modifikation der Leptinwirkung auf die Kérpermasse

Um eventuelle Interaktionen zwischen der Anderung der Leptinresponsivitit und der
Korpermasse erkennen zu konnen, wurde die Entwicklung der Korpermasse bei den in
Abb. 18 verwendeten Tiere ausgewertet. Fiir die naiven Tiere ergab sich initial eine
mittlere Korpermasse von ca. 19 g (Abb. 19 oben). Beim erstmaligem Angebot von
Zusatzfutter kam es bereits ab dem dritten Tag zu einer signifikanten Erhohung der
mittleren Korpermasse um ca. 2 g (10%) im Vergleich zu der naiver Tiere (P<0,001), die
auch nach Entzug des Zusatzfutters innerhalb des untersuchten Zeitraumes von 7 Tagen
bestehen blieb (P<0,01). Dabei war bei erstmaligem Angebot von Zusatzfutter der Anstieg

der Kdrpermasse mit etwa 2 g in zwei Wochen jedoch sehr gering.

Zu einem Zeitpunkt, an dem die Tiere bereits zuvor iiber mehr als 30 Tage Zugang zu
Zusatzfutter hatten (Abb. 19 unten), betrug die mittlere Kérpermasse bei ausschlieBlichem
Angebot von Standardfutter ca. 23 g und unterschied sich somit signifikant von der naiver
Tiere (P<0,001). Drei Tage nach Beginn der Zusatzfiitterung war die Korpermasse um ca.
1,5 g angestiegen, doch aufgrund der nun gréBeren Streuung war der Unterschied zu dem
Ausgangswert nicht signifikant. In den folgenden Tagen stieg die Kérpermasse noch weiter
an und erreichte etwa 12 Tage nach Futterwechsel mit ca. 27 g einen Zuwachs um ca. 4 g
(ca. 15%.) Am Ende der Zusatzfutterperiode erreichte die Verdnderung der Korpermasse
nach einem 25%igen Anstieg auf einen Wert von 29 g das Signifikanzniveau (P<0,05).
Dabei war bei wiederholtem Angebot von Zusatzfutter der Anstieg der Kérpermasse von
etwa 6 g in zwei Wochen im Vergleich zu dem naiver Tiere deutlich stirker ausgeprégt.
Nach Entzug des Zusatzfutters sank die Korpermasse bereits nach 3 Tagen auf einen Wert
ab, der das Niveau des Ausgangswertes lediglich um 5% tiberstieg und sich davon nicht

mehr signifikant unterschied.

Im Vergleich zu dem erstmaligen Angebot von Zusatzfutter zeigt sich bei wiederholtem
Zugang zu Zusatzfutter eine deutlich stirkere Zunahme der Korpermasse in Perioden der

Zusatzfiitterung, die jedoch aufgrund der groBen Streuung das Signifikanzniveau spéter
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erreicht als bei erstmaligen Angebot von Zusatzfutter. Dabei ist die Streuung der Einzel-
tierwerte in Phasen mit Zusatzfutter besonders ausgeprigt. Im Anschluss daran tritt bei
ausschlieBlicher Fiitterung von Standardfutter eine schnelle Reduktion der Korpermasse
ein, so dass sich die Werte im Verlauf dieser Standardfiitterungsperiode ebenso wie bei
Tieren mit erstmaligem Zugang zu Zusatzfutter nur geringfiigig iber dem Ausgangsniveau

stabilisieren.
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32 A
28 A
24 A
. 3 s : 3 ()
20 7 s *kk *kk *% *kk *% *kk

ZF >30d
36 Standardfutter

3d 7-9d 11/13d 15/17d| 3d 7d 11d 15d

Korpermasse [g]

32 -

28 -
E *%

24'- )

20

Abb. 19: Verdnderung der Korpermasse in Abhdngigkeit von der Dauer der Futterperiode
wdhrend erstmaliger (oben) und wiederholter (unten) Gabe eines Zusatzfutters (ZF,
schwarzer Balken) neben dem stets verfiigharen Standardfutter (grauer Balken.) Oben:
naive Tiere, unten: Tiere, die zuvor insgesamt mehr als 30 Tage Zugang zu Zusatzfutter
hatten, wobei die Dauer der vorausgehenden Standardfutterperiode mindestens 10 Tage
betrug. Dargestellt ist die im Vorlauf von der Leptinbehandlung unbeeinflusste
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Korpermasse der fiir die Untersuchung von Verdnderung der Leptinresponsivitit
verwendeten, mit Leptin behandelten Tiere (siehe Abb. 15). Die Zeitangaben bezeichnen
die Tage seit Beginn der jeweiligen Futterperiode. ** P<0,01, *** P<0,001 fiir
Unterschiede zum Ausgangswert auf Standardfutter (einfaktorieller ANOVA).

3.3.3 Die Korpermasse als Bezugswert fiir Leptinwirkung und Gesamtenergie-

aufnahme im Vorlauf

Setzt man jeweils 5 bzw. 6 Tage nach Futterwechsel die im Vorlauf von der
Leptinbehandlung noch unbeeinflusste Gesamtenergie der Tiere pro Tag in Bezug zu ihrer
Korpermasse zu diesem Zeitpunkt (Abb. 20), ist eine signifikante Korrelation zu erkennen
(P<0,001). Diese fallt jedoch nach dem Wechsel zu Standardfutter negativ (Abb. 20 oben)
und nach dem Wechsel zu Zusatzfutter (Abb. 20 unten) positiv aus. Im Gegensatz zu den
zuvor dargestellten Unterschieden sowohl in der zeitlichen Anderung der Leptin-
responsivitit (Abb. 18) wie in der Entwicklung der Kdorpermasse (Abb. 19) zwischen
Tieren mit erstmaligem Zugang zu Zusatzfutter und Tieren, denen bereits mindestens
30 Tage lang Zusatzfutter angeboten wurde, hatte die Gesamtdauer der hochkalorischen
Zusatzfutterung keinen erkennbaren Einfluss auf den Zusammenhang zwischen
Futteraufnahme und Ko&rpermasse (nicht gezeigt), so dass in Abb. 20 eine gemeinsame
Darstellung erfolgte. Beide Korrelationen verdeutlichen generell den Einfluss des
Nahrungsangebotes auf den Zusammenhang zwischen Korpermasse und aufgenommener
Gesamtenergie: Bei Fiitterung von Standardfutter verhélt sich die Futteraufnahme
umgekehrt proportional zur Koérpermasse der Tiere, d.h. leichtere Tiere zeigen eine hohere
Energieaufnahme. Wéhrend einer hochkalorischen Zusatzfiitterung erhdlt man ein

gegenteiligen Ergebnis, da hier die schwersten Tiere das meiste Futter aufnehmen.

Nach den Messungen wihrend Leptinbehandlungen, die 6 bzw. 7 Tage nach dem Entzug
des Zusatzfutters durchgefiihrt wurden, war die Korpermasse am Tag vor der Injektion
umgekehrt mit der Leptinresponsivitit korreliert (P<0,05), d.h., dass die Leptinwirkung bei
leichten Tieren starker ausgeprigt ist als bei schweren (Abb. 21 oben). Wurde neben dem
Standardfutter ein Zusatzfutter angeboten, konnte 6 bzw. 7 Tage nach dem Futterwechsel
keine Korrelation zwischen Korpermasse und Leptinresponsividt festgestellt werden
(Abb. 21 unten), die Tiere scheinen unabhéngig von der Kdrpermasse keine Leptinwirkung
auf die Futteraufnahme mehr zu zeigen. Auch hier zeigte sich kein Einfluss der
Gesamtdauer der hochkalorischen Zusatzfiitterung auf den Zusammenhang der beiden

untersuchten Parameter (nicht gezeigt), so dass die Darstellung gemeinsam erfolgte.
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Abb. 20: Korrelation zwischen der tdglichen Gesamtenergieaufnahme und der
Korpermasse bei Versuchsgruppe H sowie 3 weiteren, in einer parallel laufenden
Diplomarbeit untersuchten Versuchsgruppen (siehe 2.5.5). Dargestellt ist die Beziehung
zwischen den Mittelwerten der Gesamtenergieaufnahme tiber den 4. und 5. bzw. 5. und 6.
Tag nach Futterwechsel und der Koérpermasse am 5. bzw. 6. Tag einer Periode mit
ausschlieflichem Angebot von Standardfutter im Anschluf3 an eine Fiitterungsperiode mit
Standardfutter plus Zusatzfutter (oben) bzw. bei dem Angebot von Standardfutter plus
Zusatzfutter im Anschluf3 an Fiitterung von ausschliefflich Standardfutter (unten). Oben:
(N=113, y=-1,92x + 93,85, r=-0,45, P<0,001). Unten: (N=136, y= 2,37x -2,82, r= 0,75,
P<0,001). Verschiedene Symbole kennzeichnen die unterschiedlichen Versuchsgruppen.
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Abb. 21: Differenz in der Gesamtenergieaufnahme zwischen den mit Leptin behandelten
Tieren und dem Mittel der Kontrolltiere am Effekttag als Funktion der Korpermasse am
Vortag der Leptinbehandlung. FEinzeltiere sind durch unterschiedliche Symbole
gekennzeichnet. Oben: Seit 6 bzw. 7 Tagen Fiitterung von Standardfutter im Anschlufs an
eine Fiitterungsperiode mit Standardfutter plus Zusatzfutter (y= 1,43x -42,72, r = 0,45,
P<0,05). Unten: Seit 6 bzw. 7 Tagen Fiitterung von Standardfutter plus Zusatzfutter im
Anschlufs an Fiitterung von ausschlieflich Standardfutter.
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3.3.4 Effekte einer zehntigigen Leptinbehandlung auf Korpermasse und Gesamt-

energieaufnahme bei leptinresistenten Tieren mit difitinduzierter Adipositas

Zur Untersuchung der Effekte einer langfristigen Leptinbehandlung mit einer Tagesdosis
von 200 pmol-g'-d" auf die Gesamtenergieaufnahme und die Entwicklung der Korper-
masse bei Tieren, die aufgrund eines periodischen Wechsels des Nahrungsangebotes bei
eintdgigen Leptinbehandlungen eine didtinduzierte Leptinresistenz zeigen, wurde bei
4 Tieren aus Versuchsgruppe G nach 140 Versuchstagen mit periodischen Wechseln des
Nahrungsangebotes als Pilotstudie eine Leptinbehandlung {iber einen Zeitraum von
10 Tagen durchgefiihrt (Abb. 22). Um festzustellen, ob Leptin eine unterschiedliche
Wirkung auf die Aufnahme siifler oder nicht siiBer Nahrung hat, standen den Tieren direkt
im Anschluss an eine Zusatzfiitterung mit ZF 1 sechs Tage vor und wihrend des gesamten
Behandlungszeitraumes neben dem Standardfutter zwei verschiedenen Zusatzfuttersorten,
bei denen der Kohlenhydrat-Anteil einmal aus Saccharose (= ZF 1) und einmal aus Stirke

(= ZF 2) bestand, zur Verfiigung.

S S

Korpermasse [g]

Gesamtenergie [kJ]

Versuchstage [d]
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Abb. 22 (vorhergehende Seite): Verlauf von Kérpermasse und aufgenommener
Gesamtenergie bei mit Leptin behandelten (®) und Kontrolltieren (o) wdihrend Fiitterung
von Standardfutter plus Zusatzfutter in einer Kombination aus zwei Sorten, bei der der
Kohlenhydrat-Anteil einmal aus Saccharose und einmal aus Stirke bestand. Gezeigt sind
die Daten von Versuchsgruppe G (n=9) wihrend des 5-tigigen Vorlaufs und der 10-
tagigen Behandlungsperiode (Balken). A = Tier mit der stirksten Absenkung der
Futteraufnahme (siehe Text).

Zu Beginn des Vorlaufes dieser Zusatzfiitterungsperiode lag die tigliche Energieaufnahme
der Tiere bei etwa 50-70 kJ. Es kam zu einem steten Korpermassezuwachs, der wiahrend
der insgesamt 16-tigigen Zusatzfiitterungsperiode von zwei Sorten Zusatzfutter bei
einzelnen Tieren bis zu 6,5 g betrug, sowie zu einer extrem hohen Variabilitidt der
Korpermasse, die sich von 11,5g zu Beginn des Vorlaufes auf bis zu 17,8 g bei
Versuchsende innerhalb einer Versuchsgruppe ingeziichteter Tieren gleichen Alters und
Geschlechts steigerte. Auf mogliche Unterschiede in der Aufnahme der beiden

angebotenen Zusatzfuttersorten wird spiter eingegangen.

3.3.4.1 Leptineffekte auf die Kérpermasse und die Gesamtenergieaufnahme

Im Rahmen der 10-tigigen Leptinbehandlung wurde nur bei einem der 4 Tiere bereits ab
dem 1. Behandlungstag ein geringes Absinken der Korpermasse verzeichnet, wihrend sich
die Korpermasse der iibrigen Tiere erst ab dem 8. Behandlungstag leicht reduzierte. Dieses
in Abb. 22 durch ein A gekennzeichnete Einzeltier besal im Vorlauf die geringste
Korpermasse der behandelten Tiere. Die Korpermasse der mit Leptin behandelten Gruppe
unterschied sich insgesamt wéhrend des Behandlungszeitraumes jedoch nicht signifikant

von der der zugehorigen Kontrolltiere.

Die Leptinreaktion bei dem gekennzeichneten Einzeltier fiel auch hinsichtlich der mittleren
tdglichen Gesamtenergicaufnahme mit einer Reduktion um -19 kJ im Vergleich zu der
mittleren Differenz von -13 kJ zwischen der Leptinbehandlungsgruppe und dem Kontroll-
mittel entsprechend stark aus. Dieses Einzeltierbeispiel verdeutlicht, dass bei solchen
extrem inhomogenen Versuchsgruppen die Betrachtung der mittleren Abweichung vom
Mittelwert der Kontrolltiere (Abb. 23) eine wenig angemessene Darstellungsform ist. Trotz
dieser Inhomogenitit zeigt sich in Abb. 23, dass die Gesamtenergieaufnahme der

Leptinbehandlungsgruppe, die im Vorlauf Ileicht erhoht ist und wihrend den
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vorhergehenden 10 Tagen der Kontrollgruppe entsprach, in der Behandlungsperiode zu-

nehmend unter die der Kontrollgruppe absinkt.

4 I S

A Kopermasse [g]

4 - | | | | | . L1
2 0
=, _ i S
(<))
é 20 - |
) |
g " AMEH i
% -20 - |
* |
o I
(D -40 T T T T I !
<] -15 -10 -5 0 5 10

Versuchstage [d]

Abb 23: Mittelwerte (= SE) der Differenz in der Korpermasse (oben) und in der
aufgenommenen Gesamtenergie (unten) zwischen den mit Leptin behandelten Tieren und
dem Mittel der Kontrolltiere wihrend Fiitterung von Zusatzfutter in einer Kombination aus
zwei Sorten, bei der der Kohlenhydrat-Anteil einmal aus Saccharose und einmal aus
Stirke besteht. Gezeigt sind die Daten von Versuchsgruppe G (N=9) vor und wdhrend der
10-tdgigen Leptinbehandlungsperiode (Balken). Die Fiitterung von zwei Sorten
Zusatzfutter beginnt einen Tag vor dem Vorlauf, davor erhielten die Tiere nur die Sorte
Zusatzfutter, bei der der Kohlenhydrat-Anteil aus Stirke besteht. Die Null-Linie stellt
jeweils die Werte der gleichzeitig behandelten Kontrolltiere dar. Durchgehende senkrechte
Linien kennzeichnen den Beginn der Leptinbehandlung, unterbrochene den Beginn des
ausgewerteten Vorlaufs.
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Abb. 24 (vorhergehende Seite): Mittelwerte (= SEM) der Korpermasse zu Beginn und
Ende des Behandlungszeitraumes sowie der Aufnahme von Standardfutter, Zusatzfutter 1
und 2 und der Gesamtenergie wihrend Vorlauf und Leptinbehandlungsperiode. Mit Leptin
behandelte Tiere (®), Kontrolltiere (0). * P<0,05 in einfaktorieller ANOVA.

Die Summe der Gesamtenergieaufnahme in den beiden Auswertungszeitrdumen zeigt
nochmals deutlich, dass die mit Leptin behandelten Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren im 5-tdgigen Vorlauf mehr und in der Behandlungsperiode weniger Futter
aufnahmen (Abb. 24). Beide Abweichungen von den Kontrolltieren erreichten jedoch nicht
das Signifikanzniveau. Zur Korrektur dieser Unausgeglichenheit im Vorlauf, wurde in
beiden Behandlungsgruppen die Summe der tiglichen Abweichungen der Gesamt-
energieaufnahme vom Mittel der Kontrolltiere im Behandlungszeitraum mit der im Vorlauf
verglichen (nicht gezeigt). Dabei kommt es bei den mit Leptin behandelten Tieren im
Laufe des Behandlungszeitraums trotz einer leicht riickldufigen mittleren tédglichen
Gesamtenergicaufnahme der Kontrolltiere zu einer signifikanten Reduktion (P<0,01,

einfaktorielle ANOVA) der Futterauthahme im Vergleich zu ihren Kontrolltieren.

3.3.4.2 Leptinbedingte Verschiebungen der Anteile von ZF1 und ZF2

Neben der Gesamtenergicaufnahme wurde weiterhin die Aufnahme der einzelnen
Futtersorten untersucht. In der Standardfutteraufnahme war sowohl im Vorlauf als auch in
der Behandlungsperiode kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungs-
gruppen vorhanden und auch der Vergleich der durchschnittlichen Abweichung der
Standardfutteraufnahme von mit Leptin behandelten Tieren vom Mittel der Kontrolltiere

ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen Vorlauf und Behandlungsperiode (nicht

gezeigt).

Bei Zugang zu den beiden Zusatzfuttersorten wurde generell das nicht siile ZF 2
bevorzugt. Weiterhin zeigte sich bei den aufgrund ihrer Korpermasseverteilung in Leptin-
und Kontrollgruppe eingeteilten Tiere bei der spédteren Auswertung der Aufnahme der
erwahnten Futtersorten flir die mit Leptin behandelten Tiere initial eine signifikant grofere
(P<0,05) Aufnahme des ZF 1 im Vorlauf als fiir die Kontrolltiere. Dieser Unterschied
verwischte sich wédhrend der Behandlungsperiode. Eine Untersuchung der
durchschnittlichen Abweichung der Aufnahme von ZF 1 von mit Leptin behandelten
Tieren vom Mittel der Kontrolltiere konnte jedoch keinen signifikanten Unterschied

zwischen Vorlauf und Behandlungsperiode nachweisen. Bei der Aufnahme von ZF 2 war
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sowohl im Vorlauf als auch in der Behandlungsperiode kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsgruppen vorhanden und auch der Vergleich der
durchschnittlichen Abweichung der Aufnahme von ZF 2 von mit Leptin behandelten
Tieren vom Mittel der Kontrolltiere ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen

Vorlauf und Behandlungsperiode.

Vorlauf
3 0
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@
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Abb. 25: Korrelation zwischen der durchschnittlichen tdglichen Aufnahme (+ SEM) von
stiffem Zusatzfutter (Zusatzfutter 1) und Zusatzfutter, in dem die siiffe Komponente
equikalorisch durch Stirke ersetzt wurde (Zusatzfutter 2) wdihrend 5-tigigem Vorlauf
(oben) und 10-tdgigem Behandlungszeitraum (unten) von mit Leptin behandelten (®) und
Kontrolltieren (o). Die durchgehende Diagonale dient als Referenzgerade, auf der keine
der beiden Futtersorten bevorzugt wird.

84



ERGEBNISSE

Zur Klarung der Frage, ob eine Leptinbehandlung eine unterschiedliche Wirkung auf die
Aufnahme von siilem oder nicht stiBem Futter hat, wurden die Anteile der 3 verschiedenen
Futtersorten im Vorlauf mit denen wihrend des Behandlungszeitraums verglichen (Abb.
25). Im Vorlauf deckten die Tiere der Leptinbehandlungsgruppe ihre aufgenommene
Gesamtenergie [kJ] anteilig aus ca. 5% Standardfutter, ca. 30% ZF 1 und 65% ZF 2. Da
wihrend des Behandlungszeitraumes die Gesamtenergieaufnahme der mit Leptin
behandelten Tieren zu ca. 5% aus Standardfutter, zu ca. 35% aus ZF 1 und zu ca. 60% aus
ZF 2-Futter bestand, resultiert aus der 10-tigigen Leptinbehandlung nur eine geringfiigige,
nicht signifikante Verschiebung in der anteiligen Aufnahme der verschiedenen Futtersorten

zugunsten des ZF 1.

Fazit

Bei den hier untersuchten Tieren mit didtinduzierter Adipositas zeigt sich bei einer
10-tdgigen Behandlung ausschlieBlich in der Abweichung der Gesamtenergieaufnahme ein
geringer, aber signifikanter Leptineffekt, ohne dass es dabei zu einer Verdnderung der
Anteile der 3 Futtersorten kommt. Wahrend eine deutliche Verschiebung der Anteile der
3 Futtersorten anhand dieses Pilotversuches ausgeschlossen werden kann, war die
Vorlaufperiode mit gleichzeitiger Fiitterung von ZF 1 und 2 zu kurz, um auszuschlief3en,
dass die beobachtete leichte Senkung der Energieaufnahme bei den mit Leptin behandelten
Tieren nicht nur eine Folge der im Vorlauf zufdllig erhohten Futteraufnahme gegeniiber

der Kontrollgruppe war.
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4  DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand in der Untersuchung der Ursachen fiir das
Entstehen von Adipositas im Tiermodell. Hierbei wurden die Auswirkungen sowohl von
thermoneutralen Umgebungstemperaturen als auch des Zugangs zu sensorisch attraktiver,
hochkalorischer Zusatznahrung, als zwei fiir Menschen in Industrienationen
charakteristischen Umweltfaktoren, auf die Leptinresponsivitit von C57Bl/6J-Méiusen,
einem zu didtinduzierter Adipositas neigenden Tierstamm, betrachtet. Die aufgrund
widerspriichlicher Literaturangaben vor Beginn der Leptinbehandlungen unter thermo-
neutralen Bedingungen ermittelte TNZ ergab fiir den verwendeten C57BI1/6J-Stamm eine
24-h-TNZ zwischen 32 und 34°C. Nachfolgende 10-tdgige Leptinbehandlungen bei einer
T, von 34°C konnten zeigen, dass es im Vergleich zu Befunden, die bei normalen
Haltungstemperaturen mit gleicher Dosis ermittelt wurden (Doring 2000), zu einer
Verminderung der Leptinwirkung auf die Korperfettspeicher kam. Die Vermittlung der
Leptinwirkung erfolgte jedoch temperaturunabhingig durch analoge Mechanismen: So
kam es bei ad libitum gefiitterten Tieren ausschlieBlich aufgrund einer reduzierten
Futteraufnahme zu einer Verringerung der Korperfettdepots, bei Tieren mit limitiertem
Futterzugang beruhte die Reduktion der Koperfettmasse dagegen allein auf einer
Abschwichung der bei unbehandelten Tieren auftretenden Absenkungen der MR. Die
Moglichkeit, dass Leptin nicht nur torporartigen Zustéinden sondern unter thermoneutralen
Bedingungen bei limitiertem Futterzugang auch einer moderaten, mit einer Nahrungs-
limitierung einhergehenden Stoffwechselsenkung entgegenwirken kann, stellt im Hinblick
auf die menschliche Lebenssituation einen interessanten Erstbefund dar. Die Befunde bei
Tieren mit ad libitum Futterzugang deuten auBlerdem auf eine im Vergleich zu den
Untersuchungen bei Kiltebelastung (24°C) schwichere leptinbedingte Reduktion der
Korperfettmasse hin. Die geringe N-Zahl innerhalb dieser Pilotstudien bedingt jedoch die

Notwendigkeit von Folgestudien zur Absicherung dieser Befunde.

Im Hinblick auf den Einfluss des Nahrungsangebotes auf die Adipositas-Entstehung
konnte im Rahmen dieser Studie belegt werden, dass die Leptinresponsivitit ebenso wie
die Korpermasse bei periodischem Zugang zu sensorisch attraktiver hochkalorischer
Zusatznahrung, die neben der faserreichen, wenig energiedichten Standard-Nagetierdidt

angeboten wurde, sowohl von der Dauer der akuten Fiitterungsperiode als auch von der
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Gesamtdauer des Angebotes eines solchen Zusatzfutters beeinflusst wird. Dabei zeigten
sich allerdings starke individuelle Unterschiede in der Verdnderung der Futteraufnahme
und Korpermasse, wobei ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Korpermasse vor
Beginn der ersten Zusatzfiitterungsphase und der zu Versuchsende bestimmten
Korpermasse existierte. Dies ist bei einem isogenen Stamm ein Hinweis auf den Einfluss
von epigenetischen Faktoren auf die Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas. Im
Rahmen der Frage nach der Leptin-induzierten selektiven Hemmung der Aufnahme siifler
Futtersorten durch Leptin geht aus einer abschlieBenden Untersuchung, in der den Tieren
sowohl hochkalorische Zusatzfuttersorten mit als auch ohne siiBer Geschmacks-
komponente angeboten wurde, klar hervor, dass eine Beeinflussung der Attraktivitidt der
hier untersuchten Nahrungskomponenten durch eine Leptinbehandlung ausgeschlossen

werden kann.

4.1 THERMONEUTRALZONE VON ADULTEN C57BL/6J-MAUSEN WAHREND

AD LIBITUM UND LIMITIERTER FUTTERUNG

4.1.1 Beurteilung der bei ad libitum Fiitterung ermittelten TNZ

In der vorliegenden Studie wurde fiir die 24-h-TNZ bei ad libitum gefiitterten adulten
C57Bl/6J-Méiusen ein T,-Bereich zwischen 32 und 34°C ermittelt. Dieser T,-Bereich liegt
klar iiber der verschiedentlich bei Untersuchungen an adulten C57Bl/6J-Miusen als
thermoneutral erachteten T, von 29-30°C (Hoffmann-Go6tz und Keir 1985 & 1986, Talan et
al. 1996), wobei jedoch von den Autoren keine Begriindung fiir die Hohe der verwendeten
T, angegeben wird. Wenngleich der Grund fiir die von Boss et al. (1998) verwendete
thermoneutrale T, von 33°C nicht weiter hinterfragt werden konnte, dient diese Studie
dennoch als weiteres Beispiel fiir die Verwendung einer T,, die unmittelbar unterhalb der
OKT der in der vorliegenden Untersuchung ermittelten TNZ liegt und somit einen

geringstmdglichen thermoregulatorischen Energieverbrauch gewihrleistet.

In stammesiibergreifenden Studien an adulten Miusen reichten die als TNZ betrachteten T,
von 24°C bei Hausmiusen (Bronson et al. 1991) bis zu 35°C bei dem transgenen uncoup-
ling protein-diphtheria toxin A chain (UCP-DTA)-Miusestamm mit genetisch bedingter
Adipositas (Melnyk et al. 1997), wobei 33°C die am héufigsten als thermoneutral
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betrachtete T, darstellt (Stanier 1977, Trayhurn 1979, Desautels et al. 1986, Patel et
al. 1987, Himms-Hagen und Villemure 1992, Kozak et al. 1994). Prinzipiell miissen als
mogliche EinflussgroBen auf die TNZ Unterschiede zwischen den Zuchtstimmen in
Betracht gezogen werden, so dass diese Untersuchungen nicht direkt mit den Ergebnissen
der vorliegenden Studie vergleichbar sind. Allerdings liegt die Ursache fiir diese dufBerst
verschiedenen Literaturbefunde wahrscheinlich weniger in Stammesunterschieden als in
methodischen Unterschieden. So wurden héufig die in vorhergehenden Studien verwendete
T, ohne Kenntnis der Methode ihrer Bestimmung {ibernommen. Zum anderen ergeben sich
Probleme durch die, aufgrund des Fehlens einer klaren Definition, kontroverse
Interpretation der Bedingungen bei der Bestimmung der TNZ. Da in nahezu allen Studien
an kleinen Nagern zur Vermeidung eines gedrosselten Hungerstoffwechsels auf eine
mehrstlindige Fastenzeit vor der Bestimmung der MR verzichtet wurde, bestehen die
Unterschiede dabei vor allem im Zeitpunkt der Bestimmung der minimalen RMR, die
teilweise tageszeitunabhidngig (Trayhurn und James 1978, Trayhurn 1979) und teilweise in
der circadianen Ruhephase (Selman et al. 2001, Haim und Zisapel 1999, Marhold und
Nagel 1994) ermittelt wurde. Dabei ist zu beachten, dass die minimale RMR als alleiniges
Kriterium fir die Bestimmung der T, mit dem geringsten thermoregulatorischen
Energiebedarf nicht ausreicht, da Schwankungen im Bereich der minimalen thermo-
regulatorischen Aktivitdt im circadianen Rhythmus so nicht erfasst werden. Der aufgrund
dessen in der vorliegenden Untersuchung eingefiihrte Begriff der 24-h-TNZ, zu dessen
Bestimmung die Auswertung von ADMR sowie der Tagesmaxima und -minima
herangezogen wurden, wird durch Untersuchungen von Mount (1971) gestiitzt, in denen
sowohl die UKT als auch die OKT bei Albino-Méusen anhand eines Anstieges der RMR
ermittelt werden konnten, die RMR jedoch im Vergleich zu der fiir Energiebilanz-

Untersuchungen relevanten ADMR erheblich niedriger lag.

Der Hysteresis-Effekt, der sich bei nahezu allen bei 34°C bestimmten Parametern zeigte
und einen Nebenbefund dieser Studie darstellte, weist auf eine rasche Adaptation an die
zuvor eingestellte T, hin. Dabei zeigt sich bei dem in aufsteigender T,-Folge ermittelten
34°C-Wert eine deutlich negative Energiebilanz, da die MR in beinahe allen
Auswertungsformen im Vergleich zu den in absteigender Folge ermittelten Werten hoher
ist, obwohl sich die Futteraufnahme genau umgekehrt verhilt. In diesem Zusammenhang
gehen Fervik et al. (2001) davon aus, dass durch die Testung verschiedener T, in

zufdlliger Reihenfolge ein Hysteresis-Effekt vermieden werden kann. Die eigenen Befunde
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deuten jedoch darauf hin, dass neben der Dauer der zuvor eingestellten T, auch die Lange
des Adaptationszeitraumes nach einer T,-Anderung eine groBe Rolle fiir die Ausprigung
eines Hysteresis-Effektes spielt. Dabei stellt der innerhalb dieser Untersuchung bei
Verinderung der T, verwendete noch relativ kurze Eingewohnungszeitraum von 3
Stunden, der von der Auswertung unberiicksichtigt blieb, im Vergleich zu anderen
Literaturbefunden, bei denen der Adaptationszeitraum nur 30 bis 60 min betrdgt (Redman
et al. 1999, Speakman und Rossi 1999, Selman et al. 2001, Mount 1971), bereits eine
Verbesserung dar. Der beobachtete Hysteresis-Effekt zeigt jedoch, dass es trotzdem noch
zu einer Beeinflussung der MR wihrend des Messzeitraumes durch die zuvor eingestellte

T, kommt.

4.1.2 Die UKT als untere Grenze der Zone des minimalen thermoregulatorischen

Energieaufwandes

Aufgrund der Definition der TNZ als einen Bereich mit minimalem thermoregulatorischen
Energieaufwand (Kleiber 1961) wurde als Kriterium fiir die Bestimmung der UKT die Er-
héhung der MR (Hart 1971, Withers 1992, Marhold und Nagel 1994) infolge einer erh6h-
ten Warmeproduktion durch Zittern, zitterfreie Thermogenese oder gesteigerte Aktivitit
(Jansky 1973) verwendet. Die in der vorliegenden Untersuchung anhand des bei 29°C
beobachteten, signifikanten Anstieges des Tagesminimums der MR festgelegte UKT
zwischen 29 und 31°C befindet sich am oberen Ende des von Lacy und Lynch (1979)
sowie Speakman und Rossi (1999) bestimmten UKT-Bereiches von 25-30°C fiir behaarte
Wildtyp-Maéuse, sowie des von Gordon (1993) anhand vorhergehender Studien postulierten
T,-Bereiches von 28-30°C. Eine von Selman et al. (2001) ermittelte UKT fiir Wildtyp-
Maiuse von 28°C lag dagegen bei einem vergleichsweise niedrigen Wert. Dabei muss
jedoch darauf hingewiesen werden, dass das Ergebnis der letztgenannten Studie aufgrund
eines methodisch nicht nachvollziehbaren Vergleiches zwischen zwei willkiirlich ge-
wihlten T, kritisch beurteilt werden muss. In einer von Herrington (1940) durchgefiihrten
Untersuchung konnte die UKT aufgrund von zwischen 31 und 32°C fehlenden Daten nur
relativ ungenau zwischen 30 und 33°C eingegrenzt werden. Allerdings wurden in dieser
Studie bereits 6 Stunden fiir die Messung der MR bei jeweils einer T, verwendet, also eine
wesentlich lingere Zeitspanne als in den meisten Folgestudien. Da Ziel der Bestimmung
der 24-h-TNZ die Ermittlung der Zone des geringsten thermoregulatorischen Aufwandes in
Langzeitstudien war, kann davon ausgegangen werden, dass die in der vorliegenden
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Untersuchung anhand von Messungen der MR {iber 2-5 Tage bei gleicher T, ermittelte

UKT ein zuverldssigeres Ergebnis darstellt als in Kurzzeitmessungen ermittelte Werte.

4.1.3 Die OKT als Grenzwert fiir das Einsetzen von Hitzestress

Vor der Selektion von Kriterien zur Bestimmung der OKT muss darauf hingewiesen
werden, dass die hiufig verwendete Annahme eines Anstiegs der MR bei Uberschreiten
der OKT (Mount 1971, Withers 1992, Eckert 1993, Gordon 1993, Marhold und Nagel
1994, Fervik et al. 2001) bei kleinen Nagetieren kritisch zu betrachten ist, da bei ihnen die
regulatorische Erhdhung der evaporativen Warmeabgabe iiber das Befeuchten des Haar-
kleides mit Speichel erfolgt (Gordon 1993), diese Warmeabwehrreaktionen jedoch erst
kurz vor Beginn einer Hitzestress-bedingten Agonie einsetzt. In der vorliegenden Studie
trat diese Verhaltensweise auch bei einer T, von 36°C nicht auf. Wie vorhergehende
Untersuchungen belegen, besteht jedoch andererseits auch bei Nagetieren die Moglichkeit,
hohe T, mit Hilfe einer iiber kurze Zeitrdume kompensatorisch erhohten Korperkern-
temperatur (T.) kurzfristig zu tolerieren (Hart 1971, Hu et al. 1996). Weiterhin zeigt die
vorliegende Arbeit, dass der hier untersuchte C57Bl/6J-Méusestamm in der Lage ist, der
ansteigenden T, mit einer Erniedrigung der ADMR zu begegnen. Da also einsetzender
Hitzestress nicht zwangsldufig mit einer Erhéhung der MR einhergeht, stellt der Verlauf
der MR kein verléssliches Kriterium fiir die Festlegung der OKT dar (Gordon 1993), so
dass in der vorliegenden Studie die T,-abhingigen Verldufe von Futteraufnhahme und
Korpermasse als zusétzliche physiologische GroBen fiir das Einsetzen von Hitzestress

(Mitchell und Carlisle 1992) verwendet werden.

Oufara et al. (1987) ermittelten die OKT bei 40 g schweren, weissen (OF1-) Méusen,
analog zu der Definition des Glossary of terms for Thermal Physiology (2001), aufgrund
eines Anstiegs der evaporativen Wiarmeabgabe bei einer T, von 26°C, bei der sich die MR,
die erst bei Erreichen von 30°C anstieg, noch in ithrem Minimum befand. Die Tiere der
genannten Studie waren jedoch fast doppelt so schwer wie die hier verwendeten Tiere,
zudem fehlen Angaben iiber Dauer und Reihenfolge der T,-Expositionen. Insbesondere
erfolgte die Messung der genannten Parameter in der Dunkelheit, ohne dass jedoch klar-
gestellt wurde, ob sich die Tiere zum Zeitpunkt der Messung in ihrer circadianen Licht-
oder Dunkelphase befanden. Bereits 1973 wies Mount auf diese Probleme hin, die sich

durch uneinheitliche methodischen Verfahren zur Bestimmung der OKT ergeben und auf
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die damit verbundenen Schwierigkeiten bei der Interpretation von Ergebnissen. Folglich ist
die in vielen Studien vorkommende Verwendung von bereits in vorhergehenden
Untersuchungen ermittelten oberen Grenzwerten der TNZ ohne Kenntnis der

methodischen Vorgehensweise problematisch.

Die in der vorliegenden Untersuchung anhand eines rapiden Abfalls der Futteraufhahme
bei 36°C und einer davon nachhaltig beeinflussten Korpermasse ermittelte OKT zwischen
35 und 36°C liegt im Vergleich zu der von Mount (1971) postulierten OKT von 30-32°C
bei Albino-Méusen deutlich hoher. Dabei ist allerdings hervorzuheben, dass zum einen die
hier untersuchten Tiere bereits langfristig an T, von 30°C und mehr adaptiert waren. Zum
anderen ist die von Mount anhand eines deutlichen Anstiegs der MR bei einer T,-
Verdnderung von 30 auf 32°C ermittelte OKT insofern kritisch zu beurteilen, als die bei
32°C ermittelten Werte zur Vermeidung einer Hyperthermie auf ein Messintervall von nur
5 Stunden beschrinkt sind, wihrend die bei T, unterhalb von 32°C ermittelten Werte auf
einem Messintervall von 24 Stunden basieren. Folglich findet unter diesen Voraus-
setzungen ein strenggenommen nicht zuldssiger Vergleich zwischen der ADMR und
unabhingig vom circadianen Rhythmus ermittelten Daten der MR statt. Weiterhin gelang
es auch Marhold und Nagel (1994), unter Registrierung der Herz- und Atemfrequenz sowie
der T., bei Uberschreiten der OKT zwischen 32,5 und 35°C einen Anstieg der BMR bei
Ratten nachzuweisen, die ebenfalls das nagetierspezifische Befeuchten des Haarkleides
zeigen. Dabei ist ein Vergleich von Ratten und Méusen aufgrund der tierartspezifisch
unterschiedlichen Gréfe jedoch sehr problematisch, da davon auszugehen ist, dass die
TNZ der Ratte deutlich niedriger liegt. So kann auch bei den hier untersuchten Méusen bis
zu einer T, von 36°C kein Anstieg der MR verzeichnet werden, obwohl die Futterauf-
nahme und die Kérpermasse eindeutig auf das Uberschreiten der OKT hinweisen. Die
vorliegende Studie liefert damit klare Hinweise fiir die Notwendigkeit des Einbeziehens
von erginzenden Kriterien der Verhaltensphysiologie (Cabanac 1972, Astrand und
Rodahl 1986) zur Bestimmung der OKT. Untersuchungen, die sich ausschlielich auf die
Messung der MR beschrianken, konnen somit das Fehlen von einsetzendem Hitzestress als
eine wichtige Voraussetzung nicht gewihrleisten. Zudem weist der Vergleich der eigenen
Messungen mit Literaturbefunden deutlich auf die Problematik hin, die in der Verwendung
von Kurzzeitmessungen zur Ermittlung der Obergrenze der Zone des geringsten

thermoregulatorischen Aufwandes fiir Langzeit-Energiebilanzstudien besteht.
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4.1.4 Einfluss einer limitierten Fiitterung auf die TNZ von C57Bl/6J-Miusen

In der Literatur kommt die Verkniipfung einer thermoneutralen T, mit einer limitierten
Fiitterung dusserst selten vor. Bei der von Williams et al. (2002) verwendeten, thermo-
neutralen T, von 30°C bei ménnlichen, 25 Wochen alten C57B1/6J-Miusen mit limitiertem
Futterzugang, die 60% der Futtermenge von ad libitum gefiitterten Tieren bei gleicher T,
erhielten, wurde als thermoneutrale T, die von ad libitum gefiitterten Tiere verwendet. Da
Maiuse mit limitiertem Futterzugang unter Kéltebelastung torporartige Absenkungen ihrer
MR zeigen, diese jedoch bei der verwendeten T, von 30°C nicht auftraten, obwohl die
Tiere im Vergleich zur ad libitum-Fiitterung eine signifikante Reduktion der Korpermasse
zeigten, ist davon auszugehen, dass die in der genannten Untersuchung fiir ad libitum
gefiitterte Tiere postulierte thermoneutrale T, auch bei limitierter Fiitterung in der TNZ der
Tiere lag. Die absolute Futteraufnahme dieser Tiere liegt jedoch mit ca. 2,7 g ungeféhr
doppelt so hoch wie die in der vorliegenden Untersuchung verwendete von 1,3 g (70% der
von den gleich alten ad [libitum gefiitterten Tieren bei gleicher T, aufgenommenen
Futtermenge), wobei die Autoren die Menge von 2,7 g bei einem Energiegehalt des Futters
von 13,8 kJ/g als moderate Futterlimitierung bezeichnen. Als eine mogliche Ursache fiir
diese deutlich hohere verabreichte Futtermenge ist die Verwendung einer um 4°C
niedrigeren T, allein nicht ausreichend. Die bei 30°C von Williams et al. (2002) fiir die
Kontrolltiere angegebene Futtermenge von ca. 4,7 g liegt jedoch sowohl im Vergleich zu
einer von Wildtyp-Méusen unter thermoneutralen Bedingungen (35°C) aufgenommenen
Futtermenge von 2,8 g (Melnyk und Himms-Hagen 1998) als auch zu der in der
vorliegenden Studie bei 34°C ermittelten Futteraufnahme von ca. 1,8 g, unverhiltnisméafig
hoch und entspricht eher den bei normalen Haltungstemperaturen ermittelten Werten
anderer Studien (Blackwell et al. 1995, Masuzaki et al. 1999), was auf die Existenz von
methodischen Problemen hindeutet. Diese konnten unter Umsténden in einer fehlerhaften
Registrierung der téglichen Futteraufnahme aufgrund eines Substanzverlustes liegen.
Weiterhin kann die Verwendung von méannlichen Tieren durch die geschlechtsspezifisch
groBBere Korpermasse eine hohere Futterautnahme zur Folge haben, allerdings bei Tieren
mit einer Kdrpermasse von ca. 29 g kaum in dem angegebenen Ausmall. Hinweise auf
individuelle und gruppenspezifische Unterschiede in Gewicht und Futteraufnahme, die im
Rahmen der vorliegenden Studie bei Tieren gleichen Alters und Geschlechts gefunden
wurden, unterstreichen die Komplexitidt der Frage nach einer geeigneten limitierten

Futtermenge.
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Eigene Befunde bei weiblichen, 15-23 Wochen alten C57Bl/6J-Méausen konnten aufgrund
eines signifikanten Anstieges des Tagesminimums der MR eine T, zwischen 30 und 32°C
als UKT fiir die Tiere mit limitiertem Futterzugang festlegen. Da sich anhand der zur
Verfligung stehen Parameter jedoch kein Hinweis auf das Erreichen der OKT innerhalb des
untersuchten T,-Bereiches ergab, wurde bei nachfolgenden Untersuchungen 34°C als
thermoneutraler Wert verwendet als die hochste T,, bei der sich sowohl bei ad libitum als

auch bei limitiert gefiitterten Tieren noch keine Hinweise auf Hitzestress ergeben.

4.2 METHODISCHE UBERLEGUNGEN ZU DEN IN DEN VERSUCHSREIHEN

VERWENDETEN EXPERIMENTELLEN ANSATZEN

4.2.1 Definition und methodische Ansitze fiir die Futterlimitierung

Da Nahrungsknappheit zu den natiirlichen Lebensbedingungen von Tieren gehort und eine
daraus resultierende voriibergehend negative Energiebilanz einen relevanten Faktor fiir die
Modifikation von Leptineffekten darstellen konnte, beriicksichtigt die vorliegende Studie
bei Langzeit-Leptinbehandlungen neben der ad [libitum Fiitterung auch den limitierten
Futterzugang. Die Interpretation des Begriffs , limitierter Futterzugang® fillt in vorher-
gehenden Studien duBerst unterschiedlich aus, da einheitliche Beurteilungskriterien fiir

eine angemessene Reduktion der Futtermenge fehlen.

Ein moglicher Ansatz bestand in vielen Untersuchungen darin, dass C57Bl/6-Méuse mit
limitiertem Futterzugang lediglich einen willkiirlich festgelegten Prozentsatz von 60-70%
der Futtermenge ihrer ad libitum gefiitterten Kontrolltiere erhalten (Guenounou et al. 1978,
Goodrick und Nelson 1989, Blackwell et al. 1995, Masuzaki et al. 1999, Yamamoto et al.
2000). Die Korpermasse der Tiere als beeinflusste Grofie bleibt dabei unberiicksichtigt. Im
Gegensatz dazu steht bei Cabib und Bonaventura (1996) im Rahmen von verhaltensphysio-
logischen Untersuchungen an C57B1/6-Méusen als Kriterium nicht die verabreichte Futter-
menge, sondern eine im Vergleich zu den ad libitum gefiitterten Tieren geringere Korper-
masse (ca. 15%) im Vordergrund. Dabei wird die den Tieren zugeteilte Futtermenge
jedoch nicht angegeben. Einer von den vorherigen Befunden deutlich abweichende
Interpretation des Begriffs der Futterlimitierung folgen Nelson et al. (1985) mit einem bei

Maiusen angewandten Fiitterungsschema, bei dem kontinuierlich auf den 24-stiindigen
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Zugang zu einer unbegrenzten Futtermenge eine 24-stiindige Fastenperiode folgt, wobei
sich die Korpermasse der Tiere mit limitiertem Futterzugang im Vergleich zu ihren ad
libitum gefiitterten Kontrolltieren um 20% reduziert. Ein dhnlicher Ansatz wird in einer
Studie an C57Bl/6-Médusen verwendet, wobei den Tieren hier téglich nur 4 Stunden Zu-
gang zu einer unbegrenzten Futtermenge in ihrer circadianen Ruheperiode gewéhrt wird
(Ahima et al. 1998). Da jedoch in der letztgenannten Untersuchung die Futterauthahme der
Tiere nach anfanglicher Reduktion sogar iiber der ihrer ad libitum gefiitterten Kontrolltiere

liegt, wird die Problematik der Bezeichnung ,limitierter Futterzugang® hier besonders

deutlich.

In der vorliegenden Studie ergeben sich die Bewertungskriterien fiir die Verabreichung
einer angemessenen Futtermenge bei Thermoneutralitit durch eine Kombination und
Modifizierung der zuvor erwihnten Kriterien. Und zwar wurden sowohl eine im Vergleich
zu den Kontrolltieren reduzierte Futtermenge (-30%), wie deren vollstindige Aufnahme
und das Erreichen einer fiir adulte Méuse im unteren physiologischen Grenzbereich
liegenden konstanten Korpermasse als Kriterien verwandt. Die eigenen Untersuchungen
filhrten auf diese Weise zu einer Korpermasse der limitiert gefiitterten Tiere, die ca. 20%
unter der ad libitum gefiitterter Tiere lag. Die in der vorliegenden Studie verwendete
prozentuale Futterreduktion auf ca. 70% der von den zugehdrigen Kontrolltieren aufge-
nommenen Menge stimmt gut mit bisherigen Literaturbefunde bei adulten C57Bl/6-
Maiusen bei den tiiblichen Haltungstemperaturen von 22-25°C iiberein (Goodrick und
Nelson 1989, Blackwell et al. 1995, Masuzaki et al. 1999, Yamamoto et al. 2000). Zudem
wurden auch bei einer, laut Angaben der Autoren unter thermoneutralen Bedingungen
(30°C) durchgefiihrten Studie (Williams et al. 2002), in der die Tiere mit limitiertem
Futterzugang 60% der Futtermenge ihrer Kontrolltiere erhielten, dhnliche Kriterien
verwendet. Ein direkter Vergleich der Absolutwerte der Futteraufnhahme zwischen den
eigenen Befunden (1,3 g) und den bei iiblichen Haltungstemperaturen ermittelten Werten
zwischen 2 und 3 g ist jedoch aufgrund des mit steigender T, sinkenden Futterbedarfes
(Bouali et al. 1995, Melnyk und Himms-Hagen 1998) nicht aussagekriftig. Weiterhin ist
zu beachten, dass bei den als Vergleichswerte fiir die vorliegende Studie verwendeten
Daten von BalbC-Méusen bei normalen Haltungstemperaturen (Doring 2000) die verab-
reichte Futtermenge der limitiert gefiitterten Tiere nur auf ca. 85% der ad libitum
gefiitterten Gruppe beschriankt wurde. Unter diesen Bedingungen wurde dabei mit -15%

eine dhnlich starke Reduktion der Korpermasse beobachtet wie in der vorliegenden Studie.
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Allerdings betrdgt die absolute Futterreduktion im Vergleich zu der ad libitum gefiitterten
Gruppe bei den BalbC-Maiusen mit limitiertem Futterzugang bei normalen Haltungs-
temperaturen ca. 6,5 kJ/d, wihrend diese in der vorliegenden Studie aufgrund des unter
thermoneutralen Bedingungen niedrigen Ausgangswertes nur einen Wert von ca. 5,5 kJ/d
erreicht. Die Variabilitdt in den Festlegungskriterien fiir das Ausmal} der Futterlimitierung
bei den verschiedenen T, die bisher untersucht wurden, sowie eventuell auftretende
Unterschiede zwischen den verwendeten Tierstimmen lassen allerdings weitere Unter-

suchungen wiinschenswert erscheinen.

4.2.2 Wahl von Applikationsart und Dosierung bei der Leptinbehandlung

Die in der vorliegenden Untersuchung verwendete Leptinapplikation, bei der die Tiere
zweimal téglich subkutan behandelt wurden, wurde zum direkten Vergleich der eigenen
Befunde mit Ergebnissen aus vorherigen Untersuchungen gewéhlt, in denen ebenfalls
periphere Leptingaben als Bolus erfolgten (Van Heek et al. 1997, Halaas 1997, Doring
2000, Lin et al. 2000). Die Wahl der subkutanen Applikation erfolgte aufgrund einer
wesentlich geringeren Stress-Belastung der Tiere bei gleicher Effizienz im Vergleich zu
intravendsen (i.v.) oder i.p. Injektionen (Ddring 2000). Allerdings erlauben Bolusinjek-
tionen im Gegensatz zu osmotischen Mini-Pumpen, die eine kontinuierliche Verdnderung
des Plasmaleptinspiegels bewirken, keine sinnvollen Aussagen iiber wirksame Leptin-
spiegel, so dass die Wahl einer auf zwei Einzelinjektionen verteilten Tagesdosis von
200 pmol-g™'-d™", die sowohl fiir die ein- als auch fiir die zehntigigen Leptinbehandlungen
verwendet wurde, auf den Ergebnissen einer vorhergehenden Untersuchung der Dosis-
Wirkungsbeziehung wihrend Kurz- und Langzeit-Leptinbehandlungen (Ddring et al. 1998)
basiert. Innerhalb dieser Studie wurde bereits bei einer einmaligen Dosis von
20 pmol-g'-d” eine signifikante Reduktion der Futteraufnahme bei Wildtyp-Miusen ver-
zeichnet, durch eine Verteilung der Tagesdosis auf zwei Einzelinjektionen pro Tag kam es
bei allen untersuchten Dosierungen zu einer Effektivitdtssteigerung der Leptinwirkung
(Pelleymounter et al. 1995, Doring 2000). Da sich in der Literatur angegebene, bereits im
pharmakologischen Bereich liegende Dosierungen bei Maiusen zwischen 120 und
600 pmol-g’-d"' (Lin et al. 2000, Van Heek et al. 1997) auch bei Zugang zu
hochkalorischer Zusatznahrung als wirksam erwiesen, kann die gewihlten Dosis von

200 pmol-g™'-d™" als ausreichend wirksam eingestuft werden, zumal durch die Verteilung
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der Dosis auf zwei Einzelinjektionen von einer Steigerung der Leptinwirksamkeit

auszugehen ist.

4.2.3 Beurteilung des Leptineffekts

Die Beurteilung des Leptineffekts erfolgt in Abhéngigkeit von der Behandlungsdauer unter
Verwendung zweier verschiedener Auswertungsverfahren. Dabei wurde bei eintdgigen
Behandlungen unter ad [libitum Fiitterung, bei denen kein messbarer Effekt auf die
Korpermasse zu erwarten ist, der Leptineffekt anhand der Futteraufnahme bewertet. Zu
diesem Zweck wurde der Futterwert eines jeden behandelten Tieres am Effekttag unter
Beriicksichtigung von bereits bestehenden Unterschieden aus dem eigenen jeweils
zweitdgigen Vor- und Nachlauf korrigiert und als Differenz zum Mittelwert der Kontroll-
tiere ausgedriickt. Dieses Auswertungsschema setzt ein Auftreten der anorektischen
Leptinwirkung innerhalb von 24 Stunden, also an dem der Injektion folgenden Effekttag,
voraus, wie in einer vorhergehenden Untersuchung mit dieser Dosierung gezeigt wurde
(Doring 2000). Anhand der von Déring (2000) durchgefiihrten Studie konnte weiterhin ein

kompensatorischer Anstieg der Futteraufnahme im Nachlauf ausgeschlossen werden.

Die quantitative Beurteilung der Leptinwirkung bei einer 10-tdgigen Behandlung wihrend
ad libitum und limitierter Fiitterung erfolgte, um dem energetischen Aspekt einer Langzeit-
Leptinbehandlung Rechnung zu tragen, anhand von Unterschieden in der Korperfettmasse
zwischen behandelten und Kontrolltieren, die sowohl auf Verdnderungen im zeitlichen
Mittels der Futteraufnahme als auch der ADMR basieren. In dem 10-tdgigen Behandlungs-
zeitraum kommt es dabei zu einer Addition von kleinen, nicht signifikanten Verdnde-
rungen in diesen Effektorsystemen (Eiden et al. 2000), die sich letztendlich auf den
Korperfettgehalt auswirken. Eine Besonderheit stellt eine 10-tigige Leptinbehandlung
wihrend hochkalorischer Zusatzfiitterung bei Versuchsgruppe G dar, bei der aufgrund des
relativ hohen Tieralters in Kombination mit der didtetischen Vorgeschichte der Tiere auf
eine Auswertung der quantitativen Leptinwirkung anhand von Verdnderungen der Korper-
zusammensetzung verzichtet wurde. In diesem Fall wurde die mittlere Abweichung der
Futteraufnahme vom Mittelwert der Kontrolltiere als Mal} fiir die Leptinwirkung
verwendet, wobei sowohl die Gesamtenergieaufnahme als auch die Aufnahme der ver-
schiedenen Futtersorten separat analysiert wurden. Die Verwendung der Korpermasse als

eine leicht messbarer Grof3e ist insofern problematisch, da es ausschlieBlich bei ad libitum
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gefiitterten Méusen zu einem nachweisbaren Leptineffekt auf diesen Parameter kommt

(vgl. 4.2.1).

4.2.4 Problematik der Versuchsgruppen-spezifischen Unterschiede

Das in 2.7.2 beschriebene Auswertungsschema ermdglicht aufgrund der Normierung von
individuellen Ergebnissen durch die von den jeweiligen Kontrolltieren aufgenommenen
Futtermenge und das Einbeziehen von Vor- und Nachlauf sowohl den gruppeninternen als
auch den gruppeniibergreifenden Vergleich von Ergebnissen eintdgiger Leptinbehand-
lungen. Durch Differenzbildung zum Mittelwert der Kontrolltiere wurden ebenso bei den
10-tdgigen Leptinbehandlungen anfiangliche Gruppenunterschiede in der Korperzusam-
mensetzung relativiert. Diese Vorgehensweise war vor allem von Belang, da die aus einer
externen Zucht stammenden verwendeten Tiere bereits im Rahmen von Vorversuchen
deutliche Unterschiede in der Korperfettmasse von bis zu 1,5 g bei einer mittleren
Absolutfettmasse von ca. 2,3 g zeigten (I. Schmidt, unveroffentlichte Ergebnisse). Dieser
Befund initiierte die Verwendung von Wurfgeschwistern zur Steigerung der Homogenitét
der gruppeninternen Ausgangsbedingungen, die jedoch in der vorliegenden Studie zu
einem relativ spiten Zeitpunkt und somit ausschlielich bei zwei Versuchsgruppen zum
Einsatz kam. Gleichzeitig erfolgte aufgrund des Auftretens von starken gruppenspezi-
fischen Schwankungen der Ausgangsbedingungen die quantitative Auswertung von
Absolutwerten innerhalb einer Versuchsreihe ausschlielich unter Einbeziehen des Faktors
Versuchsgruppe, so dass ein statistischer Vergleich zwischen Tieren der ad /ibitum und der

limitiert gefiitterten Versuchsreihe nicht moglich war.

Da in einer parallel angefertigten Diplomarbeit’ ein bisher nur bei Ratten nachgewiesener
Verlust der Leptinresponsivitit in Zusammenhang mit einem Korpermasseanstieg ab
einem gewissen Alter (Shek und Scarpace 2000, Scarpace und Tiimer 2001) auch bei
C57Bl/6J-Midusen im Alter von etwa 30 Wochen beobachtet wurde, beschrinkt sich die
Auswertung der Leptinresponsivitit und des Koérpermasseverlaufes zur Vermeidung von

Uberlagerungen verschiedener Faktoren auf ein Tieralter bis zu 27 Wochen.

’ Quelle: Diplomarbeit C.Daniel, Fachbereich Haushalts- und Erndhrungswissenschaften, Universitédt Giefen,
2002
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4.3 AUSWIRKUNGEN EINER THERMONEUTRALEN UMGEBUNGS-
TEMPERATUR AUF LANGZEIT-LEPTINEFFEKTE BEI AD LIBITUM ODER

LIMITIERTER FUTTERUNG

4.3.1 Die Korperfettmasse als Ma@ fiir die Leptinwirkung

In der Literatur werden bei Leptinbehandlungen hdufig Verdanderungen der Korpermasse
zur Beurteilung von  Leptineffekten herangezogen (Halaas et al. 1997,
Pelleymounter 1997). Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte zwar prinzipiell gezeigt
werden, dass in beiden Fiitterungsgruppen analog zur Verdnderung der Korpermasse
Veridnderungen der Feuchtmasse auftraten. Dies zeigt, dass die Modifikation der Korper-
masse in einer verdnderten Korperzusammensetzung begriindet ist und Differenzen
aufgrund eines unterschiedlichen Fiillungszustandes des Magen-Darm-Traktes in der vor-
liegenden Untersuchung keine Rolle spielten. Trotzdem muss betont werden, dass sich bei
ausschlieBlicher Betrachtung der Koérpermasse nur bei den ad libitum gefiitterten Méausen
ein Leptineffekt nachweisen liel, wihrend Miuse mit limitiertem Futterzugang keinerlei
Veranderungen dieses Parameters zeigten, obwohl sie eine deutliche Reduktion der
Korperfettmasse aufwiesen. Aufgrund dieser bereits von Doring (2000) bei normalen
Haltungstemperaturen angesprochene Problematik ist somit die Verwendung der Korper-

masse als ein MaB fiir die Leptinwirkung nicht verldsslich.

4.3.2 Bestehen temperaturabhingige Unterschiede in der Leptinwirkung auf die

Korperzusammensetzung?

Wird dagegen in Anlehnung an vorhergehende Studien (Pelleymounter et al. 1995, Déring
et al. 1997, Stehling et al. 1997, Doring 2000, Eiden 2002) die Korperfettmasse als
BezugsgroBe fiir die Leptinwirkung verwendet, zeigt sich in der vorliegenden Unter-
suchung bei beiden Fiitterungsgruppen ein analoger Leptineffekt, da die Korperfettmasse
durch die 10-tigige Leptinbehandlung in beiden Féllen um ca. 1g reduziert wird.
Prozentual zu ihrem deutlich geringeren Ausgangswert betrachtet, erscheint diese
Fettmassen-Reduktion bei Tieren mit limitiertem Futterzugang jedoch etwas stéirker
ausgepragt (-30%) als bei ad libitum gefiitterten Tieren (-20%). Im Vergleich hierzu ergab
sich bei Doring (2000) unter Kaéltebelastung (24°C) bei beiden Fiitterungsbedingungen
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eine Reduktion der Korperfettmasse um 45%, wobei sich der deutlich groere prozentuale
Wert aus dem geringen Fettgehalt der Tiere bei niedrigerer T, erkldrt. Beim Vergleich der
energetisch relevanten Absolutwerte von 1,2 g vs. 0,8 g ergab sich dagegen bei 24°C ein
deutlich hoherer Wert fiir die Fettmassereduktion der ad libitum gefiitterten Tiere. Zum
jetzigen Zeitpunkt kann jedoch weder der prozentualen noch der absoluten Darstellungs-
form dieser Differenz der Vorzug gegeben werden. Da der in diesen Untersuchungen
verwendete Ansatz keine Ermittlung der Signifikanz der Unterschiede zwischen den
Fiitterungsgruppen erlaubt (vgl. 4.2.4), ist zudem eine Abwagung geringer Unterschiede in
den prozentualen Werten schwierig. Die hier vorliegenden Befunde zeigen jedoch klar,
dass zumindest bei Futterlimitierung keine gravierenden Unterschiede in der energetisch
relevanten Senkung der Korperfettmasse unter thermoneutralen Bedingungen im Vergleich
zu den Untersuchungen bei normaler Haltungstemperatur auftreten. Bei den ad libitum
gefiitterten Tieren deutet sich dagegen eine schwéchere Reaktion unter thermoneutralen
Bedingungen an, wobei aber die Differenz zu der bei Doring (2000) ermittelten Fettmasse-
reduktion von ca. 1,2 g zu gering ist, um angesichts der oben diskutierten Problematik von

Versuchsgruppenunterschieden deren Verschiedenheit zu sichern.

Die in der vorliegenden Untersuchung ausschlieBlich bei den ad libitum gefiitterten Tieren
auftretende Reduktion der FFDM steht im Einklang zu dem bereits in vorhergehenden
Studien diskutierten Einfluss der Leptinwirkung auf diesen Parameter (Halaas et al. 1995,
Kraeft et al. 1999, Doéring 2000, Rafael und Herling 2000, Chen und Heiman 2000, Eiden
2002). In diesem Zusammenhang muss jedoch betont werden, dass in der vorliegenden
Arbeit die Beeinflussung der FFDM im Gegensatz zu einem Grofteil der Literatur sogar
das Signifikanzniveau erreicht. Aufgrund der unter thermoneutralen Bedingungen bereits
initial &uBerst niedrigen Futteraufnahme wére es vorstellbar, dass nach der leptin-
induzierten Senkung der Futteraufnahme auf extrem niedrige Werte und der daraus
resultierenden Reduktion der Korperfettmasse mdoglicherweise ein Abbau von Proteinen
als Kompensationsversuch fiir den auftretenden Glukosemangel einsetzen konnte.
Andererseits muss trotz der festgestellten signifikanten Reduktion der FFDM, als einen
potentiellen sekunddren Leptineffekt, angesichts der geringen N-Zahl die Mdglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass die Differenz in der FFDM der Behandlungsgruppen
lediglich die starken Schwankungen der Ausgangskorperfettmasse und somit auch der

Ausgangs-FFDM-Masse bei ausgeglichener Korpermasse reflektieren konnte.
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Eine signifikante Erhohung der Korperwassermasse im Behandlungszeitraum bei Tieren
mit limitiertem Futterzugang, die bei Haltungstemperatur eine trotz der Reduktion der
Korperfettmasse konstant bleibende Korpermasse bedingt (Doring 2000) und auf einer
gesteigerten Wasseraufnahme sowie einer erhohten Harnretention beruhen konnte (Sivitz
et al. 1997), kann in der vorliegenden Studie allerdings nicht bestétigt werden. Jedoch die
auch hier nachgewiesene, wenngleich nicht signifikante Erhohung des Korperwassers der
Tiere fiihrt in Ubereinstimmung zu den Daten von Déring (2000) dazu, dass es parallel zu
der leptininduzierten Reduktion der Koperfettmasse nur zu einer minimalen, nicht signi-
fikanten Abnahme sowohl der K&rper- als auch der Feuchtmasse bei Tieren mit limitiertem

Futterzugang kommt, ohne dass sich eine Verdnderung der FFDM abzeichnet.

4.3.3 Effektorsysteme der Leptinwirkung und deren Modifikation bei Thermo-

neutralitit

Im Rahmen von Langzeit-Leptinbehandlungen mit pharmakologischen Dosen bei
Haltungstemperaturen konnte bisher in Abhédngigkeit von den Fiitterungsbedingungen
sowohl eine Modifikation der Energieaufnahme als auch der Energiedissipation
nachgewiesen werden (Doring 2000). Dabei wurde einerseits ein hemmender Leptineffekt
auf die Futteraufnahme bei ad libitum Fiitterung beschrieben (Campfield et al. 1995,
Halaas et al. 1995, Pelleymounter et al. 1995 & 1997, Doring 2000), andererseits erfolgte
bei Tieren mit limitiertem Futterzugang, die aufgrund ihrer Stoffwechselsituation eine
torporartige Drosselung der thermoregulatorischen Aktivitdit wihrend des circadianen
Minimums zeigten, die Vermittlung der Leptinwirkung ausschlieBlich iiber eine Dis-
inhibierung dieser torporartigen Absenkungen (Stehling et al. 1996, Doring et al. 1998).
Die eigenen bei thermoneutralen Bedingungen ermittelten Befunde stiitzen die Beob-
achtungen, dass in Abhéngigkeit vom Nahrungsangebot verschiedene Effektorsysteme zur
Regulierung des Korperfettgehaltes bei Wildtyp-Mausen aktiviert werden, da auch hier die
behandelten ad [libitum gefiitterten Tiere eine signifikante Reduktion ihrer Energie-
aufnahme zeigen, wihrend bei den behandelten Tieren mit limitiertem Futterzugang ein
signifikanter Anstieg der MR im Vergleich zu ihren Kontrolltieren verzeichnet wird. In
diesem Zusammenhang muss allerdings nochmals auf die oben diskutierte Problematik der
angemessenen und moglichst standardisierten Futterlimitierung bei verschiedenen T,

hingewiesen werden, die die Voraussetzung fiir das Eintreten einer Stoffwechselsenkung
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bei den limitiert gefiitterten Tieren als entscheidende Bedingung fiir das Sichtbarwerden

eines Stoffwechseleffektes darstellt.

4.3.3.1 Veranderung der Futteraufnahme und der Energieabgabe durch Leptinbehandlung

bei ad libitum gefiitterten Tieren unter thermoneutralen Bedingungen

In Anbetracht der von Doring (2000) bei normalen Haltungstemperaturen ermittelten
Ergebnisse bei gleicher Leptindosis deuten die Befunde der vorliegenden Untersuchung bei
ad libitum gefiitterten Tieren auf eine Reduzierung des Leptineffektes auf den Korperfett-
gehalt bei Thermoneutralitit hin. Dagegen ist die Senkung der absoluten Futteraufnahme
bei beiden T, anndhernd gleich. Die im Verhiltnis zu der drastischen Leptinwirkung auf
die Futteraufnahme nur moderate und nicht signifikante Modifikation der Kdrperfettmasse
bei ad libitum Fitterung konnte folgende, nicht notwendigerweise alternative Griinde
haben: Zum einen kdnnte es bei der Bestimmung der Futteraufnahme zu einer Verzerrung
der tatsdchlich aufgenommenen Futtermenge aufgrund eines Substanzverlustes durch
Kriimeln gekommen sein. Dabei konnen sowohl Unterschiede im durchschnittlichen
Fressverhalten einzelner Versuchsgruppen als auch eine Erhdhung des Substanzverlustes
aufgrund von wachsendem Hitzestress mit ansteigender T, eine mogliche Fehlerquelle fiir
die Bestimmung der T,-abhidngigen Futteraufnahme darstellen. Zur zukiinftigen
Eliminierung dieser moglichen Fehlerquelle wurden in 2.6.1 beschriebene Futterhalter
entwickelt, die jedoch erst in nachfolgenden Versuchsreihen verwendet wurden. Zum
anderen zeigte sich bei den aus externer Zucht stammenden Versuchstieren bereits in
Vorversuchen eine erhebliche Variabilitdt in der Korperfettmasse. Aufgrund dessen muss
bei der Auswertung dieser Bezugsgrofle beriicksichtigt werden, dass innerhalb der ver-
wendeten Versuchsgruppe nicht zwangsldufig von einer gleichen Ausgangsfettmasse
ausgegangen werden kann. Somit konnte eine nicht signifikante Reduktion der Kdorper-

fettmasse in der groBBen Streuung der Ausgangsfettmasse der Einzeltiere begriindet sein.

Weiterhin stellt die leichte Absenkung der MR bei den behandelten ad libitum gefiitterten
Tieren einen Nebeneffekt der gedrosselten Futteraufnahme dar, die vermutlich auf einer
verminderten obligatorischen didt-induzierten Thermogenese beruht (Girardier und
Stock 1983). Dieser Befund unterstreicht, dass es nicht zu einer leptinbedingten Steigerung
der sympathisch vermittelten Thermogenese iiber den Normalwert kommt (Schmidt et

al. 1997, Doring 2000), sondern der energetisch relevante Gesamtenergieumsatz der

101



DISKUSSION

behandelten ad libitum gefiitterten Tiere sogar eine leichte Reduktion aufweist, also ener-
getisch nicht zu der beobachteten Absenkung der Korperfettmasse beitragen kann. Dies
deckt sich auch mit Befunden von Déring (2000) bei ad libitum gefiitterten Tieren bei
24°C.

4.3.3.2 Das Auftreten torporartiger Zustinde bei Nagern und ihre Beeinflussung durch
Leptin in Abhéngigkeit von T, und Futtermenge

Die hier bei limitierter Fiitterung ermittelte signifikante Reduktion der Korperfettmasse bei
mit Leptin behandelten Tieren basiert analog zu den von Doring et al. (1998) bei normaler
Haltungstemperatur durchgefiihrten Untersuchungen ausschlielich auf einer Anhebung
der MR auf Normalniveau, ohne dass dabei der durchschnittlich von ad libitum gefiitterten
Kontrolltieren erreichte Wert {iberschritten wurde. Weiterhin zeigen vorhergehende
Studien, dass der Aufenthalt in einer thermoneutralen Umgebung bei jungen Ratten, jedoch
nicht bei sibirischen Hamstern oder Marsupaliern von dhnlicher Korpergrof3e (Sminthopsis
macroura), das Auftreten von torporartigen Zustdnden verhindert (Heldmaier et al. 1981,
Heldmaier et al. 1982, Niisslein-Hildesheim und Schmidt 1994, Schmidt et al. 1997, Song
et al. 1998). Das Auftreten von torporartigen Zustdnden, obwohl sich der energetische Auf-
wand zur Kélteabwehr unter thermoneutralen Bedingungen auf einem minimalen Niveau
befindet, deutet darauf hin, dass diese nicht nur auf einer Reduktion der thermoregula-
torischen Aktivitit beruhen. So konnte bei sibirischen Hamstern nachgewiesen werden,
dass eine geringe Tagesldnge (=Kurztag) selbst bei thermoneutralen T, Torpor auslost,
wiéhrend dieser bei einer Lichtphase von 16 Stunden (=Langtag) nicht auftritt
(Heldmaier et al. 1999). Energetische Kalkulationen basierend auf Untersuchungen der
Koérperzusammensetzung von Kurztag-Hamstern nach einer 10-tdgigen Behandlung mit
Leptin wiesen erstmals darauf hin, dass auch unter thermoneutralen Bedingungen eine
Leptin-induzierte Stoffwechseldisinhibierung auftreten konnte (Klingenspor et al. 2000).
Allerdings muss dazu ergidnzend erwidhnt werden, dass es bei Untersuchungen an
Hamstern, die unter dhnlichen Bedingungen nur 3 Tage lang mit Leptin behandelt wurden,
zundchst anhand der T, keinerlei Hinweise auf eine Verringerung der torporartigen Absen-

kungen der Stoffwechselrate gab (Schmidt et al. 1997).
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Im Gegensatz sowohl zu den eigenen Ergebnissen wie den Befunden von Klingenspor et
al. (2000) bei Hamstern stellten Stehling et al. (1997) im Rahmen von Langzeitbehand-
lungen bei juvenilen Ratten mit experimentell gleichgehaltener Nahrungsaufnahme bei
Thermoneutralitit einen Verlust der bei normalen Haltungstemperaturen auftretenden
Leptinwirkung fest. Juvenile Ratten zeigen jedoch torporartige Absenkungen der MR und
T, bei Kiltebelastung auch bei normalen Fiitterungsbedingungen (Stehling et al 1996).
Eine Untersuchung an juvenilen Ratten stellt somit nur einen inaddquaten Vergleich mit
den eigenen Befunden dar, da bei Méusen das Auftreten von torporartigen Zustdnden
ausschlieBlich bei limitiertem Futterzugang unter moderater Kéltebelastung beobachtet
wurde (Hudson und Scott 1979, Doéring et al. 1997), wéhrend diese bei thermoneutraler T,
trotz limitiertem Futterzugang nicht auftraten (Williams 2002). Bei der in der vorliegenden
Untersuchung unter thermoneutralen Bedingungen im Tagesmittel auftretenden Reduktion
der Stoffwechselrate bei Tieren mit limitiertem Futterzugang im Vergleich zu den ad
libitum gefiitterten Kontrolltieren ergab die Betrachtung des circadianen Verlaufes der MR
ebenfalls keinerlei Hinweise auf das Auftreten von torporartigen Stoffwechselabsenkungen
in den Ruheperioden. Dies wird dadurch unterstrichen, dass trotz der generell niedrigeren
MR unter thermoneutralen Bedingungen praktisch keine Werte unter 5 W/kg auftraten,
wihrend in den Untersuchungen bei 24°C ca. 10% der Werte der unbehandelten Tiere mit

limitiertem Futterzugang diesen Wert unterschritten.

In Ubereinstimmung mit dem von Déring (2000) bei normalen Haltungstemperaturen
gezeigten Tagesgang ergab sich dagegen bei den unbehandelten Tieren mit limitiertem
Futterzugang ein sehr steiler Abfall der MR nach dem Tagesmaximum. Die in den eigenen
Befunden gezeigte leichte, jedoch signifikante Erhohung der mittleren MR bei den mit
Leptin behandelten, limitiert gefiitterten Tieren stellt zunédchst einen unter thermoneutralen
Bedingungen bei Maiusen unerwarteten Befund dar. Wie durch die Analyse der
Haufigkeitsverteilung gezeigt, beruht diese auf einer Verschiebung der MR aus dem
Bereich niedriger in den Bereich mittlerer Stoffwechselraten, wéhrend — wie bei Doring —
die Werte im Bereich der hoheren Stoffwechselraten unbeeinflusst bleiben. Die vorliegen-
den Befunde weisen somit auf die Mdglichkeit hin, dass Leptin auch unter thermoneutralen
Bedingungen und in Abwesenheit torporartiger Zustinde der mit einer Nahrungslimi-
tierung einhergehenden Stoffwechselsenkung entgegenwirken kann, ein im Hinblick auf
die menschlichen Lebensbedingungen sehr wichtiger Hinweis. Da in der Literatur bisher

keine weiteren Untersuchungen von Leptinbehandlungen bei limitiert gefiitterten adulten
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Maiusen unter thermoneutralen Bedingungen vorliegen, die eigenen Ergebnisse der limitiert
gefiitterten Tiere jedoch nur auf einer geringen Tierzahl basieren, ist zur Absicherung
dieses interessanten Erstbefundes jedoch eine Wiederholung der durchgefiihrten Unter-

suchungen zur VergroBBerung der N-Zahl wiinschenswert.

4.4 AUSWIRKUNGEN EINES PERIODISCHEN ZUGANGS ZU SENSORISCH

ATTRAKTIVER, HOCHKALORISCHER ZUSATZNAHRUNG

Neben dem Einfluss thermoneutraler T, stellt der optionale Zugang zu hochkalorischer,
fettreicher, sensorisch attraktiver Nahrung einen weiteren wichtigen Faktor fiir das Auf-
treten von Adipositas in den westlichen Industrielindern dar. Wihrend sich in Literatur-
befunden bereits mehrfach das Entstehen von Adipositas aufgrund eines kontinuierlichen
Angebotes hochkalorischer fettreicher Nahrung in Tiermodellen bestétigt hat (Hill et al.
1992, Widdowson et al. 1997, Halaas et al. 1997, Lin und Huang 1999, Lin et al. 2000),
beschéftigt sich die vorliegende Studie weiterfithrend mit dem Einfluss der ,,diédtetischen
Vorgeschichte® auf die Entwicklung einer didtinduzierten Adipositas und einer damit ver-
bundenen funktionellen Leptinresistenz wéhrend eines periodischen Wechsels des
Nahrungsangebotes. Dabei wird vor allem der Gesamtdauer der hochkalorischen Zusatz-
nahrung sowie dem Zeitmuster des Nahrungsangebotes in Bezug auf die Modifikation der
Leptinresponsivitit und die Verdnderung der Korpermasse besondere Bedeutung

beigemessen.

4.4.1 Diitinduzierte Adipositas

4.4.1.1 Adipositas als Folge eines periodischen Zugangs zu hochkalorischem Futter

Eigene Befunde weisen darauf hin, dass die Entstehung einer didtinduzierten Adipositas
nicht zwangsldufig an den permanenten Zugang zu hochkalorischer Nahrung gebunden ist
(Halaas et al. 1997, Van Heek et al. 1997, Lin und Huang 1999, Lin et al. 2000), sondern
dass auch ein periodischer Wechsel zwischen weniger energiereichem Standardfutter und
energiedichtem Zusatzfutter einen deutlichen Zuwachs der Korpermasse mit starker Streu-
ung der Einzeltierwerte hervorruft (siche Abb. 15). Dabei konnte nachgewiesen werden,

dass es trotz einer akuten Reduktion der Korpermasse in Perioden mit ausschlieBlicher
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Verabreichung eines Standardfutters zu einem kontinuierlichen Korpermasse-Zuwachs mit
steigender Versuchsdauer kommt, der jedoch schwicher ist als bei permanenten Zugang zu
hochkalorischer Nahrung, wie in einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit® gezeigt

wurde.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Untersuchung bei Tieren, die iiber einen Gesamt-
zeitraum von mindestens 140 Tagen periodisch bis zu jeweils 23 Tagen pro Zyklus Zugang
zu Zusatzfutter hatten, ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Korpermasse vor
Beginn der ersten Zusatzfiitterungsphase und der zu Versuchsende bestimmten Korper-
masse nachgewiesen werden (siche Abb. 16). Diese Korrelation weist auf einen Zusam-
menhang zwischen der Korpermasse vor Beginn der ersten Zusatzfiitterungsphase und der
Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas im Alter hin. Dabei muss betont werden, dass
zur Erhohung der N-Zahl auch auf Tiere zuriickgegriffen wurde, die das zuvor festgelegte
Hochstalter von 27 Wochen deutlich iiberschritten. Die enge Korrelation zwischen den
beiden Korpermasse-Werten trotz einer moglichen altersbedingten Leptinresistenz unter-

streicht somit indirekt den starken Einfluss der Ausgangskdrpermasse.

Im Rahmen dieser Untersuchungen ist die Verwendung der Korpermasse als Bezugsgrof3e
fiir den Auspriagungsgrad von Adipositas in der vorliegenden Untersuchung insofern
gerechtfertigt, als dass die enge Korrelation zwischen Korpermasse und Korperfettmasse
bzw. Korperfettgehalt bei Tieren mit periodischem Zugang zu Zusatzfutter bereits nach-
gewiesen wurde, wihrend bei Tieren mit ausschlieBlicher Fiitterung von Standardfutter
diese nicht korrelieren’. Der in der vorliegenden Untersuchung beobachtete Anstieg der
Korpermasse in Perioden mit Zusatzfiitterung erfolgt analog zu den von Hill et al. (1992)
ermittelten Ergebnissen aufgrund einer Hyperphagie-bedingten positiven Energiebilanz,
die jedoch nicht durch eine Steigerung der zuvor aufgenommenen absoluten
Nahrungsmenge zustande kommt, sondern vielmehr durch eine Verschiebung der Anteile
der aufgenommenen Futtersorten zugunsten des fettreichen Zusatzfutters, welches iiber
eine vergleichsweise hohe Energiedichte verfiigt. Eigene Befunde, in denen der Anteil an
Standardfutter wihrend des Zugangs zu Zusatzfutter auf unter 5% sinkt, bestitigen diese
Ergebnisse. Ursdchlich fiir diesen Befund scheint eine im Vergleich zu Kohlenhydraten

verminderte Sattigungsfunktion und erhohte Schmackhaftigkeit von Fetten (Blundell und

¥ Quelle: Diplomarbeit C. Daniel, Fachbereich Haushalts- und Erndhrungswissenschaften, Universitit
Giellen, 2002
? Quelle: Diplomarbeit C. Schubert, Fachbereich Biologie, Philipps-Universitit Marburg, 2002
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Tremblay 1985) zu sein, verbunden mit einer bei den zur Auspriagung einer didtinduzierten
Adipositas neigenden C57Bl/6J-Mdusen (West et al. 1992) nachgewiesene
Makronéhrstoffpraferenz fiir Fett (Smith et al. 1999; Smith et al. 2000). Weiterhin ist fiir
die Auspriagung von Adipositas forderlich, dass ein erhohter Fettkonsum nicht mit einer
unmittelbaren Steigerung der Fettoxidation einhergeht (Schutz et al. 1989), wihrend es
beim gesteigerten Konsum von Kohlenhydraten und Proteinen zu einer erhdhten Oxidation

dieser Nahrstoffe kommt (Flatt et al. 1985).

4.4.1.2 Variabilitat im Auspragungsgrad der didtinduzierten Adipositas

Der in der vorliegenden Untersuchung generell auftretende Korpermasseanstieg ist vor
allem in Perioden mit Zusatzfiitterung durch eine groe Variabilitit der Einzeltierwerte
gekennzeichnet, die auf das individuelle Ansprechen auf die Adipositas fordernde Faktoren
hinweist. Diesbeziiglich ist zu erwéhnen, dass in der Sensibilitit zur Auspriagung einer
didtinduzierten Adipositas bereits seit lingerem stark ausgeprigte Unterschiede zwischen
verschiedenen Nagetierstimmen bekannt sind (Black et al. 1998, Surwit et al. 1997, Surwit

et al. 2000, Watson et al. 2000).

In diesem Zusammenhang zeigte sich bei einem stammesiibergreifenden Vergleich des
C57Bl/6J-Stammes mit A/J-Méiusen, bei denen die Neigung zu einer didtinduzierten
Adipositas weitaus geringer ausgeprigt ist (Black et al. 1998), die Verkniipfung eines rasch
ansteigenden Plasmaleptinspiegels mit einer weniger starken Ausprigung einer didt-
induzierten Adipositas. Nach 4-wochigem Angebot einer hochkalorischen, fettreichen Didt
trat zwischen den beiden untersuchten Stimmen ein signifikanter Unterschied im Plasma-
leptinspiegel auf, wobei der des A/J-Stammes signifikant hoher lag als der des C57B1/6J-
Stammes (Surwit et al. 1997, Surwit et al. 2000, Watson et al. 2000). Somit deutet sich an,
dass die Féahigkeit, auf ein fettreiches Nahrungsangebot mit einer raschen und ausgepréigten
Erhohung des Plasmaleptinspiegels zu reagieren, ein wichtiges Kriterium fiir die spétere
Resistenz gegentiber der Auspriagung einer didtinduzierten Adipositas darstellt (Lin et al.

1998).

Zusitzlich konnten jedoch auch individuelle Unterschiede zwischen Tieren -eines
Inzuchtstammes in der Neigung zur Auspriagung einer didtinduzierten Adipositas mehrfach
beobachtet werden, auch wenn gerade bei Inzuchtstimmen eine genetische Variabilitit

nahezu ausgeschlossen ist. So zeigen Wistar-Ratten, die nach einer Woche Zugang zu
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hochkalorischer Nahrung iiber einen verhdltnismifig hohen Plasmaleptinspiegel verfiigen,
eine reduzierte Futteraufnahme und eine weitaus geringere Neigung fiir die Ausprigung
einer didtinduzierten Adipositas als Tiere, deren Plasmaleptinspiegel in dem gleichen
Zeitraum weniger stark angestiegen war (Harrold et al. 2000). Gleichzeitig konnte bei
diesen Tieren eine negative Korrelation zwischen der Hohe des Plasmaleptinspiegels und
der MC4-Rezeptordichte im ventromedialen Hypothalamus festgestellt werden. Dieser Be-
fund wird von den Autoren als eine mogliche unterschiedliche Fihigkeit zur MC4-
Rezeptordichte-Erhohung im ventromedialen Hypothalamus interpretiert, der einen der

wichtigsten Wirkungsorte einer frithen Leptinreaktion darstellt (Harrold et al. 2000).

Analog zu vorhergehenden Untersuchungen deuten die Befunde der vorliegenden Arbeit
darauf hin, dass auch bei isogenen Tieren (Beck et al. 2000), d.h. bei Tieren eines Inzucht-
stammes, die folglich genetisch weitgehend identisch sind, die Neigung zur Auspragung
einer didtinduzierten Adipositas deutliche Unterschiede aufweist. Als mogliche Ursache
fiir diese Beobachtung kommen epigenetische Faktoren (Dorner und Plagemann 1994,
Levin 2000, Schmidt 2002) in Betracht, d.h., Faktoren, die aufgrund individueller Unter-
schiede in Bezug auf in fritheren Entwicklungsstadien erfahrenen Umwelteinfliisse zu per-
manenten physiologischen Anderungen fiihren, die in Verbindung mit genetischen Voraus-
setzungen eine unterschiedliche Neigung zur Auspriagung einer didtinduzierten Adipositas

bedingen konnen.

Neben den erwihnten Unterschieden im Plasmaleptinspiegel wurden innerhalb des
C57Bl/6J-Méusestammes bereits bei A/J-Méusen beschriebene Verdnderungen in der
hypothalamischen Genexpression als Kompensationsmechanismus zur Vermeidung einer
didtinduzierter Adipositas (Bergen et al. 1999) jedoch ausschlieBlich in einem sehr kurzen
Zeitraum von zwei Tagen mit Zugang zu hochkalorischer Nahrung nachgewiesen (Bergen
et al. 1999, Ziotopoulou et al. 2000). Dabei handelt es sich um ein Absinken der NPY-
mRNA-Spiegel, sowie einen Anstieg der POMC-mRNA-Spiegel in Korrelation mit einer
Erhohung der Kdrpermasse (Bergen et al. 1999). Ob individuellen Unterschieden innerhalb
eines Inzuchtstammes dhnliche Kompensationsmechanismen zugrunde liegen, ist jedoch

noch nicht geklart.
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4.4.2 Verinderungen der Leptinresponsivitit bei periodischem Wechsel des

Nahrungsangebotes unter Beriicksichtigung von Kérpermasseinderungen

Die vorliegenden Befunde weisen darauf hin, dass die Leptinresponsivitit ebenso wie die
Korpermasse bei periodischem Zugang zu hochkalorischer Nahrung sowohl von der Dauer
der akuten Fiitterungsperiode als auch von der Gesamtdauer des Angebotes eines Zusatz-
futters beeinflusst werden. Dagegen wird die Beziehung zwischen Korpermasse und
Futteraufnahme sowie zwischen Korpermasse und Leptinresponsivitdt durch die Gesamt-

dauer der hochkalorischen Zusatzfiitterung nicht beeinflusst.

4.4.2.1 Erstmaliger Zugang zu Zusatzfutter

Untersuchungen an Tieren, die zum ersten Mal Zugang zu Zusatzfutter hatten, zeigen eine
nur langsame Abnahme der Leptinresponsivitét, die zudem nach Riickkehr zu Standard-
futter rasch wiederkehrt (siche Abb. 18 oben). Parallel dazu kommt es mit Beginn der
Zusatzfiitterung zu einem nur geringen, aber signifikanten Anstieg der Korpermasse, der
allerdings nach Umstellung auf Standardfutter zumindest innerhalb von 7 Tagen bei-
behalten wird (siehe Abb. 19 oben). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass bei erst-
maligem optionalen Zugang zu fett- und kohlenhydratreicher Nahrung eine Erhohung der
Korpermasse nicht die alleinige Ursache fiir eine Reduktion der Leptinresponsivitit dar-
stellt. Als eine weitere mdgliche Einflussgrole kommt weiterhin die Hohe des endogenen
Plasmaleptinspiegels in Betracht, wobei dieser zwar langfristig bei Tieren mit hoch-
kalorischer Erndhrung eine gute Korrelation mit der Kdrpermasse aufweist, kurzfristige
Abweichungen jedoch durchaus méglich sind'®. Auch Cooling et al. wiesen 1998 bei
Menschen nach, dass ein akuter Konsum von fettreicher Nahrung zu einer Steigerung der
Leptinsekretion fiihrte, ohne dass parallel dazu eine Erhohung des BMI auftrat. Vorher-
gehende Untersuchungen, in denen es bereits innerhalb von zwei Tagen mit Zugang zu
hochkalorischer Nahrung zu einem Anstieg des Plasmaleptinspiegels (Lin et al. 1998,
Ziotopoulou et al. 2000) kam, unterstreichen die Moglichkeit einer raschen, Fettmasse-
unabhingigen Anderung des Plasmaleptinspiegels als Reaktion auf das akute Nahrungs-
angebot. Ferner besteht aufgrund der positiven Beeinflussung des Plasmaleptinspiegels

durch den endogenen Insulinspiegel (Saladin et al. 1995, Sinha et al. 1996) die

1% Quelle: Diplomarbeit C. Daniel, Fachbereich Haushalts- und Erndhrungswissenschaften, Universitit
Giellen, 2002

108



DISKUSSION

Moglichkeit, dass eine bei fettreicher Nahrung erhohte Insulinsekretion einen Anstieg des
Plasmaleptinspiegels nach sich zieht (Harte et al. 1999). Eine nachfolgende Reduktion des
Nahrungsfettes fithrt wieder zu einer Normalisierung des Plasmainsulinspiegels (Parekh et
al. 1998) sowie der Korpermasse. Unter diesem Gesichtspunkt weisen auch Lin et al.
(2001) darauf hin, dass eine Beeinflussung des endogenen Leptinspiegels weniger von der
Korpermasse als vielmehr vom Fetthalt der Nahrung abhédngt und diskutieren in diesem
Zusammenhang eine verminderte Leptinresponsivitit als Folge eines erhohten

Plasmainsulinspiegels.

4.4.2.2 Wiederholter Zugang zu Zusatzfutter

Auch Tiere, denen im Vorfeld insgesamt zwischen 30 und 70 Tagen Zusatzfutter ange-
boten wurde, reduzieren bei einer Leptinbehandlung nach einer mindestens 10-tigigen
Standardfiitterungs-Periode ihre Futteraufnahme noch im gleichen Malle wie ausschliel3-
lich mit Standardfutter erndhrte Tiere wenngleich nach ldngerer Anlaufzeit (siche Abb. 18
unten). Allerdings kommt es jedoch bei Tieren mit dieser didtetischen Vorgeschichte bei
erneuter Zusatzflitterung nicht nur zu einer rascheren Reduktion der Leptinresponsivitét
sondern auch zu einer verzogerten Wiederherstellung der Leptinresponsivitit nach der
Riickkehr zur Standardfutter im Vergleich zu Tieren mit erstmaligem Zugang zu
Zusatzfutter. Dabei steigt die Korpermasse mit Beginn der Zusatzfiitterung in Verbindung
mit einer groBBen Einzeltiervariabilitét stark an, wéihrend sie nach Entzug des Zusatzfutters
rasch wieder auf das Niveau vor der Zusatzfiitterung absinkt (siche Abb. 19 unten). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass auch bei einem lingerem Gesamtzeitraum des Zu-
gangs zu Zusatzfutter (insgesamt >30 Tage) kein Zusammenhang zwischen einer akuten
Verianderung der Korpermasse und der Modifikation der Leptinresistenz besteht. Es besté-
tigt sich jedoch, dass auf der ,,didtetischen Vorgeschichte* basierende, noch unbekannte
hormonelle und neuronale Verdnderungen eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer

didtinduzierten Adipositas mit funktioneller Leptinresistenz spielen miissen.
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4.4.2.3 Mogliche, die Leptinresponsivitit beeinflussende Faktoren und deren Angriffs-
punkte im Leptin-System

Die vorliegende Untersuchung der erndhrungsbedingten Modifikation der Leptin-
responsivitdt beriicksichtigt ausschlieBlich bei peripherer Verabreichung des Hormons auf-
tretende Effekte. Vorhergehende Untersuchungen belegen allerdings, dass auch eine
wihrend hochkalorischer Fiitterung anfanglich noch vorhandene zentrale Leptinwirkung
modifizierbar ist (Lin et al. 2000). Dabei zeigt sich in der Literatur iibereinstimmend zuerst
ein Verlust der peripheren Leptinwirkung, bevor es zu einer Modifikation der zentralen

Wirkung kommt (Van Heek et al. 1997, Lin et al. 2000, El-Haschimi et al. 2000).

In diesem Zusammenhang vermuteten verschiedene Autoren einen eingeschriankten
Leptintransport liber die Blut-Hirn-Schranke als Ursache fiir eine periphere Leptin-
resistenz, wobei von einer Séttigung des Leptintransportsystems infolge des bei adipdsen
Tieren erhohten Plasmaleptinspiegels (El-Haschimi et al. 2000, Burguera et al. 2000,
Burguera und Couce 2001) ausgegangen wird. Auch Banks et al. (1999) postulieren, dass
eine periphere Leptinresistenz auf einer verringerten Transportkapazitit der Blut-Hirn-
Schranke beruht. In diesem Zusammenhang sollte jedoch eine Untersuchung von Schwartz
et al. (1996) erwiahnt werden, bei der selbst bei adiposen Tieren eine Leptinkonzentration
im Liquor nachgewiesen wurde, die weit unter der Dissoziations-Konstante des Leptin-
Rezeptor-Komplexes (Tartaglia et al. 1995) lag. Dementsprechend erscheint eine Akti-
vierung der zentralen Leptinrezeptoren durch physiologische CSF-Leptinspiegel unwahr-
scheinlich (Ahima und Flier 2000). Zudem befindet sich der Nucleus arcuatus, das Gehirn-
areal mit der hochsten Leptinrezeptordichte, in einem Bereich mit durchlédssiger Blut-Hirn-
Schranke und wird somit eher von der Konzentration des im Blut zirkulierenden Leptins

beeinflusst.

Als Ursache fiir eine Leptinresistenz ist, neben einer Storung des Leptin-Transportes iiber
die Blut-Hirn-Schranke, aber auch eine direkte Beeinflussung von Mediatoren innerhalb
der zentralnervosen Leptin-Signalkaskade bzw. eine indirekte Modulation dieser durch
externe Inhibitoren denkbar. So kdnnte die mit wachsender Dauer des hochkalorischen
Nahrungsangebotes sinkende zentrale Leptinresponsivitit auf eine Beeinflussung von
Leptin-sensitiven Neuronen im Hypothalamus hinweisen (El-Haschimi et al. 2000). In der
zitierten Studie zeigten Tiere, die seit 15 Wochen Zugang zu hochkalorischer Nahrung

hatten, nach zentraler Leptinapplikation ein deutlich abgeschwichtes Ausmal} der
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STAT3-Aktivierung im Vergleich zu ausschlieflich mit Standardfutter gefiitterten
Kontrolltieren. Dieser Befund wurde von den Autoren als ein moglicher intrazelluldrer
Defekt in der Leptin-Signalkaskade zwischen der Rezeptor-Liganden-Bindung und der
Aktivierung des STAT 3-Signals interpretiert (El-Haschimi et al. 2000).

Weiterhin wird in einer vorhergehenden Studie vermutet, dass SOCS-3 moglicherweise fiir
eine Hemmung des Leptin-Transduktionsweges verantwortlich ist (Ahima und Flier 2000).
Diese Hypothese wird einerseits durch Befunde, die eine gesteigerte Expression von
SOCS-3 im Nucleus arcuatus sowie im dorsomedialen Hypothalamus als Folge einer
Leptinapplikation nachweisen, gestiitzt (Bjorback et al. 1998). Andererseits bleibt die
SOCS-3-Expression bei Zugang zu hochkalorischer Nahrung trotz eines Anstiegs des
Plasmaleptinspiegels in Verbindung mit einer Erhoéhung der Korpermasse jedoch
unbeeinflusst (Peiser et al. 2000). Dieser Befund weist darauf hin, dass das Angebot einer
fettreichen Didt allein nicht ausreicht, um bei Tieren ohne genetische Prédisposition fiir
Adipositas iiber Faktoren wie SOCS-3 eine Unterdriickung des Leptin-Transduktionsweges
zu ereichen. In Anbetracht dieser vielfaltigen und teilweise auch kontroversen Befunde und
Erklarungsansétze ldsst sich abschlieBend bemerken, dass zum gegenwiértigen Zeitpunkt
noch keine eindeutige Aussage iiber die Ursachen einer aufgrund eines hochkalorischen

Nahrungsangebotes verdnderten Leptinresponsivitdt moglich ist.

4.4.3 Wechselwirkungen zwischen Korpermasse, Gesamtenergieaufnahme und

Leptinresponsivitit bei wechselndem Nahrungsangebot

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Korrelation zwischen der
Korpermasse und der jeweiligen Energieaufnahme (siche Abb. 20) wéhrend eines perio-
dischen Wechsels des Nahrungsangebotes nachgewiesen werden. Dabei zeigen Tiere mit
einer niedrigen Kdrpermasse in Perioden mit ausschlieBlicher Fiitterung von Standardfutter
die hochste Energieaufnahme, wihrend in Perioden mit Zugang zu Zusatzfutter Tiere mit
hoher Korpermasse die meiste Gesamtenergie aufnehmen. Die Befunde in Perioden mit
ausschliefSlichem Zugang zu Standardfutter stehen im Einklang mit den von Widdowson et
al. (1997) ermittelten Ergebnissen an Wistar-Ratten, bei denen Tiere mit didtinduzierter
Adipositas infolge eines hochkalorischen Nahrungsangebotes iiber 49 Tage nach dessen
Entzug in den ersten 7 Tagen ihre Futteraufnahme im Vergleich zu den ausschlieBlich von

Standardfutter erndhrten Tieren reduzieren. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass
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es nach Entzug des hochkalorischen Nahrungsangebotes zu einer Wiederherstellung eines
durch den endogenen Leptinspiegel vermittelten Sattigungssignals kommt. In der zitierten
Studie konnte eine Wiederherstellung der Leptinresponsivitit dadurch belegt werden, dass
eine 7 Tage nach Futterwechsel durchgefiihrte Leptininjektion (i.c.v.) eine schwache

Reaktion bei den zuvor leptinresistenten Tieren ausloste.

Diese Vermutung wird auch durch eigene Befunde gestiitzt, bei denen sich 11 Tage nach
Entzug eines energiedichten, attraktiven Zusatzfutters, zu welchem die Tiere zuvor, unter-
brochen durch Standardfutterperioden, insgesamt zwischen 30 und 72 Tage Zugang gehabt
hatten, eine signifikante Leptinwirkung auf die Futteraufnahme nach peripherer
Leptinapplikation zeigte. Allerdings ist anzumerken, dass die spontane Reduktion der
Futteraufnahme bereits 4-6 Tage nach der Riickkehr zu Standardfutter beobachtet wurde.
Zu diesem Zeitpunkt war jedoch die Leptinresponsivitit nur bei erstmaligem Zugang zu
Zusatzfutter bereits zuriickgekehrt, wéhrend sie bei Tieren mit iiber 30 Tagen Zugang zu
Zusatzfutter noch nicht ihre urspriingliche Stdrke erreichte. Dagegen zeigte sich im
Zusammenhang zwischen der Futteraufnahme vor Leptinbehandlung und der Kérpermasse
4-6 Tage nach Riickkehr auf ausschlieflich Standardfutter zwischen Tieren mit unter-
schiedlich langem vorhergehenden Zugang zu Zusatzfutter kein Unterschied. Weiterhin
zeichnet sich in Perioden mit Zugang zu Zusatzfutter bei Tieren mit einer hohen Korper-
masse eine bereits bei adipdsen Menschen nachgewiesene erhohte Aufnahme von siiflen
und fettreichen Nahrungsmitteln (Gibney et al. 1995, Karhunen et al. 1998) ab. Diese
fordert eine weitere Erhohung der Korpermasse aufgrund der hoheren Energiedichte
(Drewnowsky 1998) des Zusatzfutters ohne einen Anstieg der absolut aufgenommenen

Nahrungsmenge (Seagle et al. 1997).

In Bezug auf die Leptinresponsivitét zeigt sich in Perioden mit ausschlieBlicher Standard-
fiitterung, dass Tiere mit niedriger Kdrpermasse die starkste Reduktion der Futteraufnahme
zeigen (siche Abb. 21 oben). Bei der Verabreichung von Zusatzfutter ergibt sich dagegen
keine Korrelation zwischen den beiden Parametern (siehe 21 unten). Da sich hierbei keine
Abhéngigkeit von der Gesamtdauer der hochkalorischen Fiitterung gezeigt hatte, werden
sowohl Daten von Tieren erfasst, die erstmalig Zugang zu Zusatzfutter hatten und dabei
nur eine geringe Erhohung ihrer Koérpermasse zeigten als auch von Tieren, die bereits iiber
30 Tage Zugang zu Zusatzfutter hatten, was bei erneutem Zugang zu Zusatzfutter einen
starken Anstieg ihrer Kdrpermasse mit grofler Streuung der Einzeltierwerte zur Folge hatte
(siche Abb. 19 unten). Dabei bestétigt sich innerhalb von Perioden mit ausschlieBlicher
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Standardfiitterung der Zusammenhang zwischen einer didtinduzierten Adipositas und einer
funktionellen Leptinresistenz. Bei Zugang zu Zusatzfutter dagegen kommt es anscheinend
auch bei normalgewichtigen Tieren zu kurzfristigen, die Leptinresponsivitit hemmenden
hormonellen und neuronalen Verdnderungen, die keine ausgeprigte Verdnderung der
Korpermasse als Voraussetzung haben. Hierzu zdhlen, neben den bereits in 4.4.2
erwihnten moglichen Ursachen, vor allem Veridnderungen des endogenen Leptinspiegels
(Cooling et al. 1998, Lin et al. 1998, Ziotopoulou et al. 2000, Lin et al. 2001) und des
Plasmainsulinspiegels (Harte et al. 1999).

4.4.4 Diskussion einer leptinbedingten Beeinflussung der  Attraktivitit

verschiedener Futtersorten

Obwohl die Beurteilung der Effekte einer Langzeit-Leptinbehandlung auf die Gesamt-
energieaufnahme und die Korpermasse von adiposen Tieren, die zwei verschiedene Sorten
Zusatzfutter erhalten, anhand von Mittelwerten aufgrund starker individueller Unterschiede
in den Ausgangswerten sowie in der Leptinwirkung kritisch zu beurteilen ist, geht aus den
ermittelten Befunden aufgrund der nur geringfligigen Leptin-induzierten Verschiebung in
der anteiligen Aufnahme der verschiedenen Futtersorten klar hervor, dass eine Beein-
flussung der Attraktivitdt der 3 angebotenen Futtersorten ausgeschlossen werden kann. So
zeigen die Tiere sowohl vor als auch wéhrend der Behandlung mit Leptin eine ca. doppelt
so hohe Aufnahme des ZF 2 als des ZF 1, wihrend das Standardfutter aufgrund seines nur
sehr geringen Anteils vernachldssigt werden kann. Dabei stellt die in der weissen
Kuvertiire enthaltene Saccharose eine siile Geschmackskomponente dar, wéhrend der
Kohlenhydrat-Anteil der parallel angebotene Stirkeschokolade ausschlielich aus neutral
schmeckender Stirke besteht. In diesem Zusammenhang muss jedoch vorausgehend
erwiahnt werden, dass die Fahigkeit der in dieser Studie verwendeten C57BIl/6J-Méiusen,
siile Substanzen zu schmecken, im Vergleich zu anderen Miusestimmen als mittelstark
ausgeprigt eingestuft werden kann (Capeless und Whitney 1995). Die auch unter Leptin-
einfluss weiterhin bestehende Praferenz der Tiere fiir das neutral schmeckende ZF 2, steht
im Gegensatz zu den von Kawai et al. (2000) ermittelten Ergebnissen, bei denen die Appli-
kation von Leptin zu einer selektiven Hemmung der Ansprechbarkeit auf siilen
Geschmack fiihrte. Dabei ist jedoch zu beachten, dass in dieser vorhergehenden Studie
ausschlieBlich Effekte auf neuronal-zellulirer Ebene betrachtet werden, die erhaltenen
Ergebnisse am Tiermodell jedoch nicht verifiziert wurden.
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Weiterhin muss jedoch auch erwidhnt werden, dass in den beiden Zusatzfuttersorten die Art
des Fettes variiert: bei der Herstellung des ZF 1 wurde Kakaobutter, bei der von ZF 2
Kokosfett verwendet. Dabei handelt es sich {ibereinstimmend bei beiden Fettsorten um
Fette mit liberwiegend geséttigten Fettsduen. In der Literatur konnte jedoch bisher neben
der bereits bei C57Bl/6-Mausen bekannten Makronéhrstoffpraferenz fiir Fett allgemein
(Smith et al. 1999; Smith et al. 2000) keine Priferenz fiir eine der beiden Fettsorten
nachgewiesen werden. Dennoch erscheinen aufgrund der groBen Anzahl von moglicher-
weise die Leptinwirkung beeinflussenden Faktoren fiir eine abschlieBende Beurteilung
einer leptinbedingten Beeinflussung der Schmackhaftigkeit von hochkalorischer Nahrung
jedoch weiterfiihrende Untersuchungen, die auch normalgewichtige Tiere mit physio-

logischer Leptinresponsivitit einschlieBen, sinnvoll.

4.5 Fazit

Grundsédtzlich muss innerhalb der westlichen Industrienationen als Ursache fiir die
Entstehung einer Adipositas vor allem die iiberhdhte Aufnahme von energiedichter,
attraktiver Nahrung in Kombination mit einer didtinduzierten Leptinresistenz angesehen
werden. Zusitzlich konnte der nahezu permanente Aufenthalt im thermoneutralen Bereich
eventuell die Ausbildung einer funktionellen Leptinresistenz fordern. Die Relevanz dieser
beiden Faktoren fiir eine addquate Regulation des Korperfettgehaltes durch das Leptin-
system konnte in der vorliegenden Studie auch am Modell der C57Bl/6-Maus bestitigt
werden. So zeigte sich unter thermoneutralen Bedingungen vor allem ein deutlich hoherer
Korperfettgehalt und eine Leptinwirkung, die sich zwar qualitativ nicht von der unter
normalen Haltungsbedingungen unterscheidet, quantitativ jedoch bei freiem Zugang zu
Standardfutter eine Reduktion aufweist. Im Hinblick auf die Fragestellung, ob und in wie-
weit der periodische Zugang zu hochkalorischer Zusatznahrung die unter normalen
Fiitterungsbedingungen deutlich ausgeprédgten Leptineffekte unterdriickt, zeigt sich in der
vorliegenden Untersuchung klar ein signifikanter Einfluss sowohl der Dauer der akuten
Fiitterungsperiode als auch der Gesamtdauer des Angebotes eines Zusatzfutters. Weiterhin
scheinen in diesem Zusammenhang auch epigenetische Faktoren relevant zu sein, die den
Korpermasseanstieg bei Zugang zu Zusatzfutter beeinflussen. Diese Ergebnisse verdeut-
lichen, dass fiir Menschen der westlichen Industriestaaten sowie deren Haustiere sowohl

Ergebnisse der tierexperimentellen Leptinforschung unter {iblichen Haltungsbedingungen
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als auch deren Konsequenzen zur Vermeidung von Adipositas nur beschrinkt anwendbar
sind. AbschlieBend sind jedoch Folgestudien nétig, um einerseits die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit an einer héheren Tierzahl zu bestdtigen sowie andererseits die Modifikation
der Leptinwirkung bei Zugang zu hochkalorischer Nahrung in Kombination mit

thermoneutralen Bedingungen zu untersuchen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In Anbetracht der bekannten Leptinwirkung auf den Korperfettgehalt bei Nagetieren unter
standardisierten Laborbedingungen (d.h. bei normalen Haltungstemperaturen zwischen 22
und 24°C und ausschlieBlichem Zugang zu fettarmer, kohlenhydrat- und ballaststoffreicher
Nahrung) stellt sich die Frage, ob dieser Effekt auch unter fiir den Menschen relevanten
Umweltfaktoren auftritt. Gegenstand der vorliegenden Studie ist daher die Untersuchung
am Beispiel der C57Bl/6J-Maus, ob und in wieweit es zu einer Modifikation der
Leptinwirkung bei Thermoneutralitit bzw. bei periodischem Zugang zu hochkalorischer
Zusatznahrung kommt, d.h. bei zwei der fiir den modernen Menschen charakteristischen
Umweltunterschieden zum {iblichen Tiermodell. Um Interaktionen zwischen der
Umgebungstemperatur und dem hochkalorischen Zusatzfutter zu vermeiden, wurden die

beiden Faktoren getrennt voneinander untersucht.

Aufgrund widerspriichlicher Literaturangaben erfolgte vor Beginn der Leptinbehandlungen
die Ermittlung der Thermoneutralzone (=TNZ) des fiir die Untersuchung verwendeten
C57Bl/6J-Stammes, wobei im Unterschied zu bisherigen Untersuchungen erstmalig der
Begriff der 24-h-TNZ eingefiihrt wurde, um die Zone des minimalem
thermoregulatorischen Energieaufwand bei Langzeituntersuchungen zu ermitteln. Dabei
wurden bei den jeweils liber mehrere Tage getesteten T, - vor allem bei der Bestimmung
der oberen kritischen Temperatur - neben der Stoffwechselrate (MR) auch andere
physiologische Grofen beriicksichtigt. Anhand von Auswertungen des Verlaufes von
Korpermasse und Futteraufnahme sowie minimaler und maximaler MR wurde somit 34°C
als eine T, ermittelt, die sowohl in der 24-h-TNZ von Tieren mit ad libitum als auch mit

limitiertem Futterzugang liegt.

Bei der Durchfilhrung von zehntégigen Leptinbehandlungen bei 34°C stand die
Modifikation der Korperzusammensetzung aufgrund der Beeinflussung von Energiezufuhr
und Energiedissipation wihrend ad libitum und limitierter Fiitterung im Vordergrund. Die
unter thermoneutralen Bedingungen ermittelten Leptineffekte wurden mit Ergebnissen aus
analog durchgefiihrten Untersuchungen bei 24°C (Doring 2000) verglichen, um die die
Stiarke der Reaktion bestimmenden Faktoren einzugrenzen. Dabei zeigte sich, dass die
Vermittlung der Leptinwirkung auf den Korperfettgehalt bei Nagetieren unter

thermoneutralen Bedingungen ebenso wie unter normalen Haltungstemperaturen in
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Abhingigkeit von der momentanen Stoffwechsellage entweder iiber eine Steigerung der
Energieabgabe (limitierter Futterzugang) oder iiber eine Reduktion der Energieaufnahme
(ad libitum Fiitterung) erfolgen kann. Einen interessanten Erstbefund stellte dabei die bei
den behandelten Tieren mit limitiertem Futterzugang auftretende leichte, jedoch
signifikante Erhohung der MR unter thermoneutralen Bedingungen dar, die auf einer
Verschiebung der MR aus dem Bereich niedriger in den Bereich mittlerer
Stoffwechselraten beruht. Dies weist darauf hin, dass Leptin auch unter thermoneutralen
Bedingungen und in Abwesenheit torporartiger Zustinde der mit einer Nahrungs-
limitierung einhergehenden Stoffwechselsenkung entgegenwirken kann, im Hinblick auf
die menschlichen Lebensbedingungen ein sehr wichtiger Hinweis. Nur bei Tieren mit ad
libitum Futterzugang erschien die leptinbedingte Reduktion der Kdrperfettmasse bei 34°C
schwicher als bei Kailtebelastung (24°C), wobei ein Vergleich der Ergebnisse
verschiedener Studien, insbesondere bei noch geringer N-Zahl unter dem Gesichtspunkt

von Versuchsgruppenunterschieden mit entsprechender Vorsicht zu interpretieren ist.

Weiterhin wurde die Auspridgung einer didtinduzierten Adipositas in Abhingigkeit von
periodischer Fiitterung sensorisch attraktiver hochkalorischer Zusatznahrung untersucht,
die neben der faserreichen, wenig energiedichten Standard-Nagetierdidt angeboten wurde.
Dabei wurde der C57Bl/6J-Inzuchtstamm aufgrund seiner Neigung zur Ausprigung einer
didtinduzierten Adipositas verwendet. Neben dem Zusammenhang zwischen der
Leptinresponsivitidt und der Dauer des Angebotes hochkalorischen Zusatzfutters wurden
weitere, die Modifikation der Leptinresponsivitit beeinflussende Faktoren - wie die
Korpermasse und die Gesamtenergieaufnahme - in die Auswertung mit einbezogen. Dabei
zeigt sich ein signifikanter Einfluss sowohl der Dauer der akuten Fiitterungsperiode als
auch der Gesamtdauer des Angebotes eines Zusatzfutters. Dabei lieBen sich individuelle
Unterschiede in der Korpermasse nachweisen, die in einem isogenen Stamm vorwiegend

den Einfluss epigenetischer Faktoren widerspiegeln.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen klar die Beeinflussung der Leptinresponsivitit durch
die beiden untersuchten Faktoren, thermoneutrale Bedingungen und Zugang zu
hochkalorischem Zusatzfutter, die in Bezug auf die Lebensbedingungen von Menschen der
westlichen Industriestaaten sowie deren Haustieren wesentlich erscheinen. Sie zeigen
folglich die Grenzen der Ubertragbarkeit von Ergebnissen der tierexperimentellen Leptin-
forschung unter iiblichen Haltungsbedingungen sowie deren Konsequenzen zur

Vermeidung von Adipositas auf.
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6 SUMMARY

The well-known effects of leptin treatment in rodents have mostly been observed under
standard laboratory conditions (ambient temperature 20-24°C and with chow as food, i.e.
low-fat and high-fibre food). This raises the question, to which degree is it possible to
extrapolate from these observations on humans living most of their time in
thermoneutrality and having access to palatable, high-caloric food. The current study was
designed to analyse modifications of leptin effects in rodents under the influence of
“human-like” conditions, using the C57B1/6] mouse strain as example. For this purpose
animals were either studied in thermoneutral conditions or they were given periodically
access to highly palatable, high-caloric food in addition to chow. In view of possible
interactions between thermoneutrality and periodic access to high-caloric food both

conditions were analysed separately.

Because information in the literature concerning the thermoneutral zone (TNZ) of mice are
contradictory, its determination in the strain used was an important precondition. Different
from previous investigations, long-term metabolic studies were carried out to determine a
24-h-TNZ as the condition of minimal thermoregulatory energy expenditure for the entire
nycthemeral 24-h range. In approaching the TNZ various temperature conditions were
tested for several days. Apart from measuring metabolic rate (MR), recordings of further
physiological parameters, such as food intake and body mass, turned out to be important
especially in determining the upper critical temperature. According to analyses of the
changes in body mass, in daily food intake and in the circadian minimum MR, as well as in
the maximum MR, an ambient temperature of 34°C was found to be situated within the

limits of the 24-h-TNZ for the C57B1/6J mice, both with free and limited access to chow.

After 10 days of leptin treatment, changes in body composition of mice having either free
or limited access to chow at 34°C were compared with corresponding measurements
obtained at 24°C (i.e. moderate cold exposure). This comparison permitted delineating the
factors determining the mode and degree of leptin action. It is known for the standard
laboratory conditions and has been confirmed in the present study for thermoneutral
conditions, that leptin effects are mediated in different ways, depending on the state of
metabolic activity: Energy expenditure is augmented, when it had been reduced in food-

restricted animals before the leptin treatment, or food intake is decreased in ad libitum fed
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animals. In ad libitum fed animals leptin-induced reduction of body fat seemed to be more
weakly expressed at thermoneutrality than at standard laboratory conditions, but this
results requires further confirmation by studying larger samples and by taking into account
other potential causes for group differences. As an important new result of this study, a
slight but significant enhancement of energy expenditure at thermoneutral conditions was
disclosed in food-restricted animals, an observation of great interest in view of the

prevailing human living conditions.

Under the conditions of offering periodically choice between chow and a high-caloric diet,
body fat accumulation was studied in C57Bl/6J mice as a strain prone to develop diet-
induced obesity. In this experimental design not only the correlation between leptin
responsiveness and the duration and repetition of access to high-caloric food was analysed,
but body mass and food intake were also incorporated in the analysis as parameters
potentially influencing leptin responsiveness. The results have clearly shown that both the
length of single periods of access to high-caloric food, as well as the entire duration of
repeated periods of access, are relevant for the time course and degree of leptin resistance
development. With regard to the development of body mass and fat content, temporary and
repeated access to high-caloric food resulted in large individual variations which
presumably reflect influences of epigenetic factors in the investigated strain considered as

isogenic.

The results of the present study clearly document, for the condition of a rather
homogeneous genetic background as it exists in the C57Bl/6J mouse strain, the
dependence of leptin responsiveness on both factors investigated: 1, the state of
thermoneutrality and 2, the availability of a high-caloric component in the freely chosen
daily food supply. These two factors characterise the metabolically relevant conditions
prevailing in western developed countries for humans as well as for their domestic animals.
Thereby, the results shed light on the limits to be observed in obesity research when
attempting to generalise from the metabolic conditions in animal models on those of

humans.
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