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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Adipositas- eineverbreitete Storung

Als Adipositas wird eine Uberméllige Entwicklung des Korperfettgewebes bezeichnet, die
Uber seinen normalen Anteil an der Kérpermasse wesentlich hinausgeht. Unabhangig von
der Genese der Adipositas ist sie energetisch das Ergebnis einer Uber langere Zeit
bestehenden positiven Energiebilanz, das heif}t, eines Uberwiegens der Energiezufuhr
durch die Nahrung Uber den Energieverbrauch. Charakteristischerweise treten bel der
Adipositas, unabhangig von ihrer primaren Ursache, eine Vielzahl von sekundéren
Veranderungen auf, die bewirken, dai sich der einmal erreichte Uberschul? an Fettgewebe

nur schwer riickgéangig machen |&x.

Die Adipositas hat sich in den letzten Dekaden epidemisch bel Menschen und kleineren
Haustieren vor alem in der westlichen Welt ausgebreitet (Friedman 2000, Kopelman
2000). Es ist bekannt, dald sie ein bedeutender Risikofaktor fur die Gesundheit ist und
unterschiedliche Folgeerkrankungen bedingen kann, wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2,
Herz-Kreidauferkrankungen, sowie das Risko fur Schlaganfélle und verschiedene
Krebserkrankungen erhoht. Nicht zu unterschétzen sind auch mechanische Schaden durch
das hohe Korpergewicht, das Muskeln, Knochen und Gelenke belastet sowie zu
respiratorischen Problemen fihren kann (WHO 1997, Kopelman 2000). Damit ist die
Adipositas eine der bedeutendsten Krankheitsursachen in  den  westlichen
Industriegesellschaften, und es besteht daher en grofles wissenschaftliches und
pharmakologisches Interesse ihre Pathogenese aufzukldren. Die mogliche Entwicklung
gezielt wirksamer Therapeutika findet in der Veterindr- und Humanmedizin en breites
Interesse und die Verhinderung von Sekundérerkrankungen der Adipositas wirde
gesundheitspolitisch hohe Behandlungssummen einsparen, ein Umstand, der in der

heutigen Zeit immer mehr an Bedeutung gewinnt (Kopelman 2000).

Bei der Adipositas handelt es sich nicht um en enhetliches Stérungsbild, sondern die
Ursachen sind multifaktoriell. Eine wesentliche Rolle spielt beim Auftreten von Adipositas
vor adlem die Interaktion verschiedener Umwelteinfllisse mit genetischen Veradnderungen
fir Stérungen in der Koérpergewichts- bzw. Korperfettregulation (Kopelman 2000, Barsh et
al. 2000). Besondere Bedeutung kommt dabei Erndhrungsfehlern und Bewegungsmangel
im heranreifenden oder erwachsenen Individuum zu (Kopelman 2000). Auch durch
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hormonelle perinatale Verénderungen, z.B. induziert durch Gestationsdiabetes der Muitter,
kann eine anhaltend erhthte Adipositasdisposition im Individum entstehen (Dorner und
Plagemann 1994). Die Mechanismen der Korpergewichts- bzw. Korperfettregulation sind
jedoch bis heute noch nicht vollstandig geklart. Ein wichtiger Schritt in ihrer Erforschung
war 1994 die Entdeckung des Hormons Leptin (Zhang et a. 1994).

1.2. Leptin, ein fur die Regulation des Energiehaushaltes entscheidendes

Hormon

1.2.1. Entdeckung

Bereits 1953 vermutete Kennedy in seiner Lipostatischen Theorie der Energiebalance-
Regulation einen im Blut zirkulierenden Faktor, der die Grof3e der Fettspeicher signalisiert
und as Rickkopplungssigna fir das Gehirn die Nahrungsaufnahme kontrolliert (Kennedy
1953). In den 70ern stellte Coleman aufgrund von Parabioseversuchen zwischen Méausen
mit genetisch bedingter Adipositas und nicht-adipdsen, phanotypisch schlanken Partnern
die Hypothese auf, dal3 die Fettsucht bei ob/ob Mé&usen (ob = obese) dadurch bedingt sai,
da3 sie nicht in der Lage sind, einen Séttigungsfaktor zu produzieren, der die
Futteraufnahme reguliert. Im Gegensatz dazu sollten db/db Méause (db = diabetes) den
Séttigungsfaktor zwar produzieren, aber nicht auf ihn reagieren konnen und deshab
ebenfalls hyperphag sein  (Coleman 1973). Diese Untersuchungen schufen die
Voraussetzung fur das Verstdndnis der Funktion der erst spéter entdeckten
verantwortlichen Gene.

1994 gelang die Klonierung des ob-Gens' und die damit einhergehende Entdeckung eines
vom well3en Fett gebildeten Botenstoffes, der spdter den Namen Leptin (gr. leptos = dinn)
erhielt (Zhang et al. 1994, Halaas et a. 1995). 1995 konnte das Gen (Lepr) fur den
zugehorige Leptinrezeptor (LEPR) identifiziert werden (Tartaglia et a. 1995). Durch die
Entdeckung von Leptin und LEPR erhielt die Lipostatische Theorie eine molekulare Basis.

1.2.2. Funktion

Die intensive Erforschung der Wirkmechanismen des Hormons Leptin innerhalb der
letzten Jahre verdeutlichte, dal3 die Funktionen des Leptins weit Uber die eines

! ob-Gen = Leptin-Gen, im Folgenden als Lep abgekiirzt
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Séttigungsfaktors hinausgehen. Leptin spielt eine wichtige Rolle im Energiehaushalt, es
reguliert den Korperfettgehalt, nicht nur indem es einen inhibitorischen Einflud auf die
Futteraufnahme auslibt, sondern auch indem es den Energieverbrauch moduliert. Neben
dieser wichtigen Funktion hat Leptin noch viee weitere Wirkungen, die nicht mit der
Regulation des Korperfettgehaltes in Verbindung stehen (Ahima and Flier 2000, Harris
2000, Trayhurn et a. 1999, Wauters et al. 2000). Leptin interagiert mit den bedeutendsten
hormonellen Systemen des Korpers, wie den Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-,
-Gonaden-, -Schilddriisen-, sowie Wachstumshormon-Achsen, wobei der Wechselwirkung
mit dem Hormon Insulin eine besondere Bedeutung zukommt (Wauters et al. 2000). Durch
die hormonellen Interaktionen ist das Leptin zB. in die sexuelle Reifung und in
Reproduktionsfunktionen des Organismus involviert (siehe Harris 2000, siehe Ahima und
Flier 2000) und vermittelt die komplexe Adaptation des Kdrpers an Hungerperioden (Flier
1998, Ahima und Flier 2000). AulRerdem stimuliert es die Proliferation hamatopoetischer
Stammzellen (Gainsford et a. 1996, Gainsford und Alexander 1999, Haluzik et a. 2000).
Durch seine Wirkung nicht nur auf den Lipidstoffwechsel, sondern auch auf den
Glucosestoffwechsel - z.B. inhibiert es wahrscheinlich die Insulinfreisetzung und erhéht
die Glucoseutilisation (siehe Harris 2000, siehe Wauters et a. 2000, Kamohara et al. 1997)
- ist esin der Lage, auf Metabolitenspiegel und —strome einzuwirken (siehe Baile et al.
2000). Die Energieaustauschvorgange, die an der Fettzelle ablaufen, werden aber nicht nur
vom Leptin direkt und indirekt beeinfluf3t, sondern stellen zugleich wichtige Einflu3gréfien
fur die Leptinproduktion dar.

1.2.3. Rezeptoren, Signaltransduktion und Wirkorte

Leptin Ubt seine Wirkung Uber die Bindung an den LEPR aus. Der LEPR gehort zur
Klasse 1 der Cytokine-Rezeptorfamilie. Es sind zur Zeit sechs Splicevarianten bekannt, die
unterschiedliche Funktionen wahrnehmen (Lee et al. 1996, Chen et al. 1996, Chen et al.
1999, Wang et al. 1996). Nur die LEPR Rb-Form (lange Isoform aufgrund einer langen
intrazelluléren Domaéne) ist aufgrund ihrer Struktur in der Lage die JAK (janus kinase)-
STAT (signa transducers and activators of transcription) Signalkaskade zu aktivieren
(Vaisse et a. 1996) und gilt als der hauptséchliche Vermittler der Leptinwirkung im
Gehirn (Trayhurn et al. 1999). Andere Splicevarianten des Rezeptors mit einer kurzen
intrazelluléren Doméane agieren z.B. als Rezeptor im Gewebe (LEPR Ra) oder kdnnten als
|6slicher Rezeptor (LEPR Re) ohne intrazelluldre Domane ein Transportprotein fir Leptin
im Plasma darstellen (Lee et a. 1996, Ahima und Flier 2000). Vom LEPR Ra wird



Einleitung

aufgrund seiner hohen Expression im Plexus choroideus auch angenommen, dal3 er fir den
Transport von Leptin in die oder aus der Cerebrospinalfliissigkeit zustandig ist und so die
Blut-Liquor-Schranke tUberwunden wird (Ahima und Flier 2000, Bjorbaek et al. 1998). Die
LEPR Rb-Form wird - in Ubereinstimmung mit der fiihrenden Rolle des ZNS in der
Vermittlung der Leptineffekte - vor alem in hypothalamischen Regionen exprimiert, die
essentiell sind fir die Kontrolle der Energiebilanz durch Regulation der Futteraufnahme
und des Energieverbrauchs (siehe Ahima und Flier 2000). Die héchste Dichte von
Leptinrezeptoren findet sich im Nucleus arcuatus (Mercer et a. 1996 a, b, Guan et 4.
1997, EImquist et a. 1998). Die Leptinwirkung wird dabel Uber die Beeinflussung der
Expresson von verschiedenen katabol oder anabol wirkenden Neuropeptiden as
Effektormolekile vermittelt. Leptin inhibiert z.B. die Expression von NPY (Neuropeptid
Y) oder AGRP (agouti-related-protein), die die Futteraufnahme stimulieren und den
Energieverbrauch inhibieren. Andererseits stimuliert Leptin die Expresson von POMC
(Proopiomelanocortin), einem Vorlaufer des katabolischen Peptids aMSH (melanocyte
stimulating hormone), und CART (cocaine and amphetamine regulated transcript), die
hemmend auf die Futteraufnahme wirken und den Energieverbrauch stimulieren (Seeley
und Schwartz 1999, Schwartz et al. 1999, Schwartz et a. 2000, siehe Baile et a. 2000).
Der Transport des relativ grofen Molekils Leptin (16 kD) tber die Blut-Hirn-Schranke
(BBB, Dblood-brain-barrier) wird zum enen Uber en gpezifisches, sdttigbares
Transportsystem ermoglicht (Banks et al. 1996). Zum anderen gibt es mehrere Gebiete, wo
die BBB durchldssiger ist as normal, z.B. Nucleus arcuatus, Eminentia mediana und Area
postrema. Dartber hinaus wird LEPR Rb in geringer Dichte aber auch in vielen peripheren
Geweben exprimiert, wie weil3es Fettgewebe (WAT) und braunes Fettgewebe (BAT),
Gonaden, Plazenta, Leber, Lunge, Skelettmuskel etc. (De Matteis et a. 1998), so dal3
neben der geschilderten zentral vermittelten Wirkung von Leptin auch periphere
Wirkungen in Betracht zu ziehen sind.

1.2.4. Vorgange, die den Plasmaleptinspiegel bestimmen

Der mit den herkbmmlichen  radioimmunologischen  Methoden  bestimmte
Plasmaleptinspiegel gibt die Gesamtkonzentration des im Blutkreidauf frei (biologisch
aktive Form) und an Transportproteine gebunden zirkulierenden Leptins wieder (Sinha et
al. 1996 a, Pelleymounter 1997, Landt 2000, Ahima und Flier 2000). Dabel wird die Hohe
des Plasmaleptinspiegels sowohl von der Leptinproduktion a's auch von seiner Elimination
aus dem Blutkreidlauf bestimmt.
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1.2.4.1. Leptinproduktion

Die Leptinproduktion erfolgt im adulten Tier vor alem im WAT. In friheren Stadien der
Entwicklung (siehe 1.3.) konnte aber auch eine LeptinmRNA-Bildung im BAT
nachgewiesen werden (Dessolin et a. 1997). Auch beim adulten Tier gibt es Hinweise, dal?
Leptin-mRNA nicht nur im WAT, sondern auch in geringen, aber funktionell wirksamen
Konzentrationen von einigen anderen Geweben und Organen gebildet wird, wie z.B. den
Skelettmuskelzellen, der Mukosa des gastrischen Fundus, dem Milchdrisenepithel und der
Plazenta (Masuzaki et a. 1997, Bado et al. 1998, Morton et al. 1998, Wang et al. 1998).
Aullerdem konnte bei Méusen, Ratten und beim Mensch nachgewiesen werden, dal3
regionsspezifische Unterschiede in der Leptin-mRNA-Konzentration in den verschiedenen
weil3en Fettdepots auftreten (Trayhurn et al. 1995 a, Ogawa et a. 1995, Rayner et al. 1997,
Rousseau et al. 1997).

Die Produktion kénnte auf verschiedenen Ebenen geregelt werden. Zum einen kann die
Rate der Transkription des Leptingens (Lep) durch zahlreiche inhibierend oder
stimulierend wirkende Transkriptionsfaktoren reguliert werden (Good 2000). Nach der
Transkription wird die Menge und Funktionalitét der neu synthetiserten mRNA durch
verschiedene Mechanismen beeinflulét, wie dem Transport vom Kern ins Zytoplasma und
der Stabilitét der Leptin-mRNA im Zytoplasma. Ob solche Schritte auch bel der
Regulation der Leptinproduktion eine Rolle spielen ist noch unklar. Auch zur Effizienz der
Trandation liegen bisher praktisch keine experimentellen Auskinfte vor. Es existieren
jedoch Hinweise darauf, dal3 es in bestimmten Stoffwechsellagen, z.B. zu Beginn einer
Fastenperiode, eine von der Leptin-mRNA-Konzentration unabhangige, geregelte
Abnahme der Leptinproduktion gibt (Dallman et a. 1999). Diese konnte auf eine
erniedrigte Trandationsrate und/oder eine verringerte Leptinsekretion zurtickzufiihren sein.
Bis jetzt ist noch unbekannt, ob und welche Schritte regulierend in die Kontrolle der
Leptinsekretion eingreifen. Es gibt aber Anzeichen dafur, dal? Leptin pulsatil von der Zelle
ins Blut sezerniert wird (Sinha et al. 1996 b, Licinio et a. 1998).

1.2.4.2. Elimination

Die Elimination, d.h. die Entfernung aus dem Blutplasma, erfolgt zum einen Uber die
Einschleusung des Leptins in andere Gewebe (Extravasation), wie Gehirn, Jgjunum, Leber,
Magen und Lunge (Hill et a. 1998). Zum anderen erfolgt die Entfernung des Hormons
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Leptin aus dem Korper Uber die glomeruldre Filtration der Nieren. Dabel wird Leptin
unverandert ausgeschieden, ein Abbau von Leptin im Korper konnte bis jetzt nicht
nachgewiesen werden. Bis heute konnte keine spezifische Kontrolle der renalen
Leptinclearance nachgewiesen werden, se scheint lediglich eine Funktion der
Leptinkonzentration im Blut zu sein (Cumin et al. 1996, 1997).

1.2.4.3. Fazt

Fur die Regulation des Plasmaleptinspiegels ist vor alem die Leptinproduktion wichtig,
wobei die Plasmakonzentration nach dem heutigen Kenntnisstand relativ eng mit der
MRNA-Konzentration im Fettgewebe zu korrelieren scheint. Dagegen geht man zur Zeit
davon aus, dai die renale Elimination wahrscheinlich keinen wesentlichen regulatorischen
Einflul auf den Plasmaleptinspiegel ausiibt. Inwieweit die Beziehung zwischen Leptin-
MRNA-Konzentration und Plasmaleptinspiegel durch zusétzliche regulierende Schritte bei
der Leptinproduktion und/oder Sekretion beeinflul® wird, ist noch unbekannt. Unklar ist
bisher auch noch, inwieweit der Transport bzw. die Speicherung in anderen
Gewebskompartimenten einen Einflul® auf die Hohe des Plasmaleptinspiegels hat. Dadurch
ergeben sich Unsicherheitsfaktoren bei der Beurteilung des Zusammenhangs zwischen

Plasma- und mRNA-K onzentration.

1.2.5. Physiologische Regulation des Plasmaleptinspiegels

1.2.5.1. Beeinflussung durch den K or perfettgehalt

Bel Menschen und Nagetieren existiert normalerweise eine enge positive Korrelation
zwischen der Leptin-mRNA-Konzentration sowie dem Plasmaleptinspiegel und dem
Gesamtkorperfettgehalt (Maffei et al. 1995 a, b, Frederich et al. 1995, Considine et al.
1996, Considine und Caro 1997). Noch ist unklar, durch welche Kontrollmechanismen sich
diese enge Korrelation ergibt, d.h. welche mit dem Gesamtkorperfettgehalt korrelierten
physiologischen Signale die Regulation der Lep-Expression entsprechend regeln. Trotz der
engen Korrelation zwischen Lep-Expression und Korperfettmasse ist noch nicht klar, ob
die Konzentration von Triglyzeriden, anderen Lipidmetaboliten oder mechanische
Faktoren, die in Beziehung zur Fettzellgrofe stehen, die Lep-Expresson bestimmen
(Ahimaand Flier 2000).
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1.2.5.2. Beeinflussung durch den zellul&ren Stoffwechsel

Es gibt eindeutige Anzeichen dafur, dald Plasmaleptinspiegel und Leptin-mRNA-
Konzentration auch unabhangig von Veranderungen der Korperfettmasse rasch auf andere
metabolische Stimuli reagieren. Hier kommt den Komponenten des Energiestoffwechsels
in den Zellen eine besondere Bedeutung zu, wobei nicht nur die Grof3e, sondern auch die
Richtung der Metaboliten- bzw. Energiestrome eine Rolle spielt. Eine Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dal3 Freie Fettsduren (FFA), wie Palmitinsdure, in vitro die Leptin-mRNA-
Konzentration von Rattenfettzellen erniedrigen (Shintani et al. 2000). Auf%erdem ist
bekannt, dal? sich der Plasmaleptinspiegel kurzfristig mit dem Ernghrungsstatus verandert.
Fasten Uber 24 h fuhrt ohne bedeutende Anderung der Korperfettmasse zu einem starken
Abfall des Plasmaleptinspiegels (Trayhurn et al. 1995 a). Bei ad libitum gefitterten Ratten
erreicht der Plasmaleptinspiegel ca 8 h nach Beginn der Nahrungsaufnahme sein
Maximum (Saladin et a. 1995), d.h. zu einem Zetpunkt, wo die Néahrstoffe schon
absorbiert wurden und im Koérper weiterverarbeitet werden. Wang et al. (1998) konnten
zeigen, dal3 der Glucosestoffwechel ebenfalls ein wichtige regulatorische Funktion austibt.
Mit einer Erhdhung der Konzentration von UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GICNAC), u.a
ein Endprodukt des Hexosemonophosphat-Weges im oxidativen Abbau der Glucose,
steigen die Lep-Expresson im Fettgewebe und im Skelettmuskel sowie der
Plasmaleptinspiegel an. Hyperlipiddmie und —glykdmie fuhren zu ener Erhohung des
UDP-GIcNACc-Spiegels und haben somit denselben Effekt. Dies ist ein wichtiger Hinweis
darauf, dal3 ein Anstieg der Verfligbarkeit von Energie in der Zelle, etwa in Verbindung
mit einer gesteigerten zellul&ren Energieaufnahme, einen stimulierenden Einflud auf die
Lep-Expression hat.

1.2.5.3. Beeinflussung durch andere Hormonsysteme

Es existieren vielfatige Wechselwirkungen des Leptins mit anderen Hormonsystemen, die
zum Teil noch einer genaueren Erforschung bedirfen. An dieser Stelle sollen kurz die

wichtigsten Hormone erwahnt werden, die den Plasmaleptinspiegel beeinflussen.

Insulin

Besonders wichtig fur den Energiestoffwechsel ist die Beziehung zwischen Leptin und
Insulin, das eine wichtige Rolle im Glucosestoffwechsel spielt. Es besteht eine enge
Korrelation zwischen Serumleptin- und Insulinspiegeln (Boden et a. 1997), welche sich
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gegensaitig beeinflussen (siehe Wauters et al. 2000). In vitro stimuliert Insulin die Lep-
Expression und Leptinsekretion isolierter Ratten- und menschlicher Fettzellen (Hardie et
al. 1996 a, Kolaczynski et al. 1996, Rentsch und Chiesi 1996, Saladin et al. 1995, Wabitsch
et al. 1996). Beim Nagetier induziert die Applikation von Insulin eine Erhdhung der Lep-
Expression im Fettgewebe (Cusin et al. 1995, MacDougald et al. 1995, Saladin et a. 1995)
und des Plasmaleptinspiegels (Hardie et a. 1996 b, Patel et a. 1998, Sivitz et al. 1998).
Ratten, die durch Streptozotocin (STZ)-Behandlung Insulin-defizient sind, zeigen
sgnifikant erniedrigte Leptinspiegel, nach Insulininjektion steigt ihre Leptinsekretion
(MacDougald et al. 1995, Patel et a. 1998, Sivitz et al. 1998). Denselben Effekt hat eine
Insulinbehandlung bei  diabetischen Ratten, deren Plasmaleptinspiegel  durch
Insulindefizienz erniedrigt ist (Sivitz et a. 1998).

Sexualhormone

In vitro zeigen weibliche Fettzellen eine hohere Leptin-mRNA-Sekretion als méannliche
Fettzellen (Casabiell et al. 1998). Auddser fur diesen Unterschied sind die Sexualhormone.
Ostrogen stimuliert die Leptinsekretion von Adipozyten in vitro nur bei weiblichen
Fettzellen (Kristensen et al. 1999, Sivan et al. 1998). So zeigen ovariohysterektomierte
Ratten in vivo erniedrigte Plasmaleptinspiegel, die durch Ostradiolgabe wieder
normalisiert werden konnen (Kristensen et al. 1999, Shimizu et al. 1997). Androgene, wie
Testosteron wirken inhibitorisch auf die Lep-Expression und Sekretion von menschlichen
Zéellen in vitro (Wabitsch et a. 1997). Bel Ratten konnte in vivo nach Androgenapplikation
eine verminderte Lep-Expression beobachtet werden, es kam aber trotzdem nicht zu
Veranderungen im Plasmaleptinspiegel (Wu-Peng et al. 1999). Leptin und Testosteron sind
bel Méannchen offensichtlich invers korreliert (GarciaMayor et a. 1997, Wabitsch et a.
1997, Behre et a. 1997, Haffner et a. 1997, Janssen et al. 1998). Bei chronischen
Hungerzustanden kommt es durch die suppressive Wirkung von Leptin auf die weiblichen
Sexualhormone zu einem Ausfall der Ovulation (Ahimaet al. 1996).

Glucocorticoide

Glucocorticoide sind ebenfalls potente Regulatoren der Lep-Expression (Wauters et al.
2000). In vitro Gben Glucocorticoide einen stimulierenden Effekt auf die Leptinsynthese
und —sekretion von isolierten Fettzellen aus (Wabitsch et a. 1996, Hardie et al. 1996 a,
Murakami et a. 1995, Slieker et a. 1996). Es konnte gezeigt werden, dal3 Cortisol die
L eptinproduktion auch in vivo stimuliert (Wauters et al. 2000). In Ubereinstimmung damit
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induziert die periphere Glucocorticoidinfusion bei der Ratte die Lep-Expresson im
Fettgewebe und erzeugt eine Hyperleptinamie (De Vos et a. 1995, Zakrzewska et a.
1999).

1.2.5.4. Beeinflussung durch das sympathische Nervensystem

Die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems (SNS) spielt eine wesentliche Rolle fir
die Regulation der Leptinspiegel durch Hemmung der Lep-Expression im Fettgewebe.
Neben dem starken direkten Einflu® durch die sympathische Innervation von BAT und
WAT konnten auf3erdem auch indirekte Einflisse des SNS durch die Freisetzung von
Katecholaminen aus den Nebennieren hierzu beitragen (Trayhurn et al. 1998).
Katecholamine wirken auf die Fettzellen vor alem Uber [-Adrenorezeptoren, die der dort
vorherrschende Subtyp der Adrenorezeptoren sind (Giacobino 1995). In vivo inhibieren
Katecholamine (Trayhurn et al. 1995 b) oder [3-Adrenorezeptor-Agonisten (Moinat et a.
1995, Gettys et al. 1996, Mantzoros et al. 1996, Slieker et al. 1996, Trayhurn et al. 1996,
Dessolin et a. 1997) die Lep-Expression im WAT und erniedrigen den Plasmal eptinspiegel
bei Nagern. Auch im BAT konnte dieselbe inhibierende Wirkung auf die Lep-Expression
nachgewiesen werden (Moinat et al. 1995, Deng et al. 1997). Versuche in Zellkulturen
bestétigten diese Wirkung von Katecholaminen und [>-Agonisten (Gettys et al. 1996,
Hardie et a. 1996 b, Dessolin et a. 1997, Mitchell et al. 1997).

Es ist jedoch nicht klar, ob die Katecholamine direkt oder indirekt auf die Lep-Expression
wirken. Zum einen wird angenommen, dal3 die Lep-Expression im WAT und BAT direkt
Uber die Stimulation der Adrenorezeptoren und die Synthese von cCAMP as Second-
Messenger-System inhibiert wird (Kosaki et al. 1996, Slieker et a. 1996, Deng et a.
1997). Diese Suppression konnte z.B. Uber eine Verdnderung der Gentranskription oder
eine Verkirzung der Halbwertszeit der Leptin-mRNA erfolgen (Deng et al. 1997). Zum
anderen konnte ein indirekter Einflu? Uber Veranderungen im Fettzellstoffwechsel, wie der
Erhohung der Konzentration von Stoffwechselmetaboliten, z.B. FFA (Shintani et a. 2000),
oder Uber Verdnderungen der zelluldren Energiestrome ausgelibt werden, die ebenfdls
durch die adrenerge Stimulation verdndert werden. Die adrenerge Stimulation steigert
einerseits die Lipolyse, d.h. die Freisetzung von Fettsduren in den Fettzellen, indem Gber
eine Erhohung der cAMP-Konzentration, die die Proteinkinase A aktiviert, die
Triacylglycerinlipase (Synonym: Hormon-sensitive-Lipase; HSL) (Carey 1998) als
geschwindigkeitdimitierendes Enzym aktiviert wird (Berraondo und Martinez 2000,
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Sztalryd und Kraemer 1994). Zudem wird im BAT durch sympathische Stimulation die
thermoregulatorische Thermogenese gesteigert, indem durch die Entkopplung des
Protonentransports in den Mitochondrien bei der Oxidation von Fettsauren Warme
freigesetzt und damit die zellulére Energieabgabe erhoht wird (Nedergaard und Cannon
1998, Giacobino 1995). Gleichzeitig inhibiert Noradrenadin im WAT die Lipoprotein-
Lipase (LPL)-Aktivitdt und stimuliert diese im BAT (Trayhurn et a. 1995 b) und verandert
somit auch den Einstrom von FFA in die Zdlen, da de LPL das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym fir die Aufnahme von Lipoproteinen aus der
Zirkulation ist (Eckel 1989).

1.2.5.5. Ruckwirkung von Leptin auf die eigene Produktion

Es besteht auRerdem eine negative Rickkopplung von Leptin auf die eigene Produktion
(Wang et a. 1999). Dieser Feedbackmechanismus kénnte zum einen peripher, d.h.
autokrin Uber LEPR auf den Fettzellen erfolgen (Zhang et a. 1997, Wang et al. 1999). So
gibt es Hinweise, dal3 Leptin seine eigene mRNA-Expression in vitro inhibieren konnte
(Zhou et a. 1997). Andere Autoren finden jedoch keinen Hinwels auf einen solchen
lokalen Effekt im Fettgewebe und &ufern die Vermutung, dald der in vivo beobachtete
Feedbackmechanismus z.B. zentral Uber die Leptinrezeptoren im Hypothaamus und
vermittelt durch das SNS erfolgen konnte (Slieker et al. 1996). Entsprechend den oben
erlauterten Vorstellungen konnte auch diese Wirkung von Leptin auf seine eigene
Expression sowohl bei Beteiligung lokaler wie zentraler LEPR entweder direkt Uber das
JAK-STAT-System oder indirekt Uber die Beeinflussung des zelluléren Fettstoffwechsals,
z.B. einen Anstieg der FFA, erfolgen (Wang et al. 1999).

1.2.5.6. Fazt

Angesichts der dargestellten (und viefdtiger noch genauer zu erforschender)
Kurzzeiténderungen und Wechselwirkungen mit anderen Hormonsystemen erscheint die
bekannte Korrelation zwischen Fettmasse und Plasmaleptinspiegel  erstaunlich. Die
Untersuchung der Zusammenhange zwischen Korperfettmasse und Plasmaleptinspiegel ist
die Voraussetzung fur das Verstdndnis der Funktion des Leptins as Signa fur den
Korperfettgehalt.
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1.2.6. Resistenzbildung

Bel alen adipGsen Tieren, mit Ausnahme der ob/ob Maus, die kein funktionelles Leptin
besitzt, sind die Plasmaeptinspiegel und die Lep-Expression erhéht, unabhangig davon
aufgrund welcher Ursachen oder Stérungen sich die Adipositas entwickelt hat (Frederich et
al. 1995, Maffei et a. 1995 &), wobel sowohl freie wie gebundene L eptinfraktionen erhoht
sind (McConway et a. 2000, Lahlou et al. 2000). Dies &% darauf schlief3en, dal3 sich bel
adipbsen Nagern und Menschen eine Leptinresistenz entwickelt. Diese konnte auf
verschiedenen Ebenen des Leptin-Feedbackmechanismus auftreten, z.B. durch einen
eingeschrankten Transport des Leptins Uber die BBB, durch Veranderungen auf der Ebene
des Rezeptors oder der Signaltransduktion und durch Veranderungen in den vermittelnden
effektorischen Systemen (siehe Wauters et a. 2000).

1.2.7. Gendefekteim Leptinsystem

Wie man bereits friher aufgrund von Parabioseversuchen bei db/db-Mausen (Coleman
1973, Coleman und Humme 1969) und fa/fa Ratten (fa = fatty; Harris et a. 1987)
vermutet hat, beruht die Adipositas bel diesen Nagetiermodellen auf einer Mutation im
Leptinrezeptor-Gen (Chua et al. 1996, Lee et a. 1996, Phillips et a. 1996), im Gegensatz
zu ob/ob Méusen, denen funktionelles Leptin fehlt. Die ,fatty“- Mutation ist eine
Punktmutation im Lepr?, die dazu fihrt, daB in der extrazelluldren Doméne, die alen
bekannten Spliceformen von LEPR gemeinsam ist (Ahima und Flier 2000, Wang et 4.
1998), die Aminosaure Glutamin durch Prolin ausgetauscht wird (Chua et al. 1996). Durch
die Mutation kommt es zu einer reduzierten Expression des LEPR-Molekiils (Crouse et al.
1998, da Silva et a. 1998), und es konnte gezeigt werden, dal3 die totale hypothalamische
Leptinbindung in Abhéngigkeit von der Gendosis sinkt (Schmidt et al. 2000). Wahrend der
intakte LEPR vermutlich verschiedene STAT-Proteine Uber den JAK/STAT-Mechanismus
aktivieren kann (Vaisse et a. 1996, McCowen et al. 1998), zeigten Untersuchungen an
Zdlkulturen eine reduzierte, jedoch nicht vollstandig unterbrochene SignalUibertragung bel
Mutation des LEPR (White et al. 1997, da Silva et al. 1998). In vivo fuhrt die homozygote

Mutation hingegen unter physiologischen Bedingungen zu einem voélligen Verlust der

2 Das Leptinrezeptor-Gen (Lepr) kommt in zwei allelen Formen vor. Lepr™ steht fiir das defekte Allel bei
hetero- (+/fa) und homozygoten (fa/fa) Trégern der Mutation. In Anlehnung an die englische
Ausdrucksweise wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen des Gendefektesin Abhéngigkeit von der Anzahl
der defekten Allele (0,1,2) as,, Gendosis' -abhangige Effekte bezeichnet.

11
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Reaktion auf exogen zugefihrtes rekombinantes Leptin (Stehling et a. 1997, Kraeft et al.
1999). Periphere Leptininjektionen bel fa/fa Tieren |6sen keinen Effekt aus (Dryden et al.
1999), nur mit intraventriculdrer Leptininjektion in unphysiologischen Dosen ist eine
Wirkung auslosbar (Dryden et al. 1999). Durch diesen genetischen Defekt ist dieses
Tiermodell hervorragend geeignet, um die Funktion des LEPR zu studieren.

In Abhangigkeit von der Gendosis kommt es zu einem unterschiedlichen Anstieg des
Korperfettgehaltes bereits in der ersten Lebenswoche (Meerfrankenfeld et al. 1996,
Schwarzer et al. 1997). Vor der Entwicklung dieses von der Gendosis abhéngigen
Unterschiedes im Korperfettgehalt konnten bisher keine Abnormitdten gangiger
Stoffwechselparameter gefunden werden. So differieren weder fetale noch neonatale
Plasmainsulinkonzentration und  Leberglykogengehalt zwischen +/fa und fal/fa
Wurfgeschwistern. Zudem konnten zwischen 24 h aten +/fa und fa/fa Welpen ebenfalls
keine Unterschiede im Korperfettgehalt oder im Triglyzeridgehat im BAT, WAT und in
der Leber festgestellt werden (Meerfrankenfeld et a. 1996). Ein quantitativer Vergleich
der Plasmaleptinkonzentration und der Gesamtkorperfettmasse von 10 Tage alten
Zuckerratten demonstrierte aber, dal3 der Anstieg der Plasmaleptinkonzentration von fa/fa
und +/fa Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Welpen (+/+) nicht alein auf ihren Anstieg im
Korperfettgehalt zurlickzufiihren ist (Zhang et a. 1997). Dies la3 vermuten, dal3 die Lep-
Expresson im Fettgewebe und die Plasmaleptinkonzentration einer negativen
Feedbackregulation unterliegen, welche durch den LEPR vermittelt wird. Diese Gendosis-
abhangigen Effekte treten vor Auspragung von Unterschieden in  der
Plasmainsulinkonzentration auf und konnten durch autokrine und/oder ZNS-vermittelte
Effekte der Leptinwirkung zustande kommen (Zhang et a. 1997).

1.3. Besonderheiten der Regulation des Energiehaushaltes beim Jungtier

Da entscheidende Schritte der neuronalen Entwicklung der Ratte postnatal stattfinden
(Sherwood und Timiras 1970, Romijn et al. 1991), kann bel Ratten die Reifung komplexer
Regelvorgénge experimentell verfolgt werden. Zudem lassen sich im Jungtier die
Entwicklungen von Stérungen in solchen Regelsystemen untersuchen, bevor sekundére
Uberlagerungen  stattgefunden haben. Dabel miissen aber die physiologischen
Besonderheiten der Jungtiere gegentiber den adulten Tieren beriicksichtigt werden.



Einleitung

Ratten werden mit fast leeren Triglyzeridspeichern im WAT und BAT geboren
(Pequignot-Planche et al. 1977, Ricquier und Hemon 1976). Trotz der geringen
Triglyzeridmenge von 0,2 mg im makroskopisch fast unsichtbaren inguinalen WAT-
Polster (Pequignot-Planche et a. 1977) und ca. 1 mg im interscapuldren BAT (Ricquier
und Hemon 1976) sowie einem Gesamtkorperfettgehalt von weniger as 50 mg
(Meierfrankenfeld et a. 1996), ist bereits ein mefdbarer Plasmaleptinspiegel vorhanden
(Dessolin et a. 1997). Nach dem ersten Sdugen setzt die Triglyzeridspeicherung in die
Fettspeicher ein (Taylor 1960) und bereits 12 h nach der Geburt sind die WAT-Polster
auch makroskopisch sichtbar und der Triglyzeridgehat des BAT hat sich verfinffacht
(Pequignot-Planche et a. 1977, Ricquier und Hemon 1976). Im Jungtier ist der
mengenmé&dige Anteil vom BAT an der Gesamtkorperfettmasse im Vergleich zum WAT
viel grof3er als beim Adulten (Dessolin et al. 1997, Rayner et a. 1997). Ebenso ist die Lep-
Expression im BAT von Neugeborenen und Saugwelpen viel stérker ausgepragt als beim
Adulten (Devaskar et a. 1997), bel dem sie kaum nachweisbar ist (Cinti et al. 1997,
Moinat et al. 1995), wobel Uber die Regulation der Lep-Expression im thermogenetisch
hochaktiven BAT des Jungtieres bisher noch keine Informationen vorliegen. Aul¥erdem ist
bekannt, dald sich in diesem Alter die Lep-Expression im WAT fast ausschliefdich auf das
in diesem Alter gut entwickelte subcutane Fettpolster konzentriert, wéhrend die viszeralen
Depots noch sehr klein sind (Rayner et a. 1997). Die Beschrénkung auf im wesentlichen
nur zwel physiologisch gut charakterisierte Fettgewebstypen, BAT und subcutanes WAT,
die an der Leptinbildung beteiligt sind, vereinfacht es, im Jungtier modellhaft das
Zusammenspiel der Regulation der Lep-Expression an verschiedenen Bildungsorten und
ihrer jeweiligen Beitrége zum zirkulierenden Leptinspiegel zu untersuchen. Dies gilt
insbesondere, da sich in diesem Alter eine aulerst enge Korrelation zwischen
Plasmaleptinspiegel und Korperfettgehalt nachweisen |83t (Eiden et a. 2001).

Die Erndhrung der Jungtiere unterscheidet sich von der Zusammensetzung des
Standardfutters fur adulte Ratten vor alem durch den hohen Fettanteil, der ca. 70% der
aufgenommenen Kalorien ausmacht, und den geringen Anteill von Kohlenhydraten (Wells
1985). Die enzymatische Ausstattung fur nutritive Stoffwechselvorgange bei Ratten im
Sauglingsalter differiert ebenfalls erheblich von der der adulten Tiere (sehe Henning
1981). Der Magen ist unter physiologischen Bedingungen stdndig mit Milch gefillt, so daid
sich die Jungtiere kontinuierlich in der Resorptionsphase befinden. Durch die linguale
Lipase wird die Fettverdauung im Magen eingeleitet und die Saugwelpen sind in der Lage

13



14

Einleitung

mittelkettige FFA direkt aus dem Magen zu absorbieren (Hamosh 1979, Aw und Grigor
1980, Fernando-Warnakulasurya et al. 1981). Die unter physiologischen Bedingungen
standig hohe Verfligbarkeit von FFA und Triglyzeriden im Blut (Page et a. 1971, Foster
und Bailey 1976, Robles-Valdes et a. 1976) fuhrt zum einen dazu, dal3 die Fetteinlagerung
auf den mit der Milch aufgenommenen Fetten beruht, wahrend im Gegensatz zum adulten
Tier die Synthese von Fettsduren oder die Lipolyse quantitativ noch keine Rolle fir den
Fettstoffwechsel spielen (Taylor et a. 1967, Benito et al. 1979, Tsujikawa und Kimura
1980, Pillay und Bailey 1982, siehe Ferre et al. 1986). Aullerdem kommt es zusammen mit
der hohen oxidativen Kapazitét der Leber zu einer |ebhaften Produktion von Ketonkérpern
(Lockwood und Bailey 1971, Foster und Bailey 1976), vor alem Acetoacetat u. in 3-fach
hoherer Konzentration 3-Hydroxybutyrat. Diese dienen dem Gehirn und vielen Geweben
bzw. Stoffwechselvorgéngen als vorrangiges Substrat zur Deckung des Energiebedarfs
(Williamson und Buckley 1973, Robinson und Williamson 1980). Der verbleibende Bedarf
an Glucose wird fast ausschliefdich durch Gluconeogenese gedeckt (Ferre et al. 1986),
wahrend Glycogenolyse kaum dtettfindet (siehe Ferre et a. 1986). Bel Ratten im
Sauglingsalter besteht im Vergleich zur adulten Ratte zudem eine Insulinresistenz (Issad et
al. 1987, 1989).

Bereits innerhalb der 1. Lebenswoche ist ein pranata durch das Multtertier
synchronisierter, juveniler Tagesrhythmus der Korperkerntemperatur (Tc) bel normaen
Aufzuchtbedingungen nachweisbar, der in der Mitte der zweiten Lebenswoche am
stérksten ausgepragt ist (Nuessein und Schmidt 1990) und in der 3. Lebenswoche
allmahlich audéauft, bevor die Entwicklung des adulten Tc-Rhythmus wahrend des 2.
Lebensmonates beginnt (NUdein 1992). Der ausgeprégte juvenile Tagesrhythmus hat
erhebliche Auswirkungen auf viele metabolische Grofen, jedoch ist die Konzentration von
fur den Energiestoffwechsel wesentlichen Substanzen, wie Glucose und 3-Hydroxybutyrat
oder auch Insulin, im Blutplasma von kinstlich aufgezogenen Ratten im circadianen
Minimum und Maximum des Tc-Rhythmus gleich hoch (Nulein 1992). Der juvenile
Tagesrhythmus unterscheidet sich vom adulten Tagesrhythmus vor alem darin, dal3 er nur
unter Kéltebelastung auftritt und seine Amplitude mit sinkender Umgebungstemperatur
grofRer wird, wobei die Absenkungen von Tc und Metabolischer Rate (MR) so grof3 werden
konnen, dalR sich eine Ahnlichkeit zum , Daily Torpor* ergibt, wie er bei vielen adulten
kleinen (<50 g) Saugetieren auftritt und der durch ein Absinken der Kdrpertemperatur und
des Energieverbrauchs in der Inaktivitdtsphase weit unter das normale Ruheniveau
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gekennzeichnet ist (Geiser 1988, Nufdlein 1992). Der juvenile Tc-Rhythmus beruht auf
einer tageszeitlich unterschiedlichen sympathischen Aktivierung der thermoregulatorischen
Warmeproduktion im BAT (Redlin et al. 1992), wobei das Minimum des Tagesganges zu
Beginn der Lichtphase erreicht wird (NU@ein 1992). Dieser Tagesgang bleibt auch
wéhrend Isolation und kinstlicher Aufzucht im Dauerlicht erhaten (Nullein 1992).
Dagegen zeigen thermoneutral gehaltene Jungtiere weder in der Tc noch in der
Stoffwechselrate eine Tagesperiodik (Nuesslein-Hildesheim und Schmidt 1994).

Fur viele Untersuchungen an Jungtieren hat sich die kinstliche Aufzucht bewahrt. Sie
erlaubt eine exakte Kontrolle und Variation der Umweltbedingungen, wie z.B. der Menge
und Art der zugefuhrten Nahrung und der Umgebungstemperatur. Auflerdem ist eine
kontinuierliche Langzeit-Aufzeichnung wichtiger Mef3grofen, wie Sauerstoffverbrauch
und Korperkerntemperatur, méglich. Beachtet werden muf3, dal? eine kiinstliche Ernghrung
mit der Ublicherweise verwendeten Ersatzmilch nach Messer (1969) die
Nahrstoffkonzentration im Blut der Jungtiere veréndert, z.B. kommt es durch einen
geringeren Anteill mittelkettiger Fettsduren zu ener erniedrigten [3-Hydroxybutyrat-
Konzentration im Blut (Sonnenberg et. al. 1982). Zudem treten viele weitere Unterschiede
zwischen normal und kinstlich aufgezogenen Jungtieren auf, so dal3 ein direkter Vergleich
zwischen normal und kiinstlich aufgezogenen Tieren nicht sinnvoll ist.

1.4. Zieledieser Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit war die Untersuchung der entwicklungsbedingten Veranderungen
des Plasmaleptinspiegels bei Ratten im Sduglingsalter und der der Regulation des
Plasmaleptinspiegels  zugrunde liegenden physiologischen Kontrollvorgénge. Da in
fruheren Untersuchungen gezeigt werden konnte, dal3 die erhohte Plasmaleptin-
konzentration von 10 Tage alten fa/fa und +/fa Tieren im Vergleich zu +/+ Welpen nicht
allein auf ihren grofReren Korperfettgehalt zurlickzufiihren ist (Zhang et al. 1997), wurde in
der vorliegenden Arbeit die Auswirkung der Gendosis des LEPR auf die Kontrolle des
perinatalen Plasmaleptinspiegels bel Ratten durch die Untersuchung von Tieren mit
intaktem (+/+) und genetisch defektem (+/fa und fa/fa) LEPR perinatal vor dem Beginn
der Triglyzeridspeicherung analysiert.

Vor waelterfihrenden Untersuchungen zum  Einflu@ der Gendoss auf den
Plasmaleptinspiegel von 10 Tage alten Jungtieren wurden methodische Untersuchungen
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zur Charakteriserung des Plasmaleptinspiegels an Wildtyp-Welpen durchgefihrt. Zum
einen mufidte geklart werden, ob der zu diesem Zeitpunkt ausgepragte Tc-Rhythmus einen
Einflud auf die Bestimmung des Plasmaeptinspiegels hat. Deshab wurde der
Plasmaleptinspiegel bei 10 Tage alten Ratten zum Zeitpunkt des circadianen Minimums
und Maximums des Tc-Rhythmus verglichen. Eingehend wurde desweiteren der
Zusammenhang zwischen Veranderungen der Korperzusammensetzung und des
Plasmal eptinspiegels zwischen der 1. und 5. Lebenswoche analysiert, um zu kléaren, ob und
gegebenenfalls wann die bei Mausen in der zweiten postnatalen Lebenswoche
nachgewiesene “Leptinsurge’, en 5-10 facher Angtieg des Plasmaleptinspiegels
unabhangig von Veranderungen der Korperfettmasse (Ahima et al. 1998), auch bel Ratten
im Sduglingsalter auftritt.

Aufgrund der Voruntersuchungen erschienen 10 Tage alte Ratten besonders geeignet, um
die Rolle der sympatho-adrenergen Aktivitat (SAA)® sowie der zelluléren Energiestrome
und/oder der Energiespeicherung bei der Vermittlung der Feedbackregulation von Leptin
auf seine eigene Expression in Fettzellen zu untersuchen. Deshalb analysierten wir in
diesem Alter die Effekte der Gendosis und von experimentell induzierten Unterschieden in
der SAA, der akuten Nettoenergiezufuhr® und des Korperfettgehaltes auf die Leptin-
mRNA-Konzentration im BAT und WAT® sowie auf die Plasmaleptinkonzentration.
Hierzu wurden zunéchst Vergleichsdaten unter normalen Aufzuchtbedingungen im Ne<t,
d.h. bel moderater Kaltebelastung, erhoben. Danach wurden die Daten von unter dhnlichen
thermischen Bedingungen kinstlich aufgezogenen Tieren mit denen unter verénderten
thermischen und nutritiven Bedingungen kiinstlich aufgezogenen Tieren verglichen.

® Der Ausdruck SAA wird in dieser Arbeit verwendet, um die Effekte von experimentell induzierten
Unterschieden in der Aktivitdt des SNS sowie pharmakologisch induzierter adrenerger Stimulation
zusammenzufassen
* Nettoenergiezufuhr = Differenz zwischen der mit der Milch zugefiihrten Energie und der verbrauchten
Energiein kJ
®in Kooperation mit Yiying Zhang und Rudi Leibel, New Y ork
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchsserien

Zur Untersuchung der physiologischen Kontrolle des Plasmaleptinspiegels bel Ratten im

Sauglingsalter wurden 3 Versuchsserien durchgefiihrt:

A)

B)

C)

Ermittlung der Auswirkungen des Leptinrezeptors auf die Kontrolle des perinatalen

Plasmaeptingpiegels durch Untersuchung von Ratten mit intaktem (+/+)

Leptinrezeptor und solchen, die hetero- (+/fa) oder homozygot (fa/fa) fir den

L eptinrezeptordefekt sind

10 min nach naturlicher Geburt

ca. 4 h vor dem erechneten Geburtstermin

(Kaiserschnitt)

ca. 24 h vor dem errechneten Geburtstermin

(Kaiserschnitt)

Methodische Voruntersuchungen fur die experimentelle Analyse der Kontrolle des

Plasmal eptinspiegels an Wildtyp-Ratten zwischen der 1. und 5. Lebenswoche

Untersuchung des Plasmaleptinspiegels zum Zeitpunkt
des circadianen Minimums und Maximums des Tc-

Rhythmus von 10 Tage alten Tieren

Zusammenhang  zwischen  entwicklungsbedingten
Veranderungen des Korperfettgehaltes und des
Plasmaeptinspiegels  zwischen der 1. und 5.

Lebenswoche

Experimentelle Analyse der direkten und indirekten Feedbackkontrolle des

Plasmaleptinspiegels und der Lep-Expression im BAT und WAT von 10 Tage aten

+/+, +/fa und fa/fa Ratten durch Untersuchungen an normal, d.h. durch die Muitter,

aufgezogenen Tieren und an Tieren, deren SAA und Nettoenergiezufuhr wahrend

kUnstlicher Aufzucht manipuliert wurden
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- Erhebung von Vergleichsdaten an norma aufgezogenen
Tieren
- Untersuchungen an kinstlich aufgezogenen Tieren unter

folgenden Bedingungen:

a Moderate Kéltebelastung von Tag 8-10

a Thermoneutrale Bedingungen von Tag 8-10

a Thermoneutrale Bedingungen von Tag 4-10/11

a Noradrenalin-Behandlung unter thermoneutralen
Bedingungen von Tag 4-10/11, wobei die Milchzufuhr so
an den Verbrauch angepald wurde, da3 eine normae

Einlagerung von Korperfett aufrecht erhaten wurde

a Noradrenalin-Behandlung unter thermoneutralen
Bedingungen von Tag 4-10/11, wobei die Milchzufuhr so
an den Verbrauch angepaldt wurde, dal3 die Einlagerung
von Korperfett erniedrigt war

Eine Ubersicht (ber die Anzahl der in den Versuchsserien A und B verwendeten
Versuchstiere und deren Genotypverteilung gibt Tabelle I. Da in Versuchsserie C nicht bel
allen Tieren sowohl Plasmaeptinspiegel und Korperzusammensetzung wie auch die
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT bestimmt werden konnten, ist fir diese
Versuchsserie in Tabelle I sowohl die Anzahl der Versuchstiere als auch die Anzahl der

jeweils fur die genannten Variablen ausgewerten Mel3werte angegeben.
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Versuchsserie A:

Perinataler Plasmaleptinspiegel

Zeitpunkt Sinsg. | SWurf +/+ +/fa fa/fa

postnatal ~10 min 103 11 20 58 25
(32/34)

pranatal ~4 h 46 5 9 22 15
(7/15)

pranatal ~24 h 21 2 9 12

Tabdle I:

Versuchsserie B:
M ethodische Unter suchungen bei +/+ Tieren

Plasmaleptinspiegel im circadianen Minimum und Maximum

des Kerntemperaturrhythmus
Sinsg. S Wurf
30 3

Zusammenhang zwischen Plasmaleptinspiegel,
K drperzusammensetzung und L ebensalter

Alter Sinsg. S Wurf
d6 12 1
d7 31 8
d8 23 2
d10 16 6
di2 8 2
d16 34 8
d24 38 10
d34 11 3

separat aufgefihrt (Werte in Klammern).

Anzahl der Versuchstiere in Versuchsserie A und B getrennt nach Genotyp
und Zeitpunkt der Untersuchung bzw. Alter. Da (um Verzerrungen durch Unterschiede
zwischen Wiurfen, die nur zwei der drei Genotypen enthielten, auszuschlief3en) die
Unterschiede zwischen fa/fa und +/fa Tieren sowie zwischen +/+ und +/fa Tieren in
separaten Varianzanalysen ermittelt wurden (siehe 2.6.2.), wurde fir Versuchsserie A die
Anzahl der fir die jewelligen Varianzanalysen herangezogenen +/fa Tiere zusétzlich
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Versuchsserie C:
Regulation des Plasmaleptinspiegels bel 10 Tage alten Ratten
Tierzahl
Versuchsgruppen Sinsg. | SWwurf +/+ +/fa fa/fa
Normale Aufzucht 105 12 23 56 26
Kinstliche Aufzucht 83 9 11 33 39
Kaltebelastung 17 2 6 7 4
Thermoneutral 2 d 20 2 5 6 9
Thermoneutral 6 d 20 2 7 13
Noradrenalin, Fett 2 17 2 7 10
Noradrenalin, Fett N 9 1 6 3
Anzahl der ausgewerteten M el3werte
Plasmaleptin BAT mRNA WAT mRNA
Versuchsgruppen +/+ | +/fa |falfa| +/+ | +/fa |falfa| +/+ | +/fa |falfa
Normale Aufzucht 13 33 15 | 17 29 11 | 20 28 11
(20/25) (24/25) (23/14)

Kinstliche Aufzucht | 9 29 37 9 28 37 9 28 36
Kaltebelastung 4 3 2 4 3 2 4 3 2
Thermoneutral 2 d 5 6 9 5 6 9 5 5 9
Thermoneutral 6 d 7 13 7 13 4 13
Noradrenalin, Fett 2 7 10 6 10 7 9
Noradrenalin, Fett N 6 3 6 3 6 3

Tabdle I11:

Dain Versuchsserie C nicht bel alen Tieren sowohl Plasmaleptinspiegel wie

auch die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT bestimmt werden konnten, sind
hier sowohl die Anzahl der verwendeten Tiere wie die Anzahl der fUr jede der Variablen
ausgewerteten Messungen fir jede Versuchsgruppe und die drei Genotypen dargestellt.
Die N-zZahl fur die Analyse der Koérperzusammensetzung entspricht der for die
Plasmaleptinwerte. Von den zwdlf normal aufgezogenen Wirfen wurden bel sieben (#1-7)
der Plasmaleptinspiegel und die Korperzusammensetzung und in dreien davon sowie in
funf weiteren Wirfen nur die Leptin-mRNA-Konzentration bestimmt. Bei den neun
kinstlich aufgezogenen Wirfen (#8-16) wurden in der Regel von jedem Tier sowohl
Plasmaeptinspiegel  und Korperzusammensetzung as auch die Leptin-mRNA-
Konzentration ermittelt. Erklarung fir die geteilte Auswertung der Daten von den normal
aufgezogenen +/fa Tieren siehe Tabelle I. Bel den kinstlich aufgezogenen Tieren war dies
aufgrund der Genotypverteilung in den Wirfen nicht notwendig.
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2.2. Versuchstiere

2.2.1. Zucht

Alle Versuchstiere wurden in der Zuchtkolonie des W.G. Kerckhoff-Institutes in Bad
Nauheim selbst gezogen. Es waren Nachkommen von reinerbigen Zuckerratten (13 M) und
von Kreuzungen zwischen Zuckerratten und Brown-Norway-Ratten (BN), deren
Zuckerrattenanteil >96% ist. Zur Zucht wurden weibliche +/+ und +/fa Tiere eingesetzt,
die fa/fa Weibchen sind steril. Bei den ménnlichen Tieren kdnnen alle drei Genotypen zur
Zucht eingesetzt werden, allerdings sind nur einzelne der fa/fa Méannchen fertil, und es
kommt auch bei diesen nicht immer zu erfolgreichen Bedeckungen. Die Erzeugung reiner
Wildtyp-Wirfe wurde durch Paarung von +/+ Elterntieren erreicht. Zur Erzeugung von
Wurfgeschwistern mit unterschiedlichen Genotypen wurden die Paarungen vorwiegend so
gewdhlt, dal’ die Wirfe nur zwel verschiedene Genotypen enthielten, um ausreichende
Anzahlen fur Vergleiche innerhab eines Wurfes zu erzielen. Dazu wurden zum einen +/+
und +/fa Elterntiere gekreuzt und zum anderen +/fa Weibchen mit fa/fa Mannchen.

Die welblichen Tiere haben einen 4-tdgigen Zyklus, der durch tagliche Vaginalabstriche
verfolgt werden kann. Die Paarung erfolgte im frilhen Ostrus. Bei Paarungen mit +/+ und
+/fa Méannchen konnte man von einer erfolgreichen Bedeckung ausgehen und die
Mannchen von den Weibchen trennen, wenn am nachsten Tag Spermien im
Vaginalabstrich nachgewiesen wurden. Da es bei der Bedeckung durch fa/fa Mannchen
selbst beim Nachwels von Spermien haufig nicht zu einer Graviditéat kam, wurde bei diesen
Paarungen das Mannchen beim Weibchen gelassen und am Tag 4 nach der Bedeckung der
Zyklusstand wiederum kontrolliert, um einen erneuten Ostrus mit einer eventuell
spermienpositiven Paarung zu identifizieren. Blieb der Ostrus aus, wurden die Paare
getrennt und am Tag 10-13 nach dem letzten Ostrus der Zyklusstand erneut durch
Abstriche kontralliert, da in diesem Zeitraum Weibchen, deren Bedeckung mit einem fa/fa
Mannchen lediglich zur Pseudograviditét gefuhrt hatte, wieder in den reguléren Zyklus mit
Ostrus zuriickkehrten und erneut verpaart werden muften. Eine normal verlaufende
Graviditdt konnte spétestens am Tag 16 der Gestation durch eine ausgepragte Rundung des
Bauches deutlich visuell erkannt werden.

Der Tag des (letzten) spermienpositiven Vaginaabsiriches wurde as Tag O der
Tréchtigkeit gerechnet (Watts und Gain 1984, Cooke et al. 1986) und konnte zur
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Berechnung des voraussichtlichen Geburtstermins verwendet werden. Die Geburt erfolgte
in der Regel in den ersten Stunden nach Beginn der Lichtphase am Tag 22 der Graviditét.
Als "errechneter Geburtszeitpunkt” wurde deshalb der Beginn der Lichtphase 22 Tage nach
dem Spermiennachweis definiert. Gelegentlich traten Friihgeburten bis zu 12 h vor dem
errechneten Geburtstermin auf. Fast alle verwendeten Wirfe waren zum reguléren
Geburtszeitpunkt in der Ruhephase am Tag 22 der Graviditdt geboren worden. Bei friherer
Geburt wurde der erechnete Geburtstermin fir die Bestimmung des Lebensalters
verwendet. Die Dauer der Austreibungsphase der Geburt variiert stark und liegt
normalerweise zwischen ca. 1 Y2und 4 h, sie kann sich aber durch Stérungen zu Beginn
der Austreibungsphase erheblich verléngern. Die Wurfstérke betrug 9-12 Welpen pro Wurf
und das normale Geburtsgewicht lag bei ca. 6 g .

2.2.2. Tierhaltung

Die Kolonie befand sich in eéinem Raum bei 22°C Umgebungstemperatur und 60%
relativer Luftfeuchte mit einem 12:12 Licht:Dunkel Zyklus. Adulte Tiere wurden in
Gruppen bis zu vier Tieren in Makrolon-K&figen (GrofRe M 1V, Ebeco, Castrop-Rauxel)
auf Holzgranulateinstreu (Altromin, Lage) gehalten. Die Tiere erhielten eine pelletierte
Zuchtdiat (Altromin 1314, Altromin, Lage) und Wasser ad libitum. Die tréchtigen
Weibchen wurden am Tag 16 der Trachtigkeit in Einzelk&figen (Grole M 111, Ebeco,
Castrop-Rauxel) isoliert, in denen sie bis zum Versuchsbeginn mit ihren Welpen
verblieben. Alle normal von der Mutter aufgezogenen Welpen verblieben bis zum
Toétungstag bel ihrer Mutter, eine Ausnahme bildeten hier nur die 34 Tage aten Welpen,
sie wurden im Alter von Tag 21 abgesetzt. Um nicht unnétig Tiermaterial zu verbrauchen,
wurden, zusétzlich zu den speziell fir diese Arbeit herangezogenen Tieren, die Daten von
24 und 34 Tage alten Kontrolltieren aus einer anderen Versuchsserie (Eiden et a. 2001) fur
diese Arbeit neu ausgewertet.

Welpen, bel denen vor Versuchsbeginn eine Genotypisierung durchgefiihrt werden mulite,
wurden, nach Entnahme ener kleinen bis zu 0,4 cm langen Gewebeprobe durch
Scherenschnitt vom Schwanz, durch subcutane Tatowierung der Ful3sohlen mit schwarzer
Tinte (Scriptol, Pelikan, Hannover) nach einem bestimmten Nummerncode eindeutig

gekennzeichnet.
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2.3. Praparationsmethoden
2.3.1. Toétung der Versuchstiere und Blutprobenentnahme

2311 Feten

Ca. 4 und 24 h vor dem errechneten Geburtstermin wurden die Multtertiere 30-40 s mit
reinem CO, betdubt und dekapitiert. Der Beginn der Schnittentbindung erfolgte umgehend
durch Eroffnung der Linea aba und Inzision eines Uterushornes durch einen medialen
Langsschnitt. Nach der vollsténdigen Entfernung der Feten aus einem Horn wurde auch
das zweite Uterushorn erdffnet. Die Feten wurden einzeln unter Durchtrennung der
Nabel schnur und Eroffnung der Fruchthillen entwickelt, wobei darauf geachtet wurde, dali3
die Plazenta am Fetus verblieb. Jeder Fetus wurde sofort von den Resten seiner
Fruchthtllen befreit und trockengerubbelt. Nach dem Einsetzen der Spontanatmung
wurden die Feten mit noch anhdngender Plazenta in der Reihenfolge ihrer Entnahme auf
eine temperierte Unterlage gelegt. Um ein Auskiihlen zu verhindern wurden die Feten
zusétzlich von oben mit einer Warmlichtlampe angestrahlt. So rasch wie méglich wurden
se in der Reihenfolge der Entnahme aus dem Uterus dekapitiert und eine Blutprobe
gewonnen, wobei maximal 15 min zwischen dem Beginn des Eingriffs und der Totung des
letzten Fetus lagen.

2.3.1.2. Neugeborene

Ca 12 h vor dem errechneten Geburtstermin wurde der Kafig mit dem tréchtigen
Muttertier an einen von allen Seiten gut einsehbaren Platz in der Ursprungskolonie versetzt
und mit einer kleinen Rotlichtlampe indirekt beleuchtet, damit schon vor dem errechneten
Geburtszeitpunkt eine Beobachtung des Tieres dtattfinden konnte. In regelmafigen
zeitlichen Absténden wurde, ohne das Muittertier zu storen, eine Sichtkontrolle
durchgefthrt, ob die Austreibungsphase schon begonnen hatte. Nach Einsetzen der
Austreibungsphase wurden die ersten zwei Welpen bel der Mutter belassen, da es sonst zu
Stérungen des weiteren Geburtsablaufes hédtte kommen kénnen. Der weitere Geburtsabl auf
wurde ununterbrochen verfolgt. Sofort nach der Geburt wurden die nachfolgend geborenen
Welpen aus dem K&fig entfernt und in ein Plastikgefa? in einem auf ca. 39°C temperierten
Wasserbad verbracht. Nach 5 min wurden die Welpen gewogen und zur Blutentnahme
dekapitiert.
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2.3.1.3. 1-5Wochen alte Jungtiere

Die Tiere wurden zu Beginn der Dunkelphase der Kolonie rasch nach Entnahme aus dem
Wurfverband bzw. aus den Tierbehdltern, in denen die kinstliche Aufzucht erfolgte,
getotet. Bis zu einem Alter von 10/11 Tagen erfolgte die Totung durch Dekapitation mit
der Schere, &dltere Tiere wurden ca. 30 s mit CO, betdubt und dann mit einer speziell

angefertigten Guillotine dekapitiert.

Bel den Wirfen, bel denen die Plasmaeptinspiegel zum Zeitpunkt des Minimums und
Maximums des circadianen Tc-Rhythmus bestimmt werden sollten, wurde die Hélfte des
Wurfes zu Beginn der Dunkelphase und die andere Hélfte zur Beginn der Lichtphase der
Ursprungskolonie getdtet. Zur Erhaltung gleicher thermischer und nutritiver Bedingungen
fur beide Gruppen wurde nach der Tétung der ersten Halfte des Wurfes die entsprechende
Anzahl von gleichdtrigen Welpen aus einem anderen Wurf ersetzt. Ein solcher

Wel penaustausch wird von der Mutter ohne Stérung des Brutpflegeverhaltens toleriert.

2.3.2. Gewinnung von Blutplasma

Das bel der Dekapitation gewonnene Blut wurde in einem Heparin-Natrium (Liquemin
5000, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen) enthaltenden Eppendorf Cup aufgefangen
(Eppendorf) und sofort gektihit. Das durch Zentrifugation fur 5 min bei 0°C und 2000 x g
vom Blutkuchen abgetrennte Blutplasma wurde von diesem abpipettiert, gut durchmischt
und in geeignete Aliquots (20-100 ) fur die RIA-Messungen aufgeteilt. Durch Wiegung
wurde die Verdinnung durch das Heparin bestimmt und die Mef3ergebnisse der
Plasmaproben mit dem daraus ermittelten Faktor korrigiert. Bis zur Messung wurde das

Plasmabei -80°C gelagert.

2.3.3. Entnahmevon BAT und WAT bei 10 Tage alten Tieren

Zur Entnahme des interscapuléaren BAT erfolgte nach der Dekapitation von dorsal ein ca.
1,5 cm langer cervicaler, medialer Hautschnitt. Durch das seitliche Zurlckklappen der
lateralen Hautlappen lag das Fettdepot offen. Es wurde komplett entnommen (ca. 60 mg),
wobei darauf geachtet wurde, dal3 schon mit weil3em Fettgewebe durchsetzte Randbezirke
im TierkOrper verblieben. Die Entnahme von WAT efolgte im Bereich enes
Leistenspalts/Oberschenkels, da das inguindle WAT das einzige in den ersten beiden
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L ebenswochen gut entwickelte weil3e Fettlager ist (Planche und Joliff 1987). Es wurde ein
Schnitt vom Leistenspalt bis zum Knie geftihrt, wonach durch stumpfes Freipréparieren
das subcutane weil3e Fettpolster freigelegt und ein 10-20 mg schweres Stiick enthommen
wurde. Die Gewebeproben wurden sofort nach der Entnahme in Kryoréhrchen (Sorensen,
USA) rasch bei -196°C in flussigem Stickstoff gefroren und danach bel -80°C bis zur
Welterverarbeitung gelagert.

2.3.4. Eviszeration zur Bestimmung der K or per zusammensetzung

Die Tierkdrper wurden zur Laparotomie in die Rickenlage verbracht. Die Eréffnung in der
Medianen erfolgte durch einen Schnitt entlang der Linea alba. Links und rechts entlang der
Rippenbtdgen wurden Entlastungsschnitte gesetzt. Die Milz wurde stumpf von der grofien
Kurvatur des Magens freiprapariert. Nach Durchtrennung des Osophagus und des
Ligamentum hepatogastricums wurden der Magen und der kraniale Teils des Dinndarms
entfernt. Der restliche Darm wurde vom Rektum ausgehend stumpf vom Gekrése getrennt
und ebenfalls entnommen. Es wurde somit der komplette Magen-Darm-Trakt entfernt, um
den Energiegehat von dort befindlicher unverdauter Nahrung bzw. Kot bel der
Bestimmung der Korperzusammensetzung auszuschlief3en. Es wurde sorgféltig darauf
geachtet, dal3 alles Fettgewebe, insbesondere im grofen Netz und in der vorderen
Gekrosewurzel, im Tierkorper verblieb. Die Harnblase wurde erdffnet und gegebenenfalls
ihr Inhalt aulRerhalb des Tierkorpers entleert, damit der Einflud von Urin auf die
Bestimmung des Korperwassergehaltes ausgeschlossen werden konnte. Um bei der
folgenden Bestimmung der Koérperzusammensetzung eine schnellere Trocknung zu
erreichen, wurde zusétzlich der Brustkorb in der Medianen ventral durchtrennt und nach
lateral gedffnet.

2.4. Analyseverfahren

2.4.1. Physkalisch-chemische Bestimmung der K 6r per zusammensetzung

Zur Bestimmung der Feuchtmasse wurde die eviszerierte Tierkérpermasse ohne Magen-
Darm-Trakt und mit entleerter Harnblase gewogen und das durch Wiegung bestimmte
Gewicht des entnommenen Blutes hinzugerechnet. Die Feuchtmasse diente im Folgenden
als Bezugsgrolie fur die Bestimmung der prozentualen Koérperzusammensetzung. Nach
einem etablierten Verfahren (Markewicz et al. 1993, Olbort 1998) wurden die Tierkorper
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in eingewogenen Aluminiumschéchen in einem Trockenschrank (Memmert, Schwalbach)
bei 75°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Hierzu erfolgte die Wiegung rasch nach
Entnahme aus dem Trockenschrank, um die Aufnahme von Luftfeuchtigkeit aus der
Umgebungdluft zu verhindern. Aus der Differenz zwischen Feucht- und Trockenmasse
ergab sich die Korperwassermenge.

Die getrockneten TierkOrper wurden nach Erreichen der Gewichtskonstanz in stabiles
Filterpapier verpackt, dessen Rander umgeschlagen und mit Heftklammern verschlossen
wurden, um so den Verlust von Korpertrockenmasse zu verhindern. In diesen Packchen
wurden die Tierkorper durch stumpfen Druck zerkleinert und zur Herausdsung des
Korperfettes in einen Extraktionsapparat nach Soxhlet (Merck Eurolab, Frankfurt/Main)
verbracht. Dazu wurde ein 1000 ml-Rundkolben mit ca. 700 ml Chloroform (Sigma
Aldrich, Deisenhofen) befillt, der von einem Heizpilz auf ca. 82°C erhitzt wurde. Auf
diesem Rundkolben sal3 der 500 ml-Extraktionsapparat, in dessen Kolben die einzelnen
Tierpackchen geschichtet wurden. Dabel wurde darauf geachtet, dal3 sie dort fest sal3en und
nicnt auf dem enflieRenden Chloroform schwimmen konnten. Uber dem
Extraktionsapparat befand sich eine Kuhlspirde. Durch die Erhitzung stieg nun
Chloroformdampf auf, der bei Erreichen der Kihlspirale kondensierte und von oben in den
Extraktionskolben tropfte. Das Chloroform l0ste das Fett aus den Tierkérpern und
zusammen mit dem gelosten Fett lief das Chloroform nach Erreichen des
Uberlauffiill zustandes tiber ein Uberlaufrohr in den Rundkolben zuriick, wobei hier wieder
ein neuer Durchlauf begann. Das extrahierte Koérperfett wurde aufgrund seines hoheren
Siedepunktes im Rundkolben retiniert. Blieb nach ca. 24 Stunden das Chloroform im
Extraktionszylinder klar, war dies ein Zeichen dafur, dald die Extraktion abgeschlossen
war. Die Packchen mit den Tierkdrpern wurden aus dem Extraktionsapparat entnommen
und nach vollsténdiger Abdampfung unter sorgfatiger Vermeidung von Substanzverlust
wieder ausgepackt und in ihre Aluminiumschalen in den Trockenschrank gelegt. Es folgte
dort wieder eine Trocknung und Wiegung bis zur Gewichtskonstanz, das so ermittelte
Endgewicht stellte die fettfreie Trockenmasse (FFDM) dar. Aus den Wiegungen wurde die
Gesamtkorperfettmasse als Differenz zur Trockenmasse vor der Fettextraktion bestimmt.

Bel Tieren, bei denen eine Probe des BAT und WAT entnommen worden war, wurde die
Korperzusammensetzung entsprechend Kkorrigiert. Dazu waren zuvor die durch die
Entnahme der Proben bedingten Verluste durch die Anayse gleichgrofl3er Gewebeproben
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von gleichaltrigen Tieren bestimmt worden. Der prozentuale Fehler in der Bestimmung des
prozentualen Gesamtkorperfettgehaltes bei den Tieren, bei denen BAT und WAT
entnommen wurde, lag nach Entnahme bei 2% und wurde entsprechend korrigiert.

2.4.2. Molekularbiologische Genotypbestimmung
24.2.1. Isolierung der DNA aus Gewebeproben

Die Isolierung der DNA aus den Schwanzproben erfolgte mittels Verarbeitung mit dem
QIAmMp Tissue Kit (Qiagen, Hilden). Die Schwanzproben wurden mit einem Gemisch von
jeweils 180 W ATL-Puffer und 20 pl Proteinase K (Konzentration: 10 mg/ml Aqua
destillata) versetzt und fir mind. 2-4 h oder tUber Nacht bei 55°C so lange verdaut, bis vom
Schwanz nur noch eine durchsichtige Hille Ubrig blieb. Anschlief3end wurde dieser Ansatz
dann mit 200 W AL-Puffer versetzt, 10 min bel 70°C inkubiert und dann mit 210 pl
Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde auf eine Minisaule (spin column) pipettiert und bei
Raumtemperatur fir 2 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Dann wurden 500 pl AW-Puffer
auf die Saule gegeben und es erfolgte bei Raumtemperatur eine Zentrifugation fir 1 min
bei 10.000 x g. Nachdem die Minisaule auf ein neues Sammelgeféld gesetzt worden war,
wurde dieser Schritt noch einmal wiederholt. Bei diesen VVorgangen band sich die DNA an
die Membran der Minisdulen und wurde nach mehrmaligem Waschen mit 50 pl 70°C
warmen Aqua destillata el uiert.

2.4.2.2. Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Jewells 2 |l isolierte DNA pro Tier wurden mit 48 pl Mastermix versetzt, um einen PCR-
Ansatz von 50 Wl zu erhalten. Der Master-Mix bestand aus 37,5 pl H,O (steril), 5 pl PCR-
Puffer 10x, 1 gl dNTP-Mix , 2 pl Primer MoBr 8 und 2 pl Primer MoBr 11 sowie 0,5
Tag-Polymerase (2,5 u, Amplitaq Gold).

Die Primer hatten folgende Sequenzen:

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

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler (Gene Amp R PCR System 2400, Perkin
Elmer, Weiterstadt) durchgefihrt. Es wurden folgende PCR-Bedingungen eingestelIt:
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A. Denaturierung: 5min 94°C
B. 60 Zyklen a.: 1. 30s94°C

2. 30s50°C

3. 30s72°C
C. Extension: 7min 72°C

Die PCR ergab ein Amplifikat von 112 bp (Chuaet a. 1996).

2.4.2.3. Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wird dadurch ermdglicht, da3 die fa-Mutation zu einem
Aminosaureaustausch von Glutamin zu Prolin im Lepr gefuhrt hat (Chua et al. 1996). Die
daraus resultierende Nukleotidfolge wird durch die Restriktionsendonuklease MSP1
erkannt. Das Amplifikat eines fa-Allels wird durch MSP1 in Fragmente von 78 und 34 bp
geschnitten. Fur den Restriktionsverdau wurden 15 pl des durch die PCR erhaltenen
Amplifikats mit 0,5 pl MSP1 (Boehringer, Ingelheim) fir 4 h bel 37°C inkubiert.

2.4.2.4. Elektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 7 x 8 cm grol¥e, vertikale 10%ige
Polyacrylamid-Gele verwendet (Mini Protean I1-Kammern, Biorad, Minchen). Es wurden
je 10 yl Probe und 0,7 W Ladepuffer (6-fach, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen.
Bel 200 Volt wurden die Amplifikate aufgetrennt. Dann wurden die Gele 20 min in
Ethidiumbromid (5 I Ethidiumbromid auf 120 ml TBE 0,5-fach) gefarbt und 5 min in
TBE (0,5-fach) gewaschen. Unter UV-Licht bel 366 nm erfolgte die Auswertung der
Elektrophorese-Ergebnisse auf dem Transilluminator anhand der sichtbaren Banden. +/+
Tiere konnen durch eine Bande des 112 bp Amplifikats identifiziert werden, bel fa/fa
Tieren zeigen sich Banden der 78 bp und 34 bp Amplifikate und bel +/fa Tieren alle drei

Banden.

2.4.3. Quantitative RT-PCR zur Bestimmung von mRNA-K onzentrationen

Zur Bestimmung der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT wurde die Methode
der quantitativen "reverse transcriptase polymerase chain reaction” (RT-PCR) eingesetzt.
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Die Messungen mittels RT-PCR  wurden von unseren  amerikanischen
Kooperationspartnern Yiying Zhang und Rudolph Leibel, Columbia University, New
Y ork, durchgefihrt. Deshalb erfolgt hier nur eine Kurzibersicht Gber diese Methode.

Aus dem Fettgewebe wurde die gesamte Ribonukleinsaure (RNA) durch TRIzol Reagenz
(Gibco, Bethesda, MD) extrahiert. 1-5 pg der reinen RNA wurde durch Random Hexamer
und M-MLV reverse Transkriptase in cDNA ricktranskribiert. Die komplementare DNA
wurde durch die PCR amplifiziert. Dazu wurden spezifische Primer fur Leptin in
Kombination mit Primern fir 3-Aktin als interne Kontrolle (Zhang et a. 2001) eingesetzt.

Primer fUr Leptin 5-TGACACCAAAACCCTCATCA-3 (forward)

5-AGCCCAGGAA-TGAAGTCCA-3  (reverse)

Primer fur -Aktin ~ 5-AGGCCCAGAGCAAGAGAG-3 (forward)

5-GGGTGTTGAAGGTCTCAAAC-3  (reverse)

Die ds P-dCTP gekennzeichneten PCR-Produkte wurden mit Phospholmager (Molecular
Dynamics) quantitativ bestimmt. Die Leptin-mRNA-Konzentration wurde as Verhdltnis
zur ebenfalls bestimmten [>Aktin-mRNA wiedergegeben, welche ein Mal3 fur die Anzahl
der Zdlen darstellt. Die resultierenden Mef3ergebnisse zeigten bei drel +/fa Tieren extrem
hohe Leptin-mRNA-Konzentrationen im WAT, die von denen gleichbehandelter
Wurfgeschwister ohne physiologisch erkennbare Ursachen stark abwichen und unter
Umsténden auf Mef¥fehler zurtickzufiihren sind. Deshalb wurden diese drei Werte weder in
die Darstellungen noch in die statistischen Auswertungen einbezogen.

2.4.4. Radioimmunoassay zur Bestimmung des Plasmaleptinspiegels

2.4.4.1. Durchfihrung der Messung

Das Prinzip des Radioimmunoassays (RIA) zur Bestimmung des Plasmaleptinspiegels
berunt auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Das Hormon Leptin stellt hierbel das
Antigen dar. Durch die Zugabe eines spezifischen Antikdrpers und einer definierten Menge
radioaktiv. markierten Leptins ("Tracer”) kommt es zu einer kompetitiven

Verdrangungsreaktion von markiertem und dem zu bestimmenden unmarkierten Leptin an
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den Antikorpern. Durch die Erstellung einer Eichkurve mittels bekannter
Leptinkonzentrationen  kann  anhand  der  gemessenen  Radioaktivitédt  die

Leptinkonzentration in der jeweiligen Plasmaprobe ermittelt werden.

Zur Durchftihrung wurde ein kommerzidller Kit (Linco, Maus-Leptin RIA-Kit) verwendet.
Fur jeden Assay wurde ene zugehtrige Eichkurve bestimmt, die auf der
Doppelbestimmung 7 verschiedener Leptinstandards aus dem Kit basierte. AulRerdem
liefen 3 Kontrollansétze mit. Der erste (TO) enthielt nur radioaktiv markiertes Antigen zur
Bestimmung der maximalen Radioaktivitdt, der zweite (NSB) radioaktiv markiertes
Antigen und Puffer. Hier konnte gezeigt werden, dal3 durch unspezifische Bindung an den
Puffer und die Geféldwand weniger as 5% der eingesetzten Radioaktivitét verloren gingen.
Der dritte Kontrollansatz (Bg) enthielt zusétzlich den spezifischen Antikorper, um die
maximale Bindungsfahigkeit des Tracers an den Antikorper zu ermitteln.

Die bel -50 bis -80°C verwahrten Bestandteile des Linco-Maus-Leptin RIA-Kits und die
bendtigten Plasmaproben wurden vor Versuchsbeginn bel Raumtemperatur aufgetaut. In
den meisten Féllen wurde eine Plasmaprobe von 100 pl eingesetzt, bel erwarteten hohen
L eptinwerten wurde diese Probenmenge auf 50 bzw. 20 pl reduziert. Damit wurde erreicht,
dald die gemessenen Leptinwerte moglichst im mittleren linearen Bereich der sigmoiden
Eichkurve lagen, um einer Uberproportionalen Verzerrung der Mef3werte im Randbereich
der Kurve entgegenzuwirken. Die Proben wurden mit Assay-Puffer auf 200 yl aufgefllt,
anschliefend wurden 100 pl Antikorper-LGsung zugegeben und nach Durchmischung
erfolgte Uber 20-24 h eine Inkubation bei 4°C. Durch diese zeitversetzte Inkubation mit
radioaktivem Leptin wurde die Sengitivitét des Tests erhoht (non-equilibrium-Methode,
Chard 1982). Nach dieser Primérinkubation erfolgte die Zugabe von 100 pl [**°1]-Maus-
Leptin in Puffer gel6st zu jedem Ansatz und eine weitere 24 h Inkubation bel 4°C. Danach
wurden die Antigen-Antikorper-Komplexe durch Zugabe von 1 ml 'Precipitating reagent’
bel 4°C ausgefdlt. Nach kurzer Durchmischung, 20 min Inkubation bel 4°C und 20 min
Zentrifugation bei 3.000 x g wurde der Uberstand abgesaugt und die im prazipitierten
Antigen-Antikorper-Komplex gebundene Radioaktivitdt im Gamma-Counter (Berthold
Gammea-Probenwechder LB 951G, Deutschland) quantitativ bestimmt.
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2.4.4.2. Berechnung des Plasmaleptingehaltes

Die Standardbezugsgrofe zur Ermittlung des Plasmaleptingehates in ng/ml war eine
eingesetzte 100 pl Plasmaprobe. Wurden Aliquots <70 Wl im RIA gemessen, muldte
berlicksichtigt werden, da laut Herstelleranleitung und arbeitsgruppeneigener
Verdinnungsrethen die arithmetisch ermittelten Werte im Durchschnitt ca. 113% der

tatsachlichen Leptinkonzentration entsprachen und entsprechend korrigiert werden mufiten.

Da das Blut schon bei der Blutentnahme durch eine definierte Heparinlosung verdinnt
worden war, wurde durch Multiplikation des RIA-Mef3wertes mit dem entsprechenden
Verdinnungsfaktor die Leptinkonzentration bezogen auf 100 pl reines Plasma des
jeweiligen Tieres errechnet. Bei perinatal entnommenen Plasmaproben, bel denen ein
geringeres Blutvolumen zu Heparinverdinnungen >30% flhrte, zeigte sich ebenfalls, dal3
die umgerechneten Werte 113% der tatsachlichen Leptinkonzentration entsprachen und es

wurde entsprechend korrigiert.

Die Affinitét des Rattenleptins zum verwendeten murinen Antikorper ist geringer als die
des Maudeptins, deshab wurde durch Messung von Rattenleptinproben bekannter
Konzentrationen ein Faktor ermittelt, mit dessen Hilfe die RIA-Werte in die tatschlichen

Konzentrationen von Rattenleptin umgerechnet wurden.

24.4.3. Intra- und Interassay-Variabilitat

Um Aufschlul® Gber die Variabilitét innerhalb eines RIAs zu bekommen, wurde in jedem
Assay dreifach der Leptingehalt einer gepoolten Charge Plasmaeptin bestimmt, deren
Plasmaleptinwert im Bereich zwischen 1 und 3 ng/ml lag, also im gleichen Bereich wie die
Versuchstierproben. Die Intraassay-Variabilitét, als Abweichung der Einzelwerte vom
Mittelwert, lag in allen Falen unter 5%.

Die Interassay-Variabilitdt, als Mal3 fur die Variabilitdt der Messung derselben Probe in
verschiedenen Assays, wurde fur jedes Tier anhand der Standardabweichung seiner in
verschieden RIAs bestimmten Probe (Basis. 100 pl Rohwert) vom Mittelwert errechnet
und lag im Durchschnitt bel 11%. Um diese Variabilitét zu verringern, wurde aufgrund der
Mittelwertberechnung einer in allen RIAs mitbestimmten Charge gepoolten Blutes ein

31



32

Material & Methoden

Korrekturfaktor fur jeden RIA ermittelt und die Versuchstierproben entsprechend mit

diesem Faktor korrigiert.

2.5. Kunstliche Aufzucht

Die kunstliche Aufzucht von Rattenwelpen unter definierten nutritiven und thermischen
Bedingungen ist ein Verfahren, welches bereits in mehreren Verdffentlichungen (Mumm et
al. 1989, Kaul et a. 1990, Nuesdein und Schmidt 1990) beschrieben wurde. Deshalb
erfolgt hier nur eine kurze Zusammenfassung der Methode.

2.5.1. Versuchsaufbau

Maximal zehn Versuchstiere aus einem Wurf konnten einzeln in durchsichtigen, runden
Kunststoffbehdltern im Dauerlicht gehalten werden (Abbildung 1). Zur gleichméaiigen
Temperierung befanden sich die Behdlter in einem beheizten Wasserbad, welches im
Inneren einer Klimakammer (Weiss Technik, Lindenstruth) aufgestellt war. Die
Einstellung der Umgebungstemperatur in  den Tierbehdltern erfolgte Uber die
Temperierung des Wasserbades mittels Heizspirale und anhdngendem Heiz- und
Kuhlaggregat, sowie Uber die Regulation der Lufttemperatur in der Klimakammer. Dabei
wurde darauf geachtet, dal3 die Lufttemperatur in der Klimakammer immer ein Grad unter
der Wassertemperatur lag, um einen Niederschlag von Kondenswasser im Tierbehdter zu

vermeiden.

Im unteren Bereich der Tierbehédlter befand sich eine Metalleinlage, um zu erreichen, dal3
die Behdltnisse zu ca. 2/3 ins Wasser eintauchten. Der Boden der Behdter war mit
Zellstoff ausgelegt, um die Exkremente aufzunehmen und die Welpen trocken zu halten
und somit Verdunstungskélte zu vermeiden. Ein ebenfalls durchsichtiger, abnehmbarer
Kunststoffdeckel mit Dichtung schlof3 die Behdlter nach oben ab. Ein Luftabsaugrohr
(A3 mm) aus Metall fuhrte durch ein zentrales, ca. /£5 mm grof3es Loch im Deckel bis ca
1,5 cm (iber den Boden der Behdter. Durch Nachstromen der Luft durch diese Offnung
wurden die Behdter ventiliert. Die Absaugrohre wurden an einem Gestell Uber dem
Wasserbad befestigt und sicherten die Tierbehdlter in ihrer Position, ohne deren freie
Rotation zu behindern. Auch die Milchleitungen und Thermoelemente wurden durch die
zentrale Deckeloffnung aus den Behdltern herausgefihrt und am Luftabsaugrohr mit
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Heftpflastern befestigt, wobel sorgféltig darauf geachtet wurde, dai die frele Rotation der
Behdlter nicht beeintrachtigt wurde. Durch eine kompensatorische Behdterrotation konnte
so ein Verdrillen der Leitungen bei den Bewegungen der Tiere verhindert werden.

€ Klimakammer @ Staubfilter ® Temperatur-Verstérker

@ Tierbehélter (@ Nadelventil @® Thermoelement

@ Wasserbad ® Uberlaufbehsilter @ Matrix-Drucker mit A/D-Wandler
@ Heizspirale ® Wassermanometer &) Computer

® Milchkatheter ® Magnetventil

® Michpumpe ® Membranpumpe

@ Trocknungsrohr ® MassenfluRmesser

@ Aktiv-Kohle-Filter ® Sauerstoff-Analysator

® o
® ®
«——Ip 000 o ®
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(9] ®
® ®
912 <P &
o|P o

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fur die kinstliche Aufzucht.
Gezeigt ist eine der 10 Tierkammern mit dem zugehdrigen O,-Mef3system.

2.5.2. Ernahrung

Ein Muttermilchersatz wurde aus Kondensmilch (Barenmarke 10%, Allgauer Alpenmilch
GmbH, Mdinchen), Maiskeimél (Mazola Kemél, Heilbronn), Leitungswasser,
Aminosduren und Minerdien (beide Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und Vitaminen
(Polybion N-Tropfen, Merck, Darmstadt) nach den Mengenangaben von Messer et al.
(1969) hergestellt. Dieses Gemisch wurde homogenisiert und mit einer Vakuumpumpe
entgast. Die Milchproben wurden in ca. 100 ml Einheiten portioniert und in Plastikflaschen
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einzeln bei —20°C eingefroren und nach Bedarf im Kihlschrank (+7°C) aufgetaut. Diese
Milch hatte einen Fettgehalt von ca. 13% und einen Kaloriengehalt von 8,6 kJ/ml.

Wéhrend des Versuches wurde die Milch durch im Kuihlschrank stehende
Perfusionspumpen (Braun Melsungen AG) kontinuierlich Gber intradsophageale Katheter
den Tieren zugefiihrt. Diese Katheter bestanden aus einem 3,5 cm langen, weichen
Silagticschlauch  (602-105, Dow Corning, Midland, USA), der Uber das unter
Hitzeeinwirkung gebogene Ende eines 20 cm langen Polyéthylen-Schlauchs (PP10, Dow
Corning, Midlang, USA) gezogen wurde. Der intrabsophageale Katheter wurde unter
Ausnutzung des nattirlichen Schluckreflexes so plaziert, dald der weiche, kurze Schenkel
tief im Osophagus endete und der gebogene Bereich im Mundwinkel der Welpen zu liegen
kam. Heftpflaster fixierten den Katheter an der Wange, verstérkt durch Sekundenkleber,
und im Nacken der Tiere. Ein Zwischenstiick verband den Katheter mit einem PP50
Schlauch, welcher aus einer Offnung der Klimakammer hinaus zu den Milchpumpen fiihrte
und dort auf der Kanule der zugehdrigen Glasmilchspritze (Braun Melsungen AG) endete.
Um eine luckenlose Kuhlkette von den Milchpumpen im Kihlschrank bis zum Eintritt der
Milchleitungen in die Klimakammer zu gewdhrleisten, wurden auch die Milchleitungen
durch ein Kuhlsystem auf ca. 7°C gehaten. Eine Erwdrmung erfolgte erst innerhalb der
Klimakammer.

Wahrend des gesamten Versuches erfolgte eine kontinuierliche Erndhrung der Tiere, wobel
die Milchfluf¥aten zwischen den Wiurfen variierten, aber ale Tiere eines Wurfes stets
Milch gleicher Zusammensetzung und Menge erhielten. Die experimentell mdgliche
Variation der MilchfluRrate bei einem gegebenen Alter und unter bestimmten
Versuchsbedingungen ist begrenzt (Kaul et al. 1990, Nuesslein und Schmidt 1990). Die
maximale Milchflul¥rate, die einem Wurf verabreicht werden kann, ist dadurch festgelegt,
dai3 sie noch mit der Verdauungsgeschwindigkeit der Tiere in Einklang stehen mul3, die die
langsamste Verdauungsaktivitét aufweisen. Die minimae Milchfludrate ist dadurch
festgelegt, dal3 noch ein gesundes Wachstum der Tiere (durchschnittlich 0,7 g/d) mdglich
sein muf3. Da die Verdauungsgeschwindigkeit mit dem Alter, der Grofe der Tiere und den
speziellen Versuchsbedingungen variiert, wurde die MilchfluRrate zweimal téglich
kontrolliert und dem in diesem Alter noch durch die Haut deutlich erkennbaren
Magenf Ullungszustand angepalt.
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2.5.3. Temperaturmessung

Wahrend der kinstlichen Aufzucht wurde kontinuierlich rektal die Korperkerntemperatur
(Tc) dler Tiere gemessen. Die Messungen erfolgten mit 0,06 mm dinnen Kupfer-
Konstantan Thermoelementen (California Finewire, Grover City, CA), welche zum Schutz
des empfindlichen Darms von einem PP10-Schlauch umhillt waren, dessen Ende mit
einem 0,5 cm langen Silasticschlauch (602-105) Uberzogen wurde und dessen Spitze mit
Silikon-Kautschuk (E41, Wacker, Minchen) verschlossen war. Die Einfuhrtiefe der
Thermoelemente lag bei 4 Tage alten Tieren bel 18 mm und wurde ale 2 Tage um 1 mm
erhoht. Die Wasser- und die Lufttemperatur in der Klimakammer wurden ebenfals
kontinuierlich mit Thermoelementen registriert. Die Thermoelemente wurden vor
Versuchsbeginn im Bereich zwischen 20 - 40°C kalibriert. Die elektrische Spannung der
12 Thermoelemente wurde durch einen A/D-Wandler digitaisiert und ale 12 s Uber eine
RS-232 C Schnittstelle (Yokogawa) mit Hilfe eines Turbo-Pascal-Programms (Schubert
1991) auf einen AT-PC (Tandon PCA 20 plus) ubertragen. Dort erfolgte die Umrechnung
der Spannungswerte in Grad Celsius und die Speicherung der Daten. Zusétzlich erfolgte
die graphische Darstellung durch einen Drucker (Y okogawa, nbn Elektronik, Herrsching).

2.5.4. Sauerstoffmessung

25.4.1. Mef3system

Die Analyse der abgesaugten Luft aus den Tierbehéltern sowie der Umgebungsuft aus der
Klimakammer erfolgte mittels eines elektrochemisch arbeitenden Zwei-Kana-Sauerstoff-
Anaysators (S-3A111, Ametek, Pittsburgh, USA) in einem offenen FlulRsystem. Der eine
Anaysatorkanal registrierte wédhrend der gesamten Versuchsdauer kontinuierlich den
Sauerstoffgehalt der Umgebungdluft. Der zweite Analysatorkana registrierte in einem
zyklischen Durchlauf den Sauerstoffgehat aus sieben Tierbehdtern und  der
Umgebungdluft als Referenzwert. Jede Einzelmessung dauerte 5 min, so dal3 ein 40 min
Mef3zyklus entstand.

Die abgesaugte Luft wurde zur Trocknung durch mit CaSO, gefiillte Rohren geleitet, dann
wurde sie durch 500 ml Glasflaschen gefiihrt, um Verbrauchsspitzen der zu analysierenden
Luft zu vermeiden. Aktivkohlefilter dienten der Absorption von organischen Molekilen
und nachgeschatete Membranfilter dem Abfangen von Staubpartikeln. Durch
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Magnetventile, die mit einem Zeitgeber verbunden waren, wurde die angesaugte Luft
entweder zu einem Massenflu3messer (FM 360, Tylan Genera, Eching bei Miinchen) und
von dort zum Sauerstoffanalysator geleitet, oder durch ein Bypass-System in den Raum
abgefihrt. Ein Wassermanometer zwischen beiden Ventilen stellte sicher, dai3 die Tierluft
sowohl in Mef3- als auch in Bypassposition mit der gleichen Fluf¥rate abgesaugt wurde. Mit
zunehmendem Alter der Tiere wurde die Flul¥rate, mit der die Luft abgesaugt wurde, von
100 mi/min fur 4 Tage dlte Tiere schrittweise auf 200 ml/min bel 10 Tage aten Tieren
erhdht. Somit wurde der ansteigende Sauerstoffverbrauch der wachsenden Welpen
berticksichtigt und die Sauerstoffextraktion aus den Tierbehdltern bei ca. 0,5% gehalten.
Ein Mehrkanal-Punktdrucker (Y okogawa 3081 Hybrid Recorder, NBN Elektronik GmbH,
Herrsching) und ein Personalcomputer (Tandon Plus, Tandon Corporation, Chatsworth,
USA) zeichneten smultan den Sauerstoffgehalt beider Analysatorkandle, den jeweils
gemessenen Kanal und die Luftflul3rate auf.

25.4.2. Kalibrierung

Vor jedem Versuch efolgte eine Kalibrierung des Sauerstoffanalysators durch
Gasgemische mit einem Sauerstoffantell zwischen 20 und 21%. Die Abweichung vom
Sollwert lag stets unter 0,01%. Zur Kalibrierung des Massenflul3messers wurde nach
Eingtellung eines konstanten Luftflusses die Zeit gestoppt, in der ein Seifenfilm eine
definierte Streckenlange in einem Plexiglasrohr mit bekanntem Durchmesser zurlicklegte.
Dabei wurde gleichzeitig die im Raum herrschende Temperatur, die Luftfeuchte, sowie der

Luftdruck ermittelt. Mit Hilfe dieser Angaben wurde das L uftvolumen nach der Formel

Vsrep = V* [(Ps (Barometerdruck) - Py2o (Wasserdampfdruck)) / 760]* [273/(273 + t)]

unter Standardbedingungen errechnet. Der so errechnete Luftfluld wurde gegen die vom
MassenfluBmesser angezeigte Spannung aufgetragen und diente zur Erstellung ener
Eichkurve, die der Berechnung des Sauerstoffgehaltes zugrunde gelegt wurde.

2.5.4.3. Berechnung der Sauerstoffverbrauchswerte

Aus den gespeicherten Rohdaten wurden zunéchst fehlerhafte Mef3werte, die z.B. durch
Herausnahme eines Tieres wahrend oder kurz vor der Mef3periode entstanden waren,
eliminiert. Geméal? des oben beschriebenen zyklischen Durchlaufs innerhalb von 40 min
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basierte die Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs auf ca. 35 einzelnen Mel3werten pro Tier
und Tag. Nur die jeweils letzten 2,5 min der 5 min Mef3periode wurden ausgewertet, um
Fehler durch im System verbliebene Restluft des zuvor gemessenen Kanals zu vermeiden.
Die Spannungsdifferenz, die auftrat, wenn beide Kandle des Zweikanal systems getrocknete
Umgebungsluft maf3en, wurde gleich Null gesetzt und fir die Zwischenzeit eine
Regresson  zwischen den  aufeinanderfolgenden  Nullwerten  gebildet.  Die
Sauerstoffkonzentration in den Tierbehdtern entsprach damit der Spannungsdifferenz
zwischen den Melkanden, die getrocknete Tierluft malden, und der vom Computer

ermittelten Nullinie.

Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs der Tiere erfolgte nach der Formel fir das
offene System (Withers 1977), wobei der Berechnung ein respiratorischer Quotient (RQ)
von 0,75 zugrunde gelegt wurde. Mittels der diesem RQ entsprechenden
Umrechnungsfaktoren von 0,33 W pro ml Oy/min bzw. 19,86 kJ pro Liter O, wurde die
Metabolische Rate (MR) bzw. der tégliche Gesamtenergieverbrauch (SMR) fur jedes Tier
berechnet. Die Berechnung des massenspezifischen Sauerstoffverbrauchs bzw. der
massenspezifischen Metabolischen Rate (MS-MR) erfolgte, indem mit Hilfe einer linearen

Extrapolation die K érpermasse zwischen den taglichen Wiegungen ermittelt wurde.

Fur die drel Tiere jeder Versuchsreihe, bei denen nur die Koérpertemperatur gemessen
werden konnte, wurde anhand der in diesem Alter auftretenden sehr engen linearen
Korrelation zwischen Temperatur und Sauerstoffverbrauch (Kortner et al. 1993, Redlin et
a. 1992) der individuelle Sauerstoffverbrauch bzw. der massenspezifische
Sauerstoffverbrauch aus den Daten ihrer Wurfgeschwister extrapoliert. Die Werte der
thermoneutral gehaltenen Tiere liegen so nahe beieinander, dal3 hier keine Korrelation zur
Ermittlung des individuellen Sauerstoffverbrauchs bzw. des massenspezifischen
Sauerstoffverbrauchs nétig war und eine einfache Mittelwertbildung aus den Werten der

Wurfgeschwister des gleichen Genotyps ausreichte.

2.5.5. Uberwachung der kiinstlichen Aufzucht

Einmal téglich erfolgte am Abend eine griindliche Kontrolle jedes einzelnen Tieres. Dazu
wurde das Tier aus seinem Behdltnis entnommen und der Magenfillungszustand beurteilt.

Der Sitz des Milchkatheters wurde Uberprift und das Thermoelement wurde enthommen.
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Durch rhythmische Massage des Anogenital-Bereichs mit weichem Zellstoff wurden die
Tiere stimuliert zu defékieren und zu urinieren. Danach wurde das Lebendgewicht
bestimmt, wobei 0,1 g fur das Kathetergewicht abgezogen wurden. Die erneute Anpassung
der EinfUhrlange des Thermoelementes und Neuverklebung der Befestigungspflaster war
von groler Wichtigkeit, um die Einfihrtiefe des Thermoelementes ins Rektum dem
Langenwachstum der Tiere anzupassen und wachstumsbedingte Einschnirungen durch zu
eng anliegende Heftpflaster zu vermeiden. Die Kontrolle erfolgte unter einem mit
Warmluft beheizten Plexiglaskasten, um ein Auskiihlen der Tiere wéahrend der Versorgung

zu verhindern.

Zusétzlich zu dieser Routinekontrolle wurde zwischendurch in Abstdnden von einigen
Stunden die Funktion der gesamten Anlage und die Melidatenaufzeichnung der Tiere
Uberpruft. Dabei wurde auch der Zustand der Tiere in den durchsichtigen Tierbehéltern
beobachtet und bei Bedarf wurden die Tiere kurz herausgenommen, um z.B. abgeldste

Heftpflaster zu erneuern.

2.5.6. Versuchsdurchfihrung

In den verschiedenen Versuchsserien wurde die SAA der Welpen durch Verdnderung der
Umgebungstemperatur und pharmakologische Behandlung manipuliert. Die gewahlte
Temperatur richtete sich nach den gewtnschten Versuchsbedingungen, lag aber generell
bei Versuchsbeginn am hdchsten und wurde dann entsprechend der durch Wachstum und
zunehmendes Haarkleid verbesserten Waéarmeisolation und der  gesteigerten
Warmeproduktion der Tiere im Versuchsverlauf abgesenkt. Durch Manipulation der
MilchfluRrate in den méglichen Grenzen (s. 2.5.2.) wurde eine experimentelle Separierung
des EinfluRes der SAA von Anderungen der Energiestréme bzw. der Energiespeicherung
angestrebt.

Fur ale unter den aufgefihrten Versuchsbedingungen kinstlich aufgezogenen Wirfe zeigt
Tabelle I11 die Summe der zugefihrten Milch Uber den gesamten Versuch sowie die tber
die Milch zugefuhrte Energie wéhrend der letzten 24 h, die der Berechnung der
Nettoenergiezufuhr in diesem Zeitraum zu Grunde liegt (siehe Abbildung 11).
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. Versuchs- | S Milch [ml] | S Milch [kJ
Bedingungen Wurf # dauer insg.[ ] letzte 2[4 h]
Kaltebelastung 8 2d 7,5 36,2

9 6,4 26,5
Thermoneutral 10 6,8 31,0

11 6,4 29,1

12 6 d 16,2 28,4

13 15,1 27,3
Noradrenalin, Fett 2 14 24,6 41,2

15 22,5 39,3
Noradrenalin, Fett N 16 21,6 33,4
Tabelle 111: Insgesamt zugefuhrte Milchmenge und in den letzten 24 h der Versuche

zugefihrte Energiemenge fir die neun kinstlich aufgezogenen Wiirfe (#3-16).

2.5.6.1. Aufzucht unter moderater Kéltebelastung

Zwei Wirfe wurden von Lebenstag 8 bis Tag 10 unter moderater K&l tebelastung gehalten,
um die thermische Belastung bei der Aufzucht durch die Mutter zu smulieren. Dabei
mufdte darauf geachtet werden, dal3 die gewdhlten Temperaturen nicht zu niedrig und die
Milchflurate nicht zu hoch lagen, um die unter diesen Bedingungen auftretende
Hypothermie der fa/fa Tiere so gering zu haten, dal3 sie die Magenleerung nicht
wesentlich beeintréchtigte, weil nur dann eine gesunde Entwicklung der Tiere erméglicht
wurde. Die hierfir nétigen Umgebungstemperaturen lagen bel ca. 29-30°C (Nufdlein 1992)
und die hierzu nétige Gesamtmilchzufuhr (Tabelle 111) wurde durch Milchfluf3raten
zwischen 3,3 und 4,2 mi/d erreicht. Unter diesen Bedingungen ergab sich ein 24 h Mittel
der MR der +/+ und +/fa Tiere, welches ca. 70% Uber dem unter thermoneutralen

Bedingungen ermittelten Wert von 8,3 W/kg lag.

2.5.6.2. Aufzucht unter thermoneutralen Bedingungen

Die thermoneutrale Aufzucht hatte zum Ziel, die SAA von fa/fa und +/+ bzw. +/fa Tieren
auf minimalem Niveau zu nivellieren. Basierend auf der Erfahrung friherer Versuche
(NURlein et a. 1989, Kortner et a. 1994) wurde die Wasser- und Lufttemperatur so
gewdhlt, dal3 die Tiere eine Tc zwischen 37,5 und 38,5°C aufwiesen und damit sowohl eine
Aktivierung der Kdteabwehr, zu der es bei Ratten im Sduglingsalter erst unterhalb von
37°C kommt (Spiers und Adair 1986), als auch Hitzestress vermieden wurde. Zwei Wrfe
wurden Uber 2 Tage (Lebenstag 8-10), zwei andere Uber 6 Tage (Lebenstag 4-10/11)
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thermoneutral gehalten. Die hierfir ndtigen Umgebungstemperaturen lagen bel ca
35-36°C. Die Milchzufuhr wurde bei der Aufzucht Uber 2 Tage etwa im gleichen Bereich
wie bei den unter Kdtebelastung aufgezogenen Tieren gehaten (Tabelle 1l1). Bel der
Aufzucht Uber 6 Tage wurde die Milchfludrate, angepald an das langsamere Wachstum
von kunstlich aufgezogenen Tieren, von 2,2 mi/d am Tag 4 auf 3,4 ml/d am Tag 10/11
gesteigert. Die resultierende Gesamtmilchzufuhr Gber die 6 Tageist in Tabelle 111 gezeigt.

2.5.6.3. Aufzucht mit Noradrenalin-Behandlung

Die Dauerbehandlung von drei Wirfen mit Noradrenalin hatte zum Ziel, eine Steigerung
der Aktivitdt des SNS von fa/fa und +/fa Tieren auf ein gleich hohes Niveau zu imitieren.
Frihere Studien hatten gezeigt, dal3 bei Ratten im Sauglingsalter die orale Zufuhr von
Noradrenalin mit der Milch zu deutlichen physiologischen Reaktionen fuhrt (Koértner et al.
1994, Meerfrankenfeld 1996). Nach einer Eingewohnungszeit unter thermoneutralen
Bedingungen erfolgte ab einem Alter von 5 Tagen eine kontinuierliche Zufihrung von
Noradrenain Uber die Milch. Um Stérungen der Magenmotilitdt und —entleerung zu
vermeiden, wurde die Noradrenalin-Dosis zweimal téglich schrittweise so erhoht, dai die
MR im Anfang nur minimal Uber ihrem Wert unter thermoneutralen Bedingungen lag und
innerhalb der 6 Versuchstage allmahlich bis auf ca. 100% Uber das Thermoneutralniveau
gesteigert wurde. Die hierfir benétigten Noradrenalin-Konzentrationen waren ungefahr
aus friheren Versuchen bekannt (Kértner et al. 1994, Meierfrankenfeld 1996). Und zwar
wurden Noradrenalin-Dosen zwischen 270 ug*kg™h™ zu Beginn des Versuches und
maximal 1050 pg*kg™*h™ am Versuchsende verwendet, wobei alle Tiere eines Wurfes die
gleiche Dosis erhielten. Zur Ermittlung der benétigten Menge reinen Noradrenalins, zur
Zubereitung der gewtnschten Dosis der mit Noradrenalin versetzten Kunstmilch, wurde
abends und morgens das durchschnittliche Korpergewicht der Tiere eines Wurfes bestimmt
und in folgende Formel eingesetzt:

Dosis [pg*kg™*h™] * AKérpermasse [kg] * gesamte angesetzte Milchportion [mi]* 24

Noradrenalin Stammlésung [pg/pl] * Milchrate pro Stunde [ml]

Es wurde eine Noradrenalin Stammlésung von 50 mg*ml™ in 0,1% Ascorbinsiurelésung
verwendet. Zu ihrer Herstellung wurde das Bitartrat Salz des Noradrenains (Arterenol,
99%) verwendet, es enthielt 53% reines Noradrenalin. Die Stammldsung wurde ale 3 Tage
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frisch angesetzt und unter Lichtausschiul® im Kuhlschrank bel +7°C aufbewahrt. Morgens
und abends wurde jeweils frisch eine neue Milchportion mit der Noradrenainldsung
versetzt und in die Milchspritzen gefiillt. Die Verbindung zu den Kathetern wurde fir ca
10 min gelost und in dieser Zeit wurden die Milchleitungen mit dem neuen Milchansaiz
komplett durchgespuilt, so dal3 ohne Verzogerung durch die langen Zuftihrungsleitungen

sofort die neue Dosis zur Wirkung kam.

Die Milchflurate wéahrend der 6-tégigen Versuchsreihen wurde so angepald, dal die
Wirfe #14 und 15 mit den maximalen Milchflul¥raten (ansteigend von anfangs 2,0 auf
5,1 ml/d am Versuchsende) versorgt wurden, die mit der Magenentleerung unter diesen
Bedingungen noch vertraglich waren. Wurf #16 dagegen wurde mit der minimalen
MilchfluRrate (ansteigend von 2,0 auf 4,0 ml/d) versorgt, die notwendig war um ein
gesundes Wachstum unter diesen Bedingungen zu ermoglichen (s. 2.5.2.). Durch diese
Variation der Milchzufuhr unter Berticksichtigung des Energieverbrauches konnte in den
Wirfen #14 und 15 eine normale Einlagerung von Korperfett aufrecht erhalten werden,
wohingegen bel Wurf #16 die Einlagerung von Korperfett erniedrigt war.

Da durch die Behandlung mit Noradrenalin die Warmeproduktion der Welpen gesteigert
wurde, mufdte bei diesen Wiirfen besonders genau darauf geachtet werden, dal3 die dadurch
eintretende Erhohung der Tc durch eine Absenkung der Wasser- und Lufttemperatur
abgefangen wurde, um die Tc mdglichst in dem Temperaturbereich bis 38,5°C zu halten.
Allerdings 183 sich dies aufgrund des raschen und variablen Anstiegs der Tc nicht immer
vermeiden, kurzfristige Anstiege der Tc bis 40°C werden von Jungtieren aber ohne
Schéden toleriert (Kortner et a. 1994, Schmidt et al. 1986 a).

2.6. Statistik

2.6.1. Allgemeine Angaben zur statistischen Auswertung

Die datistischen Tests wurden mittels des Windowsprogrammes SigmaStat (SPSS
Corporation, Chicago, USA) durchgefihrt. Bei allen statistischen Verfahren wurde ein
Signifikanzniveau von p<0,05 zu Grunde gelegt. Bel den statistischen Auswertungen
konnte auf die Einbeziehung des Faktors Geschlecht verzichtet werden, da in
vorausgehenden Untersuchungen des Korperfettgehaltes und des Leptinsystems junger
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Ratten zwar Geschlechtsunterschiede, aber niemals Genotyp X Geschlechts-Interaktionen
festgestellt wurden (Olbort 1998, Meierfrankenfeld et al. 1986 , Kraeft et al. 1999).

2.6.2. Zweifaktorielle Varianzanalysen

In den Versuchsserien A und C wurden mittels zweifaktorieller Varianzanaysen
gewichtete Mittelwerte berechnet (Sachs 1997), wobei jeweils Wurf und Genotyp as
Faktoren verwendet wurden. Da alle Messungen fir die Tiere eines Wurfes stets im
gleichen Mef3durchgang erfolgten, wurden durch dieses Verfahren gleichzeitig storende
Einflisse der Variabilitdt zwischen verschiedenen Mef3durchgéngen herausgefiltert. Als
Mal3 der Streuung wurde der mittlere Fehler des gewichteten Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die Unterschiede zwischen fa/fa und +/fa sowie zwischen +/fa und +/+ Tieren
wurden in separaten zweifaktoriellen Varianzanalysen ermittelt, um eine Verzerrung durch
Wirfe, die nur zwel Genotypen enthielten, zu vermeiden. Die Anzahl der jeweils
analysierten Werte, deren Mittelwerte in den Abbildungen dargestellt sind, ist den Tabellen

| und Il zu entnehmen.

2.6.3. Regressionsanalysen
2.6.3.1. Lineare Regression

In den Versuchsserien B und C wurden die Daten auch mittels linearer Regressionen nach
der Methode der kleinsten Fehler-Quadrate ausgewertet. Die Signifikanz der Korrelationen
wurde durch die Prifung der Korrelationskoeffizienten (r) auf die Verschiedenheit von
Null anhand der t-Verteilung getestet (Sachs 1997). Falls erforderlich wurden
Regressionsgeraden  nach  Brownlee  (1965) mit Hilfe enes hauseigenen
Statistikprogrammes auf Parallelitét getestet. War die Nullhypothese der Paralditét nicht
abzulehnen (p>0,05), wurden die zugehérigen y-Achsenabschnitte miteinander verglichen.

2.6.3.2. MultipleLineare Regression

Um die Zusammenhange zwischen Plasmaleptingpiegel, Leptin-mRNA-Konzentration und
anderen relevanten physiologischen Parametern zu ermitteln, wurden in Versuchsserie C
Multiple Lineare Regressonsanalysen durchgefiihrt. Plasmaleptinkonzentration und
Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT wurden logarithmiert, um ihre Verteilung
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zu normalisieren. Als weitere Variablen wurden folgende Gréf3en in die Untersuchung

einbezogen:

a SAA, reprasentiert durch den Gesamtenergieverbrauch (SMR) wahrend der

letzten 24 h vor Versuchsende
a Korperfettmasse, als Surrogatvariable fir den zelluléren Lipidgehalt

a akute Nettoenergiezufuhr wahrend der letzten 24 h vor Versuchsende, als
Surrogatvariable fur die zelluldren Energiestrome

a FFDM dsMaR fir die GrolRe der Tiere

a Genotyp

Das Signifikanzniveau und der standardisierte Korrelationskoeffizient (1) wurden
verwendet, um die Einflisse der unabhéngigen Variablen auf die abhéngige Variable zu
charakterisieren. Das Quadrat des multiplen Korrelationskoeffizienten (R?) fur die
Regressionsanalyse ist ein Mal3 dafir, wie stark die abhangige Variable von den
unabhéngigen Variablen bestimmt wird. Die Best-Subset-Regressionsanalyse diente zur
weiteren Analyse der in der Multiplen Linearen Regressionsanalyse untersuchten Modelle.
Sie analysiert die Abhangigkeit einer untersuchten Variablen von mehreren unabhangigen
Variablen schrittweise, indem die unabhdngigen Variablen nacheinander in das
Anaysemodell einbezogen werden. So kann der Prozentsatz der Variabilitdt einer
abhéngigen Variablen von einer unabhangigen Variablen ermittelt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen der Gendosis auf den perinatalen

Plasmaleptinspiegel (Versuchsserie A)
3.1.1. Plasmaleptinspiegel nach nattrlicher Geburt

Die Untersuchung des Plasmal eptinspiegels von Rattenwelpen 10 min nach der natirlichen
Geburt bestétigte, dal? bereits in diesem Alter ein mef3barer Plasmal eptinspiegel vorhanden
ist (Dessolin et a. 1997). Der Plasmaeptinspiegel variiert dabei erheblich zwischen
verschiedenen Wirfen, wobei die meisten Tiere jedoch einen Plasmaleptinspiegel
zwischen 1 bis 5 ng/ml aufweisen (Abbildung 2). Von 20 neugeborenen Wildtyp-Tieren
(Wrfe #1-6) weisen 70% eine Plasmaleptinspiegel zwischen 0,5 und 2 ng/ml auf, nur 20%
zeigen einen Plasmaleptinspiegel der noch unter 0,5 ng/ml liegt und 10% zeigen Werte
Uber 2 ng/ml. Obwohl der fa-Defekt des Leptinrezeptors as rezessiv gilt, ist deutlich zu
erkennen, dal3 in diesem Alter die Plasmaleptinkonzentration der +/fa Tiere (#1-11) hoher
ist as die ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister. So weisen 60% der 58 neugeborenen +/fa Tiere
einen Plasmaleptinspiegel >2 ng/ml auf, wobel aber nur 10% einen Wert von >4 ng/ml
erreichen. Von den +/fa Tieren, die einen Plasmaeptinspiegel <2 ng/ml haben, weisen nur
5% Werte unter 1 ng/ml auf. Tiere, die homozygot flr den Leptinrezeptordefekt (#5-11)
sind, dominieren dagegen das obere Ende des Mef3bereiches. Von den 25 neugeborenen
fa/fa Tieren weisen 90% einen Plasmaleptinspiegel von tber 2 ng/ml auf, 40% davon sogar
einen Wert >4 ng/ml, und kein fa/fa Tier zeigt Werte unterhalb von 1 ng/ml.

Die visuelle Kontrolle der Datenverteilung ergab keinerlei Anzeichen dafir, dald die
beobachteten starken Wurfunterschiede mit dem +/+- oder +/fa- Genotyp der Muttertiere
in Verbindung standen. Um die festgestellte starke Variabilitdt zwischen den Wurfen zu
berticksichtigen, wurde die Wurfzugehdrigkeit als ein Faktor in den statistischen
Auswertungen verwendet. Da viele Wrfe nur zwei Genotypen enthielten, mufdten, um
Verzerrungen auszuschlief3en, getrennte zweifaktorielle Varianzanadysen zum Vergleich
von +/+ und +/fa Tieren sowie zum Vergleich von +/fa und fa/fa Tieren durchgefihrt
werden. Die daraus resultierenden gewichteten Mittelwerte und SEM zeigt das linke
Diagramm der Abbildung 3. Durch Berticksichtigung der Wurfunterschiede wird somit
deutlich, dal? nicht nur die Plasmaleptinkonzentration der fa/fa Welpen ca. 50% hoher ist
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(p<0,001) as die der +/fa Welpen, sondern dal3 auch die Plasmaleptinkonzentration der
+/fa Tiere ca. 50% hoher ist (p<0,001) alsdieihrer +/+ Wurfgeschwister.
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Abbildung 2: Perinataler Plasmaleptinspiegel von Rattenwelpen in Abhangigkeit von
Wurfzugehdrigkeit und Zeitpunkt der Probenentnahme, d.h. 10 min nach natirlicher
Geburt bzw. 4 und 24 h vor dem errechneten Geburtszeitpunkt. Genotypen +/+ (Q), +/fa
(A) undfafa () .

3.1.2. Pranataler Plasmaleptinspiegel

Um festzustellen, ob die Unterschiede im Plasmaleptinspiegel zwischen den drei
Genotypen auch schon pranatal auftreten, wurden 5 Wirfe (#12-16 in Abbildung 2) ca. 4 h
vor dem Beginn des erechneten Geburtstermins per Kaiserschnitt entwickelt und der
Plasmaleptinspiegel bestimmt. Bei dem Vergleich der Werte der +/fa Tiere, die in alen 5
Wirfen vertreten waren, mit denen der postnatal ermittelten Plasmaleptinkonzentrationen
der Tiere des gleichen Genotyps félt auf, dald bei zwel Wuirfen (#12, 14) ale Werte
zwischen 4 und 10 ng/ml liegen, wéhrend bei den anderen Wiurfen (#13, 15, 16) dhnliche
Plasmaleptinspiegel wie nach der natiirlicher Geburt auftreten. Da die Wiirfe #12 und 14
ca 5h und die Wirfe #13, 15, 16 ca 3 h vor dem errechneten Geburtstermin durch
Kaiserschnitt entwickelt worden waren, ergab sich die Frage, ob die beobachteten
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Unterschiede Folge einer starken zeitlichen Anderung des Plasmaleptinspiegels am letzten
Tag vor der Geburt sein konnten. Deshalb wurden noch zwel Kaiserschnitte (#17, 18) ca.
24 h vor dem errechneten Geburtstermin durchgefihrt. Bel diesen Wirfen zeigte jedoch
keines der +/fa Tiere einen Plasmaeptinspiegel Uber 5 ng/ml und 50% ihrer Mefl3werte
lagen unterhab von 4 ng/ml (Abbildung 2). Im Vergleich zu den postnatal bestimmten
Plasmaleptinspiegeln der +/fa Tiere falt auf, dald ca. 24 h vor der Geburt 100% der Werte
der +/fa Tiere Uber 2ng/ml liegen. Die Werte der in diesen Wirfen ebenfals
vorkommenden +/+ Tiere weisen ebenfalls eine Verschiebung in hohere Bereiche auf,
auch hier liegt kein Wert unter 2 ng/ml. Damit bleibt die Méglichkeit bestehen, dafi3
zwischen 24 und 3 h vor der Geburt vortbergehend erhohte Plasmaleptinspiegel auftreten,
eine Vermutung, die jedoch angesichts der Unsicherheit der Bestimmung des Zeitpunktes
der natlrlichen Geburt und der beschrankten Anzahl der fur Kaiserschnitte zur Verfligung
stehenden Zuchttiere offen bleiben muf3.
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Abbildung 3: Gewichtete Mittelwerte £+ SEM des perinatalen Plasmaleptinspiegels von
Rattenwelpen. Vergleich zwischen +/+ (schwarz) und +/fa (gestreift) Wurfgeschwistern,
sowie +/fa und fa/fa (weil3) Wurfgeschwistern ca. 10 min nach der natirlichen Geburt
sowie nach Kaiserschnittentbindung ca. 4 und 24 h vor dem errechneten Geburtstermin.
Die signifikanten Unterschiede sind gekennzeichnet (*** = p<0,001).

Aber unabhdngig davon, ob die beobachteten starken Unterschiede im mittleren
Plasmaleptinspiegel der ca. 4 h vor der Geburt entwickelten Wirfe auf eine zeitliche
Veranderung oder auf andere Faktoren zurtickzufiihren sind, konnten durch zweifaktorielle

Varianzanalysen die Genotypunterschiede von der durch die Wurfunterschiede bedingten
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Variabilitét separiert werden. Fir die im mittleren Diagramm der Abbildung 3
dargestellten Ergebnisse wurden ca. 4 h vor dem errechneten Geburtstermin keine
signifikanten Unterschiede zwischen +/+ und +/fa einerseits sowie zwischen +/fa und
fa/fa Wurfgeschwistern andererseits gefunden. Wie das rechte Diagramm von Abbildung 3
zeigt, bestand ca. 24 h vor dem errechneten Geburtstermin zwischen den +/+ und +/fa
Wurfgeschwistern ebenfalls kein signifikanter Unterschied in ihrem Plasmaleptinspiegd,
fur fa/fa Tiere liegen fur diesen Zeitpunkt keine Daten vor. Obwohl aufgrund der grof3en
Wurfunterschiede ein statistischer Vergleich der zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmten
Plasmaleptinspiegel nicht zuldssig ist, falt jedoch auf, dald nach Beriicksichtigung der
Genotypunterschiede die Plasmaleptinwerte der +/+ und +/fa Tiere ca. 4 h vor dem
errechneten Geburtstermin im Durchschnitt ca. 30% hoéher und ca. 24 h vor dem
errechneten Geburtstermin fast 50% hoher sind a's postnatal.

Schluf¥folgerung

Die vorliegenden Daten zeigen, daf® bereits kurz nach der natirlichen Geburt ein
deutlicher Unterschied im Plasmaleptinspiegel zwischen den Genotypen +/+, +/fa und
fa/fa vorhanden ist, wahrend prénatal keine signifikanten Gendosis-Effekte nachgewiesen
werden konnten. Da die frihesten postnatal bei fa/fa Tieren nachgewiesenen S6érungen in
einem erniedrigten sympathischen Antrieb bestehen (Kortner et al. 1994), konnte das
Fehlen einer Beziehung zwischen dem prénatalen Plasmaleptinspiegel und der Gendosis
eventuell darauf beruhen, daf3 aufgrund der fehlenden Kaltestimulation im Uterus die
sympathische Aktivitat aller Welpen auf einem sehr niedrigen Niveau nivelliert ist. Eine
experimentelle Analyse dieser Hypothese im perinatalen Zeitraum wirde jedoch
erhebliche methodische Probleme aufwerfen, deshalb wurden entsprechende
Untersuchungen zur Kléarung der Rolle der sympathischen Aktivitat fur die Ausbildung von
Gendosis-Effekten im Plasmal eptinspiegel an élteren Tieren angestrebt.
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3.2. Methodische Unter suchungen an Wildtyp-Tieren (Versuchsserie B)

3.2.1. Plasmaleptingpiegel zum Zetpunkt des circadianen Minimums und

Maximums des K er ntemper aturrhythmus von 10 Tage alten Tieren

Da vorhergehende Untersuchungen Unterschiede im Plasmaeptinspiegel von 10 Tage
alten +/+, +/fa und fa/fa Tieren nachgewiesen hatten, die unabhangig von Unterschieden
im Korperfettgehalt waren (Zhang et al. 1997, Olbort 1998), bot sich diese Altersstufe fur
entsprechende Untersuchungen zur Kldrung der Ausbildung von Gendosis-abhangigen
Unterschieden im Plasmaleptinspiegel an. Da weiterhin bekannt ist, dal? in den ersten zwei
Lebenswochen der Ratte ein markanter Tagesrhythmus der sympathisch vermittelten
thermoregulatorischen Aktivitét auftritt (Nuesslein-Hildesheim und Schmidt 1994, Redlin
et a. 1992), muldte zuvor festgestellt werden inwieweit der Tageszeitpunkt der
Probenentnahme fur die Plasmaleptinspiegel-Messung einen Einflud auf die Hohe des
Plasmaleptinspiegels von Wildtyp-Tieren hat. Von drei norma aufgezogenen Wildtyp-
Wiurfen (N=30 Tiere) wurde die Hélfte der Tiere zum Zeitpunkt des Minimums des
juvenilen Kerntemperaturrhythmus und die andere Hélfte zum Zeitpunkt des Maximums
des juvenilen Kerntemperaturrhythmus zur Blutentnahme getttet. Der Plasmaleptinspiegel
ist in Abbildung 4 in Abhangigkeit von der Korpermasse dargestellt. Es zeigt sich deuitlich,
dal3 die Regressionsgeraden fur die zum Zeitpunkt des Tagesminimums und -maximums
bestimmten Werte in diesem Alter nahezu deckungsgleich sind. Dementsprechend weist
die Plasmaleptinkonzentration pro g Korpergewicht bei 10 Tage alten Tieren keinen
Unterschied zwischen der Blutprobenentnahme zum Zeitpunkt des circadianen Minimums
und Maximums des Kerntemperaturrhythmus auf (2-Way-ANOVA, p>>0,05).

3.2.2. Entwicklungsbedingte Veranderungen der Korperzusammensetzung

und des Plasmaleptinspiegels zwischen der 1. und 5. L ebenswoche

Da bekannt ist, dal? es bel Mausen unabhangig von Verénderungen der Korperfettmasse zu
enem 510 fachen Angtieg des Plasmaeptinspiegels in der zweiten postnataen
L ebenswoche kommt (Ahima et al. 1998), sollte Uberprift werden, ob und gegebenenfalls
wann diese “Leptinsurge” auch bei der Ratte im Sduglingsalter auftritt, um zu vermeiden,
da3 weitere Untersuchungen des Plasmaleptinspiegels in einer instabilen Phase der
Regulation des Plasmaleptinspiegels durchgefihrt werden. Dazu wurde von 173

+/+ Ratten aus 40 verschiedenen Wirfen im Alter zwischen 6 und 34 Tagen, die im
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normalen Wurfverband von der Mutter aufgezogen wurden, der Plasmaleptinspiegel
bestimmt. Da es bekanntlich eine enge Korrelation zwischen Plasmaleptinspiegel und
Korperfettmasse gibt, wurde bel diesen Tieren zudem die Koérperzusammensetzung
bestimmt.

» £

Plasmaleptin [ng/ml]
N

15 16 17 18 19 20 21
Koérpergewicht [g]

Abbildung 4: Korrelation zwischen Plasmaleptinspiegel und Korpergewicht bei 10 Tage
alten Wildtyp-Tieren aus Wrfen, die durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet sind
(O ,@ ). Die zur Zéit des circadianen Maximums (offene Symbole, — - - , r = 0,73)
und circadianen Minimums (geschlossene Symbole, , I = 0,63) bestimmten
Plasmaleptinspiegel unterscheiden sich nicht.

3.2.2.1. Fettgehalt und Wassergehalt

Bel Tieren einer bestimmten Altersstufe ist die Korrelation zwischen prozentualem
Korperfettgehalt und prozentualem Koérperwassergehalt so eng, dal3 sie zur methodischen
Kontrolle der bel der Bestimmung der Korperzusammensetzung erhaltenen Werte dienen
kann. Abbildung 5 zeigt diesen Zusammenhang fur Tiere zwischen der 1. und 5.
Lebenswoche. Weder die Stéarke der Korrelation noch die Steigung veréndert sich
systematisch mit dem Lebensalter. Mit zunehmendem Alter kommt es aber zu einer
deutlichen Links-Verschiebung der Geraden, d.h. bei gleichem prozentualem Fettgehalt ist
der prozentuale Wassergehalt diterer Tiere erheblich niedriger.
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Abbildung 5: Korrelationen zwischen prozentualem Korperfettgehalt und prozentualem
Korperwassergehalt von Wildtyp-Tieren verschiedener Altersstufen. Es ergeben sich
Korrelationskoeffizienten zwischen 0,92 und —0,99 ohne systematische Anderungen mit
dem Alter. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen Tiere unterschiedlichen Alters (d6 bis
d34).

3.2.2.2. Feuchtmasse und FFDM

Eine weitere sehr enge Beziehung, die als Kontrolle fur die korrekte Bestimmung der
Korperzusammensetzung im Einzelfall dienen kann, besteht innerhalb geschlossener
Altersgruppen zwischen FFDM und Feuchtmasse (Meerfrankenfeld et a. 1996). Die hier
erhobenen Daten zeigen, dal3 dartiber hinaus auch Uber eine grof3e Altersspanne von der 1.
bis zur 5. Lebenswoche eine enge gemeinsame Korrelation zwischen diesen beiden Grofen
besteht (Abbildung 6, r = 0,99).

3.2.2.3. Entwicklung des K ¢rperfettgehaltes

Im Gegensatz zur sehr engen gemeinsamen Korrelation zwischen der Feuchtmasse und der
FFDM zeigt sich eine deutlich groRere Variabilitét, wenn man den Zusammenhang der

Korperfettmasse mit der Feuchtmasse Uber die gesamte untersuchte Altersspanne
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Abbildung 6: Korrelation (r = 0,99) zwischen fettfreier Trockenmasse (FFDM) und
Feuchtgewicht von Wildtyp-Tieren im Alter von 6 bis 34 Tagen. Unterschiedliche
Symbole kennzeichnen Tiere unterschiedlichen Alters.

betrachtet (Abbildung 7). Zwar ergibt sich auch hier eine enge Korrelation (r = 0,95) Uber
den gesamten Bereich, jedoch weichen die Steigungen fir die einzelnen Altersgruppen
deutlich von der gemeinsamen Regressionsgeraden ab. Fur die einzelnen Altersgruppen
ergeben sich deutlich lockerere Korrelationen, die sich nicht systematisch mit dem Alter

andern.

Betrachtet man die Korrelation zwischen der Feuchtmasse und dem prozentualen
Korperfettgehalt, zeigt sich eine noch groflkere Variabilitét, so dald die Ermittlung einer
gemeinsamen Regression Uber alle Altersgruppen nicht sinnvoll ist. Bei Ermittlung der
Regressionsgeraden fir die einzelnen Altersgruppen ist trotz der grof3en Variabilitdt mit

zunehmendem Alter eine Abflachung der Geraden zu erkennen.

Die gewichteten Mittelwerte fir die Gesamtkorperfettmasse zeigen fir die untersuchten
Altersstufen zwischen der 1. und 5. Lebenswoche einen Anstieg, der zwischen dem Alter
von 12 und 24 Tagen am steilsten ist. Nach dem Absetzen flacht die Kurve deutlich ab und
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Abbildung 7: Korrelationen zwischen Korperfettmasse (oben) sowie prozentualem
Korperfettgehalt (unten) und der Feuchtmasse von Wildtyp-Tieren der verschiedenen
Altersstufen, die jewelligen Korreationskoeffizienten (r) sind angegeben. Fir die
Altersgruppe 12 Tage war die Variation der Feuchtmasse zu gering, um eine sinnvolle
Korrelation zu ermitteln. Fir die gemeinsame Korrelation der Fettmasse mit der
Feuchtmasse ergibt sich ein r = 0,95. Unterschiedliche Symbole kennzeichnen Tiere
unterschiedlichen Alters (d6 bis d34).
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die Streuung nimmt erheblich zu. Der prozentuale Korperfettgehalt steigt von der 1. bis zur

3. Lebenswoche von etwa 5 auf 8% an, nach dem Absetzen fallt der Fettgehalt dann weiter
auf 6% ab (Abbildung 8).

w

Korperfett [g]
N
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0 - . . . . .
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Abbildung 8: Zusammenhang zwischen den Mittelwerten + SEM der Korperfettmasse

(oben), sowie des prozentualen Koérperfettgehaltes (unten) und dem Alter von Wildtyp-
Tieren.
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Schluf¥folgerung

Aufgrund der im Entwicklungsverlauf zunehmenden Gesamtkorperfettmasse ist der
prozentuale Korperfettgehalt eine geeignete BezugsgrofRe fur die Beurteilung der
entwicklungsbedingten Veranderungen des Plasmaleptinspiegels Uber verschiedene
Alter sstufen hinweg.

3.2.2.4. Entwicklung des Plasmaleptinspiegels

Obwohl sich die Gesamtkorperfettmasse mit zunehmendem Alter deutlich vergrofert,
nimmt der Plasmaleptinspiegel zwischen der 1. und 5. Lebenswoche (Abbildung 9) ab.
Auch igt die Variabilitét im Alter zwischen 6 und 10 Tagen deutlich grof3er als bei den
alteren Gruppen, jedoch weisen auch hier nur 11% der Tiere einen Plasmaleptinspiegel von
mehr als 5 ng/ml auf. Setzt man den Plasmaleptinspiegel von Tag 6 bis Tag 34 in
Beziehung zum prozentualen Korperfett, so zeigt sich, noch deutlicher as fur die
Gesamtkorperfettmasse, dal3 mit zunehmendem Alter die Streuung innerhalb der einzelnen
Altersstufen kleiner wird. Es ist jedoch in den ersten beiden Lebenswochen keine zeitlich
scharf definierte Leptinsurge zu erkennen, bei der gehduft Werte Uber 5ng/ml bzw.
1 ng/% Fettgehalt aufgetreten wiirden.
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen den Mittelwerten + SEM des Plasmal eptinspiegels
(linke Skala, @) sowie des Plasmaleptinspiegels pro prozentualem Korperfettgehalt (rechte
Skala, O ) und dem Lebensalter bei Wildtyp-Tieren.
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Schluf¥folgerung

Der Plasmaleptinspiegel von Wildtyp-Ratten nimmt wahrend der ersten beiden
Lebenswochen deutlich und danach langsamer ab. Dabei weist der Plasmaleptinspiegel in
den ersten beiden Lebenswochen erheblich grofdere Schwankungen auf als in der 3. - 5.
Lebenswoche. Im Alter von 10 Tagen kommt es zu keiner sprunghaften Veranderung des
Plasmaleptinspiegels, der experimentelle Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt
beeintr&chtigen wiirde.

3.3. Regulation des Plasmaleptinspiegels und der Lep-Expression im
WAT und BAT (Versuchsserie C)

Aufgrund der Voruntersuchungen (Zhang et al. 1997, Olbort 1998) erschienen 10 Tage alte
Ratten besonders geeignet, um die Regulationsmechanismen fir die Lep-Expression im
WAT und BAT, sowie fir den Plasmaeptinspiegel néher zu analysieren. Dabei wurde
insbesondere die Rolle der SAA und der Anderungen der zellularen Energiestrome bzw.
der Grof3e der Energiespeicher bel der Vermittlung der Feedbackregulation des Leptins auf
seine eigene Expression in den Fettzellen intensiv untersucht.

Die Gendosis-Effekte auf den Plasmaleptinspiegel und den Korperfettgehalt von 10 Tage
alten, norma von der Mutter aufgezogenen Ratten sind bereits ausfihrlich beschrieben
worden (Zhang et al. 1997, Olbort 1998). In dieser Arbeit wurden diese Messungen
zundchst wiederholt, um diese Groleen auch in Beziehung zur Leptin-mRNA-
Konzentration im WAT und BAT setzen zu konnen. So wurden die notwendigen
Vergleichsdaten fur die Untersuchung der Zusammenhange zwischen diesen Grofen
erhoben bel den unter verschiedenen thermischen und nutritiven Bedingungen mit und
ohne pharmakologische Beeinflussung durch Noradrenalingabe kunstlich aufgezogenen
Tieren, welche das Hauptziel dieser Arbeit darstellen. Die Methode der kunstlichen
Aufzucht ist fr die Untersuchung dieser Zusammenhénge besonders geeignet, da sie
sowohl die Einstellung konstanter Umweltbedingungen wie auch ihre experimentelle
Manipulation ermdglicht und kontinuierliche Temperatur- und Stoffwechselmessungen
von Ratten im Sauglingsalter erlaubt.
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3.3.1. Befunde bel normal aufgezogenen, unbehandelten Tieren

3.3.1.1. Auswirkungen der Gendoss auf den Plasmaleptinspiegel und den
K or perfettgehalt

Zum Vergleich des Plasmaleptinspiegels und des Korperfettgehaltes von 10 Tage alten,
unbehandelten, normal aufgezogenen +/+, +/fa und fa/fa Rattenwelpen unter
intermittierender Katebelastung wurden getrennte zweifaktorielle Varianzanalysen zum
Vergleich von +/+ und +/fa sowie +/fa und fa/fa Tieren durchgefiihrt, um Verzerrungen
durch Wirfe, die nur 2 Genotypen enthielten, auszuschlief3en. Die Wurfzugehorigkeit
wurde as ein Faktor in die datistischen Auswertungen einbezogen, um die grolie
Variabilitdt zwischen den Wirfen zu berlcksichtigen. Die resultierenden gewichteten
Mittelwerte zeigt der obere Teil von Abbildung 10. Sowohl der Plasmaleptinspiegel als
auch der prozentuale Korperfettgehalt der +/fa Tiere sind signifikant hdher als bei den +/+
Tieren (p<0,05) und bel beiden Parametern weisen die fa/fa Tiere gegeniber den +/fa
Tieren ebenfalls signifikant hthere Werte auf (p<0,001). Dieser deutliche Gendosis-Effekt
bleibt auch bei der Darstellung des Plasmaleptinspiegels pro Gramm Korperfett erhalten
(nicht gezeigt).

3.3.1.2. Auswirkungen der Gendosis auf die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT
und BAT

Die in entsprechender Weise ausgewerteten Messungen der Leptin-mRNA-Konzentration
[Leptin/Aktin] im WAT und BAT sind im unteren Teil von Abbildung 10 dargestellt. Der
gewichtete Mittelwert fUr die unbehandelten, norma aufgezogenen +/fa Tiere ist ca. 1/3
hoher als der ihrer +/+ Wourfgeschwister (p<0,001). Wie auch schon frihere
Untersuchungen gezeigt haben (Zhang et al. 1997), ist die Leptin-mRNA-Konzentration im
WAT der fa/fa Tiere fast zweifach gegenlber der der +/fa Tiere erhdht (p<0,001), dies
entspricht gegentiber den +/+ Tieren fast schon einer dreifachen Erhthung. Somit zeigt die
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT einen ghnlichen Gendosis-abhangigen Anstieg wie
der Plasmaleptinspiegel und der Korperfettgehalt.

Betrachtet man bei denselben Tieren die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT, falt auf,
dald diese ca 50-80% niedriger ist als die im WAT. Wiederum ist die Leptin-mRNA-

Konzentration der fa/fa Welpen gegentiber der der +/fa bzw. +/+ Tiere um das 3,4-fache
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(p<0,01) erhoht (Abbildung 10). Im Kontrast zu dem Gendosis-abhangigen Anstieg der
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT derselben Tiere differiert diese im BAT der +/fa
und +/+ Welpen nicht (p = 0,29).
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Abbildung 10: Gewichtete Mittelwerte + SEM des Plasmaleptinspiegels und des
prozentuaen Korperfettgehaltes (oben) sowie der WAT- und BAT-Leptin-mRNA-
Konzentration [Leptin/Aktin] (unten) von 10 Tage aten, normal von der Mutter
aufgezogenen Welpen. Die Daten von +/+ (schwarz), +/fa (gestreift) und fa/fa (weil3)
Tieren wurden fUr die verschiedenen Versuchsbedingungen jeweils getrennt dargestellt.
Die dignifikanten Unterschiede sind gekennzeichnet (*** = p<0,001, ** = p<0,01,
* = p<0,05).
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3.3.1.3. Zusammenhang zwischen Plasmaleptinspiegel und der Leptin-mRNA-
Konzentration im WAT und BAT

Aufgrund des heterozygoten Unterschiedes, der im WAT gefunden wurde, und der
Tatsache, dal3 die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT 2- bis 3-fach hoher ist as im
BAT derselben Tiere, ist das Vorhandensein eines heterozygoten Unterschiedes im
Plasmaleptinspiegel auf den ersten Blick nicht Uberraschend. Die Daten der Abbildung 10
geben jedoch keinen Hinweis darauf, welcher Zusammenhang zwischen der Leptin-
MRNA-Konzentration in den beiden Leptin-sezernierenden Geweben, dem WAT oder dem
BAT, und der Pasmaeptinkonzentration bestent. Die Analyse mittels multipler
Regressionen von Daten von Tieren, die im normalen Nest aufgezogen wurden und bei
denen alle 3 Parameter gleichzeitig bestimmt wurden (n = 14, nur +/+ und +/fa Tiere),
ergab unerwartet, dal3 der Plasmaleptinspiegel enger mit der mRNA-Konzentration im
BAT asim WAT korrelierte. Mit Rz = 0,74 erkléarte die Leptin-mRNA-Konzentration im
BAT bel einem standardisierten Korrelationskoeffizienten von 3 = 0,70 (p = 0,001) etwa
65%, die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT bei einem 3 = 0,31 (p = 0,09) jedoch nur
8,5% der Variahilitét des Plasmal eptinspiegels.

Schluf¥folgerung

Die dargestellten Ergebnisse lassen vermuten, dafd das BAT trotz seiner niedrigeren
relativen Leptin-mRNA-Konzentration (Leptin/Aktin) im Vergleich zum WAT bel 10 Tage
alten Tieren eine Hauptquelle des zrkulierenden Leptins ist. Dies konnte damit
zusammenhangen, dal3 in diesem Alter die Masse des BAT noch wesentlich grof3er ist als
die des WAT. Da der homozygote Lepr-Defekt die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT
und WAT relativ zu den +/+ Tieren erhoht, wohingegen der heterozygote Lepr-Defekt nur
die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT erhoht, kann man schlief3en, dald der zugrunde
liegende Mechanismus der LEPR-vermittelten Suppression der Lep-Expression im WAT
und BAT unterschiedlich ist.

Zwischen den +/+, +/fa und fa/fa Tieren bestehen keine signifikanten Unterschiede in den
mMRNA-Konzentrationen des Fettsdure-bindenden Proteins aP2 und des Uncoupling-
Proteins (UCP1) im BAT, wie von unseren amerikanischen Kooperationspartnern Yiying
Zhang und Rudolph Leibel festgestellt wurde (Zhang et al. 2001). Diese hier nicht
dargestellten Befunde stitzen die Schluf¥folgerung, daf® es sich bel der von uns
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beobachteten Erhdhung der Leptin-mRNA-Konzentration der fa/fa Tiere um eine
spezifische Veranderung handelt. Offenbar bewirkt das Vorhandensein des Wildtyp-Allels
eine Suppression der Lep-Expression, wobei fir die Suppression im BAT das
Vorhandensein nur eines intakten Rezeptor-Allels fir die Maximalwirkung ausreichend ist.

3.3.2. Auswirkung von experimentellen Manipulationen der SAA und der
Nettoenergiezufuhr auf den Plasmaleptinspiegel, den Korperfettgehalt
und die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT von kunstlich

aufgezogenen Tieren

3.3.2.1. Manipulation der Aufzuchtbedingungen

Bel der normaen Aufzucht von Rattenwel pen durch die Mutter in den zur Bestimmung des
Plasmaleptinspiegels und der Korperzusammensetzung verwendeten Wirfen (#1-7),
kommt es zu ener intermittierenden Kétebelastung der Jungtiere, bedingt durch die
periodische Abwesenheit der Mutter vom Nest (Schmidt et al. 1986 b). Esist bekannt, dal3
die thermoneutrale Aufzucht von Ratten im Altersabschnitt von 4 bis 16 Tagen den durch
das SNS vermittelten Energieverbrauch minimiet und die Unterschiede im
Energiestoffwechsal zwischen den fa/fa Tieren und ihren +/fa bzw. +/+ Wurfgeschwistern
eliminiert, die bel Aufzucht unter Kéltebelastung auftreten (Markewicz et al. 1993, Kaul et
al. 1990). Eine zusdtzliche Noradrenalin-Behandlung imitiert dagegen eine Erhéhung der
Aktivitdt des SNS und damit des Energieverbrauchs und gleicht den Energiestoffwechsel
der fa/fa und +/fa Tiere auf einem hohen Niveau aneinander an (Koértner et al. 1994,
Meierfrankenfeld et al. 1996).

Um den Einflufd der kiinstlichen Aufzucht zu beurteilen und adaquate Vergleichsdaten fur
die Manipulation einzelner thermischer und nutritiver Faktoren innerhalb der kinstlichen
Aufzucht zu erzeugen, wurden zwei Wrfe (# 8+9) fur 2 Tage in der kinstlichen Aufzucht
einer dhnlichen moderaten Kéltebelastung ausgesetzt, wie sie im Tagesmittel bel den
norma von der Mutter aufgezogenen Tieren auftritt (NURlein 1992, Markewicz et al.
1993). Um im Vergleich zur moderaten Kétebelastung Veranderungen in der SAA
herbeizufhren, wurde bei anderen Wirfen die Umgebungstemperatur fir 2 (#10-11) oder
6 Tage (#12-16) auf thermoneutrale Bedingungen eingestellt. In den Wirfen #14-16 wurde
zusdtzlich eine medikamentése Noradrenalin-Dauerbehandlung durchgefiihrt, um die
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Sympathikusaktivierung zu imitieren. Normale Aufzucht und 2 Tage dauernde kiinstliche
Aufzuchten wurden mit Tieren aler drel Genotypen durchgefihrt, bei den 6 Tage
dauernden kinstlichen Aufzuchten konzentrierten wir uns auf den Unterschied zwischen

+/fa und fa/fa Tieren.

Wie aus friheren Untersuchungen bekannt ist, ist die MS-MR eng mit der SAA im BAT
von Tieren in diesem Alter korreliert (Redlin et a. 1992, Kértner et al. 1993, 1994, Ddring
et al. 1994). Der obere Teil von Abbildung 11 zeigt beispielhaft fir die letzten 24 h der
kinstlichen Aufzucht, wie sich die experimentellen Manipulationen auf die MS-MR, als
Indikator fur die SAA, auswirken. Aufzucht unter thermoneutralen Bedingungen fihrt zu
einer starken Erniedrigung der MS-MR von +/fa und +/+ Tieren relativ zu Welpen des
gleichen Genotyps, die unter Kaltebelastung aufgezogen wurden. Die MS-MR der fa/fa
Tiere ist dagegen bereits unter Kaltebelastung so niedrig wie die der +/+ und +/fa Tiere
unter thermoneutralen Bedingungen, da die fa/fa Tiere im Gegensatz zu ihren +/+ und
+/fa Wurfgeschwistern unter Katebelastung ihre Kéateabwehr nicht aktivieren und
hypotherm sind (Markewicz et al. 1993, Kaul et al. 1990). Die Aufzucht von +/+, +/fa und
fa/fa Tieren unter thermoneutralen Bedingungen gleicht also die MS-MR der Tiere der drei
Genotypen auf einem sehr niedrigen Niveau einander an. Die zusétzliche
Noradrenalingabe Uber die zugefiihrte Milch erhtht dagegen die MS-MR von 1-2 Wochen
alten +/+, +/fa und fa/fa Tieren gleichermal3en (Kértner et al. 1993). Die Dosis wurde in
der vorliegenden Untersuchung so gewdhlt, dal3 die MS-MR der mit Noradrenalin
behandelten Tiere in den letzten 24 h des Experimentes ca. 100% Uber dem Niveau der
Tiere lag, die unter thermoneutralen Bedingungen ohne Noradrenalingabe aufgezogen
wurden. Zudem wurde durch eine Manipulation der Nettoenergiezufuhr ein deutlich
niedrigerer Korperfettgehalt bei einem der drei mit Noradrenalin behandelten Wurfe
provoziert (siehe unten).

Der untere Teil von Abbildung 11 zeigt die akute Nettoenergiezufuhr fir die letzten 24 h
des Experiments, d.h. die Differenz zwischen der mit der Milch zugefiihrten Energie und
der verbrauchten Energie in kJ. Deutlich ist zu erkennen, da3 bei den zwe unter
Kéltebel astung aufgezogenen Wiirfen die Nettoenergiezufuhr der fa/fa Tiere aufgrund ihrer
gedrosselten Warmeproduktion bei gleicher Milchversorgung erheblich hoher liegt as die
ihrer +/+ und +/fa Wurfgeschwister, die sich nicht unterscheidet. Bei den thermoneutral
gehaltenen Wirfen liegt dagegen die Nettoenergiezufuhr von 34 der 35 fa/fa Tiere im
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Abbildung 11: Massenspezifische Metabolische Rate (MS-MR, oben) und
Nettoenergiezufuhr (Differenz zwischen der mit der Milch zugefuhrten Energie und der
verbrauchten Energie, unten) in den letzten 24 h der kinstlichen Aufzucht, getrennt nach
Wurf- und Versuchsgruppen-Zugehorigkeit. Bel den Wirfen mit Noradrenalin-Behandlung
(NA) wurde zwischen solchen mit hoher (Fett 21) bzw. niedriger (Fett N) Korperfettmasse
am Versuchsende unterschieden (vgl. Abb. 12 oben). Genotypen +/+ ( Q), +/fa( A) und
fa/fa ().
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Bereich ihrer Wurfgeschwister. Wurf #16 weist in der Gruppe der mit Noradrenain
behandelten Tiere die niedrigste Nettoenergiezufuhr Uber den gesamten Versuch auf. Der
Unterschied in der akuten Nettoenergiezufuhr der letzten 24 h zwischen Wurf #14 und 15
ist zwar grof3er als zwischen Wurf #15 und 16, entscheidend fur den Korperfettgehalt war
aber die Nettoenergiezufuhr Uber den gesamten Versuch und so wurde ein deutlich htherer
Korperfettgehalt von Wurf #14 und 15 gegeniiber Wurf #16 erreicht.

Vergleicht man die normal mit den kinstlich aufgezogenen Welpen, zeigt ein Vergleich
der Gesamtkorperfettmasse (Abbildung 12 oben), dal3 diese Uber einen weiten Bereich in
Abhangigkeit von Wurf, Genotyp und Aufzuchtbedingungen variiert. Deutlich ist zu
erkennen, dal3 in der Gruppe der mit Noradrenalin behandelten Tiere Wurf #16 einen
erheblich niedrigeren Gesamtkorperfettgehalt as die Wirfe #14 und 15 aufweist. Dies
wurde durch die experimentelle Manipulation der Differenz zwischen zugefihrter Energie
(Milchflurate) und verbrauchter Energie (MR) erzeugt. D.h. bel &hnlich hoher SAA
wurde bel den Wirfen #14 und 15 durch eine hohe Nettoenergiezufuhr der
Gesamtkorperfettgehalt im Normalbereich gehalten, wahrend Wurf #16 durch eine geringe
Nettoenergiezufuhr auf einen niedrigeren Gesamtkorperfettgehalt eingestellt wurde. Diese
nutritive Manipulation erlaubt die experimentelle Differenzierung von Effekten auf die
Lep-Expression und den Plasmaeptinspiegel, die von der SAA bzw. vom Lipidgehalt
und/oder den Energiestromen in den Adipozyten ausgehen kénnten.

3.3.2.2. Unterschiedeim Wachstum von normal und kinstlich aufgezogenen Tieren

Einen Vergleich der FFDM dler Tiere, as Mal3 fur das Wachstum der fettfreien
Korpersubstanz, zeigt Abbildung 12 (unten). Sehr deutlich ist dabei die erheblich kleinere
FFDM der Tiere aus den Wirfen #12-16 zu erkennen, die bereits ab einem Alter von 4
Tagen kunstlich aufgezogen wurden, im Vergleich zu den Tieren, bei denen die kinstliche
Aufzucht erst im Alter von 8 Tagen begann. Aber auch bel drei der vier nur fir 2 Tage
kinstlich aufgezogenen Wurfe (#9-11) falt eine deutlich geringere Variabilitét verbunden
mit einer etwas niedrigeren FFDM im Vergleich zu den norma aufgezogenen Tieren ins
Auge. Nur einer der beiden unter moderater Kéltebel astung aufgezogenen Wrfe (#8) wies
eine FFDM auf, die im Bereich der normal aufgezogenen Tiere lag, und deutlich Gber der
der anderen Uber 2 Tage kiunstlich aufgezogenen Wiirfe (#9-11) lag. Dies konnte vielleicht
darauf beruhen, dal3 dieser Wurf einen Tag dlter war als die anderen Tiere. Die Daten von
diesem Wurf wurden deshdb nur bei der Darstellung der Einzelwerte
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Abbildung 12: Korperfettmasse (oben) und fettfreie Trockenmasse (FFDM) (unten) von
10 Tage dten Tieren, getrennt nach Wurf- und Versuchsgruppen-Zugehdrigkeit. Bei den
Wiurfen mit Noradrenain-Behandlung (NA) wurde zwischen solchen mit hoher (Fett 721)
bzw. niedriger (Fett N) Koérperfettmasse am Versuchsende unterschieden. Genotypen +/+
(O), +/fa(A) undfalfa ().
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berticksichtigt, sie fanden jedoch keine Bertlicksichtigung in statistischen Auswertungen
(ANOVA und Regressionsanalysen). Aufgrund der dargestellten GrofRenunterschiede
zwischen den Versuchsgruppen wurde zum Vergleich der Fettspeicher im Folgenden der
auf die Koérpermasse bezogene prozentuale Korperfettgehalt herangezogen, um eine
Verzerrung der Befunde durch die Grof3enunterschiede auszuschlief3en.

3.3.2.3. Vergleich zwischen normal und kinstlich unter moderater Kaltebelastung

aufgezogenen Tieren

Aufgrund der geringen statistisch auswertbaren Tierzahl in der Gruppe der kunstlich unter
Kétebelastung aufgezogenen Tiere (Wurf #9), werden im oberen Diagramm der
Abbildung 13 zunédchst die Einzelwerte des Plasmaleptinspiegels dargestellt. Das untere
Diagramm zeigt den prozentualen Korperfettgehalt derselben Tiere als Bezugsgrofie.
Dadurch wird deutlich, dal3 bel kinstlicher Aufzucht unter Kétebelastung bei den fa/fa
Tieren mindestens ebenso ausgeprégte Unterschiede im Plasmaleptinspiegel und im
prozentualen Korperfettgehalt auftreten, wie bei den normal aufgezogenen Warfen (vgl.
#8-9 mit #1-7). Die fa/fa Tiere liegen im oberen Abschnitt des Mef3bereichs und haben
einen wesentlich hoheren Plasmaleptinspiegd als ihre +/+ und +/fa Wurfgeschwister. Dies
zeigt, dal3 die kinstliche Aufzucht an sich die abnorma hohen Plasmaleptinspiegel der
fa/fa Tiere nicht ediminiert. 82% der fa/fa Welpen, aber nur 9% ihrer +/+ und +/fa
Wurfgeschwister weisen unter moderater Kéaltebelastung, sowohl bel normaer wie
kinstlicher Aufzucht, Plasmaleptinspiegel von tber 10 ng/ml auf. Auch bei der Korrektur
gegen den Korperfettgehalt bleibt ein deutlicher Gendosis-abhangiger Unterschied im
Plasmal eptinspiegel bestehen (nicht gezeigt).

Abbildung 14 A zeigt die unter Berlcksichtigung der Wurfunterschiede gewichteten
Mittelwerte des Plasmaeptinspiegels und die statistische Signifikanz der Unterschiede
zwischen Tieren der verschiedenen Genotypen in jeder der Versuchsgruppen. Es wurde
hier, genauso wie bel den anderen in Abbildung 14 dargestellten Variablen, aufgrund der
grol3en Variabilitét zwischen den Wiurfen jedoch kein statistischer Vergleich tber die
Gruppengrenzen hinweg durchgefiihrt. Die Plasmaleptinspiegel der kunstlich unter
Kéltebelastung aufgezogenen fa/fa Tiere sind ebenso wie die der norma aufgezogenen
fa/fa Tiere deutlich hoher (p<0,001) as die der jeweiligen +/+ und +/fa Wurfgeschwister.
Im Gegensatz zur normalen Aufzucht unter moderater Kétebelastung weisen die Werte
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Abbildung 13: Plasmaleptinspiegel (oben) und prozentualer Korperfettgehalt (unten) bei
10 Tage aten Tieren getrennt nach Wurf- und Versuchsgruppen-Zugehérigkeit. Bei den
Wiurfen mit Noradrenain-Behandlung (NA) wurde zwischen solchen mit hoher (Fett 21)
bzw. niedriger (Fett N) Korperfettmasse am Versuchsende unterschieden. Genotypen
+/+ (O), +/fa (A ) und fa/fa (O ).
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der kinstlich aufgezogenen +/+ und +/fa Tiere jedoch keinen signifikanten Unterschied
voneinander auf (Abbildung 14 A). Die Gendosis-abhdngigen Unterschiede im
Korperfettgehalt (Abbildung 14 B) entsprechen denen im Plasmal eptinspiegel.

Die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT ist bel kunstlicher Aufzucht unter moderater
Kéltebelastung generell niedrigerer und die Streuung bei +/+ und +/fa Tieren grol3er as
unter normalen Aufzuchtbedingungen (Abbildung 14 C). Die kinstlich aufgezogenen Tiere
zeigen aber bei Kéltebelastung tendenziell die gleichen Gendosis-abhéangigen Unterschiede
der Lep-Expresson im WAT wie die normal aufgezogenen Welpen, obwohl die Tierzahl
in diesem Fall zu klein ist, um angesichts der grof3en Streuung der Daten noch statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen zu erhalten (Abbildung 14 C).

Die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT ist wesentlich niedriger as die im WAT
derselben Tiere (Abbildung 14 D). Die Unterschiede zwischen den Genotypen entsprechen
denen bei den normal aufgezogenen Tieren, d.h. die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT
der fa/fa Welpen (p<0,001) ist um ein vielfaches hther as die ihrer +/fa und +/+
Wurfgeschwister, deren Werte nicht differieren.

Schluf¥folgerung

Der Vergleich zwischen unter moderater Kaltebelastung normal und kinstlich
aufgezogenen, 10 Tage alten Rattenwelpen zeigt, daf’ die stark erhohten Werte des
Plasmaleptinspiegels, sowie der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT der fa/fa
Tiere gegentiber denen ihrer +/+ und +/fa Wurfgeschwister nicht durch die kiinstliche
Aufzucht an sich verkleinert werden.
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Abbildung 14: Gewichtete Mittelwerte + SEM des Plasmaleptinspiegels (A), des

prozentualen Korperfettgehaltes (B), der Leptin-mRNA-Konzentration [Leptin/Aktin] im
WAT (C) und im BAT (D) von 10 Tage aten Welpen. Die Daten der +/+ (schwarz), +/fa
(gestreift) und fa/fa (weild) Tiere wurden fir die verschiedenen Versuchsbedingungen
jeweils getrennt dargestellt und soweit erforderlich auch getrennt fur die +/fa Tiere mit
+/+ bzw. mit fa/fa Wurfgeschwistern. Die signifikanten Unterschiede sind gekennzeichnet
(*** = p<0,001, ** = p<0,01,* = p<0,05). Bei den Wirfen mit Noradrenalin-Behandlung
(NA) wurde zwischen solchen mit hoher (Fett A1) bzw. niedriger (Fett N) Korperfettmasse

am V ersuchsende unterschieden.
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3.3.24. EinfluR  der SAA und  der Nettoener giezufuhr auf  die
Plasmaleptinkonzentration und den Gesamtkor per fettgehalt

3.3.24.1. Thermoneutr ale Aufzucht

Bereits bel 2-tdgiger Verminderung der sympathisch vermittelten Warmeproduktion durch
Aufzucht unter thermoneutralen Bedingungen kommt es zu einem starken Abfall der
Plasmaleptinkonzentration der fa/fa Welpen auf weniger as 1/3 des Niveaus unter
moderater Kdatebelastung (Abbildung 14 A, mittlerer Teil). Im Durchschnitt lagen die
Plasmal eptinkonzentrationen der fa/fa Tiere bei thermoneutraler Aufzucht nur noch 30%,
jedoch immer noch signifikant (p<0,001) Uber denen ihrer +/+ und +/fa Wurfgeschwister,
deren Werte sich kaum von den kinstlich unter Kéatebelastung aufgezogenen Tieren
gleichen Genotyps unterschieden, wéahrend die fa/fa Tiere unter Kaltebelastung ca. 5-fach
hohere Plasmaeptinwerte als ihre Wurfgeschwister aufwiesen. Der Korperfettgehalt der
fa/fa Tiere ist nach dieser kurzen Zeit unverdndert hoch (p<0,001 fir den
Genotypunterschied), so dal? der Plasmaleptinspiegel jetzt nicht mehr Uberproportional wie
unter Katebelastung erhoht ist, sondern nur noch proportional zum hoheren
Korperfettgehalt der fa/fa Tiere.

Thermoneutrale Aufzucht Uber 6 Tage, vom postnatalen Tag 4 bis 10/11, hielt den
Energieverbrauch von +/fa und fa/fa Welpen chronisch auf einem sehr niedrigen Niveau.
Unter diesen Bedingungen steigt der prozentuale Korperfettgehalt der +/fa Tiere stérker an
als der ihrer fa/fa Wurfgeschwister, so dal3 sich die Werte nicht mehr unterscheiden
(Abbildung 14 B). Im Gegensaiz zu den nur fir 2 Tage unter thermoneutralen
Bedingungen aufgezogenen Welpen sind die Plasmaleptinspiegel der tber 6 Tage unter
diesen Bedingungen gehatenen Tiere sowohl bei +/fa wie fa/fa Tieren entsprechend zu
dem gestiegenen Gesamtkorperfettgehalt erhoht (vgl. die  beiden mittleren
Versuchsgruppen in Abbildung 14 A). Die Betrachtung der Einzelwerte (vgl. Abbildung
13 A) zeigt, dal’3 10 der 12 Uber 6 Tage thermoneutral gehaltenen fa/fa Welpen einen
Plasmaleptinspiegel in  dersdlben Grolenordnung wie ihre +/fa  Wurfgeschwister
aufweisen, und unterstreicht so das Fehlen eines signifikanten Unterschiedes in den
gewichteten Mittelwerten von +/fa und fa/fa Tieren (Abbildung 14 A). Im Vergleich zu
den norma und kinstlich aufgezogenen Tieren unter moderater Kéltebelastung wiesen
dementsprechend nur 9% von 22 fa/fa Welpen unter 2- und 6- tégigen thermoneutralen
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Bedingungen Plasmaeptinwerte von tber 10 ng/ml auf, wéhrend diese unter moderater
K& tebelastung insgesamt bei 82% der fa/fa Tiere auftraten.

Schluf¥folgerung

Die Erniedrigung des Plasmaleptinspiegels der thermoneutral aufgezogenen fa/fa Tiere
war unerwartet, weil in anderen Untersuchungen die Aktivierung des SNS mit einer
Erniedrigung der Plasmaleptinkonzentration von Wildtyp-M&usen und Ratten einherging
(Moinat et al. 1995, Trayhurn et al. 1996, Evans et al. 1999). Deshalb hétte man erwartet,
daf? eine Minimierung der SAA durch thermoneutrale Aufzucht unmittelbar und nicht erst
nach Erhéhung des Korperfettgehaltes eine Erhéhung der Plasmaleptinspiegel der +/+
und +/fa Wurfgeschwister zur Folge haben wirde und hétte keinesfalls mit einem Abfall
der Werte der fa/fa Tiere gerechnet. Die kinstliche Aufzucht unter thermoneutralen
Bedingungen gleicht also nicht nur den Energieverbrauch von +/fa und fa/fa Tieren auf
einem minimalen Niveau an, sondern eliminiert auch offensichtlich Faktoren, die fir die
Uberhohten Plasmaleptinspiegel von fa/fa Tieren, die normal oder kinstlich unter

Kaltebelastung aufgezogenen werden, verantwortlich sind.

3.3.24.2. Noradrenalin-Behandlung

Durch einen Zusatz von Noradrenain zur Milch wird eine erhdhte Aktivitdt des SNS
imitiert und damit der tagliche Energieverbrauch der +/+, +/fa und fa/fa Welpen
vergrofdert. Die Noradrenalin-Zufuhr wurde stufenweise so eingestellt, dal3 das tagliche
Mittel der MS-MR ab dem postnatalen Tag 5 schrittweise vom Thermoneutralniveau bis
auf 100% Uber dieses Niveau am letzten Versuchstag anstieg. Im Mittel Uber das gesamte
Experiment wurde so ein Anstieg der MS-MR ca. 60% uber das Thermoneutralniveau
erzielt. Die adrenerge  Stimulation durch  Noradrenalin-Behandlung senkt die
Plasmaleptinspiegel der fa/fa Tiere drastisch und gleicht die Plasmaleptinwerte von fa/fa
und +/fa Tieren aneinander an, ohne dal3 es in der Gruppe mit hohem Fettgehalt zu einer
deutlichen Erniedrigung des Plasmaleptinspiegels der +/fa Tiere im Vergleich zu kinstlich
unter Kéaltebelastung aufgezogenen Tieren gleichen Genotyps kommt (Abbildung 14 A,
rechter Teil). Im Vergleich zu den Uber 6 d unter thermoneutralen Bedingungen
aufgezogenen +/fa Tieren mit ungeféhr gleich hohem Fettgehalt (Abbildung 14 B) ist der
Plasmaleptinspiegel jedoch deutlich erniedrigt. Der Gesamtkorperfettgehalt (Abbildung
14 B) der fa/fa und +/fa Welpen zeigt in beiden Gruppen keinen Gendosis-Effekt, aber der
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Korperfettgehalt in der Gruppe mit der niedrigen Nettoenergiezufuhr (Wurf #16) ist bei
beiden Genotypen nur halb so grol wie bel hoher Nettoenergiezufuhr (Wurf #14-15). In
der Gruppe mit niedrigem Korperfettgehalt sind die Plasmaleptinspiegel der fa/fa Tiere
sogar signifikant niedriger alsdie der +/fa Tiere.

Schluf¥folgerung

Es konnte gezeigt werden, dal3 es bel Noradrenalin-Behandlung zu einer Angleichung der
Plasmaleptinspiegel von fa/fa und +/fa Tieren auf einem niedrigen Niveau kommt, ohne
dal3 hierfir eine Reduzierung des Gesamtkor perfettgehaltes erforderlich ist.

3.3.25. EinfluB der SAA und der Nettoenergiezufuhr auf die Leptin-mRNA-

Konzentration im WAT

Eine Reduzierung der SAA durch thermoneutrale Haltung fir 2 oder 6 Tage eliminiert die
Gendosis-abhangigen Unterschiede in der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT
(Abbildung 14 C, Mitte) auf einem Niveau, das etwa in der Mitte der Werte der unter
Kéltebelastung aufgezogenen +/fa und fa/fa Tiere liegt. Trotz des deutlich hoheren
Korperfettgehaltes sind die Werte nach 6 Tagen unter thermoneutralen Bedingungen dabei
nur geringfligig hoher als die nach 2 Tagen.

Wenn eine Erhthung der Aktivitédt des SNS durch Noradrenalin-Behandlung imitiert
wurde, fuhrte dies - relativ zu den thermoneutral aufgezogenen Tieren - nur zu ener
Erniedrigung der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT von +/fa und fa/fa Tieren, wenn
gleichzeitig die Nettoenergiezufuhr reduziert wurde und damit der Gesamtkorperfettgehalt
sank (Wurf #16). Sorgte man dafir, dal3 der Gesamtkorperfettgehalt der mit Noradrenalin
behandelten Tiere hoch blieb (Wirfe #14 und 15), war die erhéhte SAA nicht in der Lage
die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT von fa/fa und +/fa Tieren zu erniedrigen. In
diesem Fall blieb die Leptin-mRNA-Konzentration der +/fa Tiere ebenso hoch wie bel den
unbehandelten, thermoneutral gehaltenen Tieren. Die Leptin-mRNA-Konzentration der
fa/fa Tiere war sogar tendenziell hoher als bei den unbehandelten, thermoneutral
aufgezogenen Tieren (p = 0,06 fur den Genotypunterschied), was jedoch, wie die
Betrachtung der Einzelwerte zeigte, Uberwiegend darauf beruhte, dal3 nur 2 der 10 fa/fa
Tiere erheblich hthere Werte aufwiesen as ihre Wurfgeschwister, ohne dal3 abweichende
Werte im Korperfettgehalt vorlagen.
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Schluf¥folgerung

Bei der Beurteillung der Wirkung der SAA auf die Lep-Expression im WAT kann man
davon ausgehen, daf3 hier - im Gegensatz zum BAT - eine Simulierung der
Fettsdureoxidation zur Steigerung der Warmeproduktion keine Rolle spielt. Aufgrund
friherer Untersuchungen (Moinat et al. 1995, Trayhurn et al. 1996, Evans et al. 1999)
héatte man aber erwartet, dafd eine Erniedrigung der SAA trotzdem zu einem Anstieg der
Leptin-mRNA-Konzentration der +/+ Tiere und nicht zu einer Senkung bei den fa/fa Tieren
fuhren wirde. Das umgekehrte Ergebnis zeigt, da? die SAA an sich kein wichtiger
bestimmender Faktor der Lep-Expression im WAT ist. Da eine Erhéhung der SAA nur
dann zu einer deutlichen Erniedrigung der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT von +/fa
und fa/fa Tieren relativ zu kéltebelasteten Tieren fihrt, wenn gleichzeitig der
Gesamtkor perfettgehalt und die akute Nettoenergiezufuhr sinken, ist anzunehmen, daf3 der
Lipidgehalt und/oder die Energiestréme in den Adipozyten eine wichtige Rolle in der
Regulation der Lep-Expression im WAT spielen. Da andererseits bei den ohne
Noradrenalin-Behandlung thermoneutral gehaltenen Tieren der EinfluR des
Korperfettgehaltes auf die Lep-Expression im WAT nur gering war, scheinen eher die
Energiestrome in den Adipozyten als der zellulare Lipidgehalt ausschlaggebend zu sein.

3.3.26. EinfluB der SAA und der Nettoenergiezufuhr auf die Leptin-mRNA-

Konzentration im BAT

Minimierung der SAA durch thermoneutrale Aufzucht fir zwei oder sechs Tage (Wirfe
#10-13) fuhrt in Abhangigkeit von der Dauer zu einem drastischen Anstieg der Leptin-
MRNA-Werte im BAT von +/fa und fa/fa Tieren, relativ zu den normal oder kinstlich
unter moderater Katebelastung aufgezogenen Tieren. Dabel kommt es zu einer volligen
Elimination der Unterschiede in der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT der +/fa und
fa/fa-Tiere.

Die starke Wirkung der SAA auf die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT zeigt sich auch
unter Noradrenalin-Behandlung. Es kommt zu einem dramatischen Abfall und einer
Angleichung der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT von fa/fa und +/fa Welpen auf
einem sehr niedrigen Niveau, unabhangig davon, ob die Nettoenergiezufuhr und der
Gesamtkorperfettgehalt hoch oder niedrig sind.
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Schluf¥folgerung

Bel der Beurteilung des Noradrenalin-Effektes auf die Lep-Expression im BAT ist zu
beachten, dald — im Unterschied zum WAT - von ener starken Aktivierung des
Fettsdureverbrauchs zur Steigerung der Warmeproduktion auszugehen ist. Die Lep-
Expression im BAT zeigt - ebenfalls im Gegensatz zu den Effekten im WAT - die erwartete
starke Abhangigkeit von der SAA.

3.3.3. Regressonsanalysen zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen
SAA, Korperfettgehalt, Plasmaleptinspiegel und Leptin-mRNA-

K onzentration

Da die starken Wurfunterschiede nur eine statistische Auswertung der Daten innerhalb der
gleichen Versuchsgruppe, nicht jedoch Uber die verschiedenen Versuchsgruppen hinweg
erlaubten, wurden zur satistischen Anayse der Zusammenhange zwischen den
untersuchten Variablen Regressionsanalysen herangezogen. Wie in Voruntersuchungen
ausfihrlich dargelegt (Kraeft et al. 1999), stellen die Regressionsanalysen eine geeignete
Alternative dar, um bei Versuchen, bei denen die statistische Berticksichtigung des
Wourffaktors nicht moglich ist, den durch unterschiedliche Aufzucht und/oder genetischen
Hintergrund verursachten Unterschieden im Wachstum von Tieren aus verschiedenen
Wiurfen Rechnung zu tragen. Dieser Ansatz wurde auch bereits in der unmittelbaren
Vorlauferstudie dieser Arbeit erfolgreich fur die Analyse der Zusammenhange zwischen
Plasmaleptinspiegel und Korperfettgehalt angewandt (Zhang et a. 1997, Olbort 1998). In
der vorliegenden Arbeit wurde ausgehend von entsprechenden Untersuchungen linearer
Regressionen schliefdich eine zusammenfassende datistische Betrachtung der
Zusammenhange zwischen alen untersuchten Variablen durch eine multifaktorielle
Regressionsanalyse ermdglicht.

3.3.3.1. Einflul3 der SAA auf den Zusammenhang zwischen
Plasmaleptinkonzentration bzw. Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und
WAT und dem Gesamtkér perfettgehalt

Abbildung 15 A zeigt getrennt fir die +/fa und fa/fa Tiere die Abhéangigkeit der
Plasmaleptinkonzentration vom prozentualen Gesamtkorperfettgehalt sowohl fur die
verschiedenen Versuchsbedingungen bei den kinstlich aufgezogenen Tieren wie fur die

normal aufgezogenen Tiere. Erwartungsgemdld liegen die Werte der mit Noradrenain
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behandelten Tiere am niedrigsten, wobei sich bel den fa/fa Tieren eine sehr enge
Korrelation (r = 0,81) ergibt. Die korrespondierende Regressionsgerade fur die +/fa Tiere
(r = 0,51) verlauft deutlich (p<0,05) flacher. Unter thermoneutralen Bedingungen
unterscheiden sich die Geraden von +/fa und fa/fa Tieren nicht signifikant. Bei den fa/fa
Tieren ist die Regressionsgerade fur die 2 und 6 Tage lang thermoneutral gehaltenen Tiere
parallel nach oben verschoben, bel den +/fa Tieren verlauft die Gerade signifikant steiler
als bei den mit Noradrenalin behandelten Tieren gleichen Genotyps. Erstaunlicherweise
liegen jedoch die gemeinsamen Regressionsgeraden fir die norma und kinstlich unter
moderater Kéltebelastung aufgezogenen Tiere sowohl fir die +/fa wie fir die fa/fa Tiere
nicht zwischen den beiden anderen Regressionsgeraden, sondern sind gegeniber den
thermoneutral gehaltenen Tieren paralel nach oben verschoben (p<0,001 fir Vergleich
paralleler Geraden). Bel den +/fa Tieren streuen die Daten der katebelasteten Tiere stark
um die Gerade. Dabei zeigt sich, dal die Daten der kunstlich aufgezogenen Tiere (dunkle
Symbole mit Punkt bzw. Kreuz), wie eigentlich zu erwarten wéare, im Bereich der Geraden
fir thermoneutral und mit Noradrenalin-Behandlung aufgezogenen Tiere liegen. Die Daten
der normal aufgezogenen Tiere liegen dagegen hoher. Hier deutet sich aso ein durch die
kinstliche Aufzucht als solcher verursachter Effekt an. Bel den fa/fa Tieren dagegen liegen
die Werte der kunstlich aufgezogenen Tiere, einschliefdich des Wurfs #38, auf der gleichen
Regressonsgeraden wie die der normal aufgezogenen kétebelasteten Tiere. Die
Verschiebung der gemeinsamen Regressionsgeraden fir die norma und konstlich
kéltebelasteten Tiere gegeniiber den thermoneutral aufgezogenen Tieren nach oben scheint

aso be +/fa und fa/fa Tieren auf unterschiedlichen Faktoren zu beruhen.

Interessanterweise zeigen die engen Korrelationen (0,63 £ r £ 0,82) zwischen dem
Korperfettgehalt und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT (Abbildung 15 B) die
erwartete Lage der Werte der unter Kdtebelastung aufgezogenen Tiere zwischen den
Regressionsgeraden fur die thermoneutral aufgezogenen bzw. mit Noradrenalin
behandelten Tiere. Fir die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT (nicht gezeigt) ergeben
sich dagegen Uberwiegend nur sehr lockere Korrelationen, die keine systematische
Beziehung zur Verdnderung der SAA zeigen.
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Abbildung 15: Korrelationen zwischen Plasmaleptinspiegel (A) bzw. Leptin-mRNA-
Konzentration im BAT (B, logarithmische Auftragung) und dem prozentualen
Korperfettgehalt bei 10 Tage alten kunstlich und normal aufgezogenen Tieren getrennt fur
die Genotypen +/fa (A ,oben) und fa/fa ([J, unten). Gemeinsame Regressionsgerade
( ) fUr die unter Kaltebelastung kinstlich (A ,B ) und normal aufgezogenen Tiere
(A ,H). Gemeinsame Regressionsgerade (- - - ) fur die2 Tagelang (A ,[-] ) und 6 Tage
lang (A ,H ) thermoneutral gehaltenen Tiere. Regressionsgerade («-«s- ) fur die 6 Tage
lang unter thermoneutralen Bedingungen mit Noradrenalin behandelten Wirfe mit hoher
(a ,m) bzw. niedriger Korperfettmasse (2 ,0). Die Korrelationskoeffizienten (r) sind
angegeben. Da nur bei wenigen der norma aufgezogenen Tiere die Leptin-mRNA-
Konzentration und die Korperzusammensetzung gemeinsam bestimmt werden konnte, ist
die Anzahl der dargestellten normal aufgezogenen +/fa Tiere beschrankt, fa/fa Tiere
kommen gar nicht vor.

3.3.3.2. Abhéangigkeit der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT sowie des
Plasmaleptinspiegelsvon der MS-MR

Um die Auswirkungen der veranderten SAA auf die Leptin-mRNA-Konzentration und die
resultierenden Veranderungen im Plasmaleptinspiegel zu untersuchen, wurden diese mit
der MS-MR wahrend der letzten 24 h des Experimentes, als Indikator fir die SAA,

korreliert. Mit einem r von -0,92 ergab sich eine beeindruckend enge inverse Korrelation
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zwischen der MS-MR und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT (Abbildung 16 C),
ohne dal3 sich Genotypunterschiede andeuteten. Angesichts der grof3en Zahl von Werten
von thermoneutral aufgezogenen Tieren, die sich im oberen Bereich der Grade haufen, ist
zu beachten, dal3 auch die Werte der 2 kéltebelasteten fa/fa Tiere mit entsprechend
niedrigeren Werten genau auf die Regression fallen und dal3 die Werte des nicht in die
Regressionsberechnung einbezogenen kéltebelasteten Wurfes #8, nur leicht nach oben
verschoben, den gleichen Zusammenhang widerspiegeln. Die Uberaus enge negative
Korrelation zwischen MS-MR und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT ist also kein
statistisches Artefakt.

Im scharfen Kontrast zum BAT ist die Leptin-mRNA-Konzentration der gleichen Tiere im
WAT dagegen tberhaupt nicht (r = -0,08) mit der MS-MR Kkorreliert (Abbildung 16 B).
Die Plasmaeptinspiegel derselben Individuen weisen dagegen wiederum eine signifikante
negative Korrelation mit der MS-MR (r = -0,62) auf (Abbildung 16 A). Hierbei falt auf,
dald die Werte der Tiere mit einem Plasmaleptinspiegel >10 ng/ml auffallend nach oben
verschoben sind, wobei in diesen Bereich auch die Werte der fa/fa Tiere des Wurfs #8
falen. Aufgrund dieser Beobachtung schien es sinnvoll, in den weiteren Korrelations-
analysen zunéchst nur die Werte von Tieren <10 ng/ml einzubeziehen. Aufgrund der
geringen Zahl der ausgeschlossenen Werte verdnderte die erneute Berechnung der in
Abbildung 16 A gezeigten Korrelationen nach Ausschlul® dieser Werte die Lage der
Korrelationen kaum. Als Beispiel ist die korrigierte Korrelation as graue Linie in
Abbildung 16 A fir den Zusammenhang zwischen Plasmaleptinspiegel und MS-MR
gezeigt. Die Korrelationskoeffizienten verdndern sich generell nach Ausschlul® der Werte
von Tieren mit einem Plasmaleptinspiegel >10 ng/ml ebenfalls nur unwesentlich (r = -0,68
(A),r=-0,05(B), r =-0,92 (C)).

3.3.3.3. Einflul der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT auf den
Plasmaleptinspiegel
Um die Beziehung zwischen der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT und

dem Plasmaeptinspiegel zu untersuchen, wurde die Leptin-mRNA-Konzentration der

kinstlich aufgezogenen Tiere unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen mit
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Abbildung 16: Korrelationen zwischen dem Plasmaleptinspiegel (A), der Leptin-mRNA-
Konzentration [Leptin/Aktin] im WAT (B) und im BAT (C) mit der massenspezifischen
metabolischen Rate von 10 Tage adten, kinstlich aufgezogenen Tieren in
halblogarithmischer Darstellung. Versuchsbedingungen: 2 d thermoneutrd ( © , A, [1),
6 d thermoneutral ( A ,# ), 2 d Kéltebelastung (@ , A B Wurf #9und @ A ,E8 Wurf #3,
der in die statistischen Auswertungen nicht einbezogen wurde), 6 d thermoneutral incl.
Noradrenain-Behandlung mit hoher (a ,m), sowie niedriger Korperfettmasse ( o, 0O ).
Genotypen +/+ (O), +/fa (A ) und fa/fa (OO ). Fur den Plasmaeptinspiegel ist eine zweite
Regressionsgerade unter AusschlulR der Werte >10ng/ml dargestellt (grau). Die
Korrelationskoeffizienten sind im Text angegeben.
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dem Plasmaleptinspiegel korreliert (Abbildung 17). Die Daten fur die Leptin-mRNA- und
die Plasmaleptinkonzentration wurden in logarithmischer Skalierung dargestellt, um den
Einschlul der von der Normalvertellung abweichenden niedrigen Werte der mit
Noradrenalin behandelten Tiere zu ermdglichen. Aufgrund technischer Probleme in der
Anfangsphase der Versuche konnte die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT
sowie der Plasmaleptinspiegel nur fir wenige norma aufgezogene Tiere gleichzeitig
bestimmt werden. Um trotzdem einen direkten Vergleich zwischen normal und kinstlich
aufgezogenen Tieren zu ermdglichen, wurden die gewichteten Mittelwerte, die durch die
Bestimmung der Leptin-mRNA-Konzentration sowie der Plasmaleptinspiegel in
verschiedenen Gruppen normal aufgezogener Tiere ermittelt wurden, als Uberdimensionale
Zeichen ebenfalsin Abbildung 17 dargestellt.

Eine einfache lineare Regressionsanalyse fur die Daten der kinstlich aufgezogenen Tiere
mit einem Plasmaeptinspiegel von unter 10 ng/ml  ergibt ene gemensame
Regressionsgerade fur +/+, +/fa und fa/fa Tiere, wobel die Korrelation fir die BAT-Werte
deutlich hoher ist as fur die WAT-Werte. Damit bestétigen die Befunde bel den kinstlich
aufgezogenen Tieren die deutlich engere Beziehung zwischen dem Plasmaleptinspiegel
und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT im Vergleich zum WAT. Obwohl der
gewdhite Cut-off von 10 ng/ml willkirlich gewahlt wurde, ist offensichtlich, dal3 die
Relation zwischen Plasmaleptin- und Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT fir
die Tiere mit Plasmaleptinspiegeln tdber 10 ng/ml zu héheren Werten verschoben ist.
Solche Werte wurden vor alem be fa/fa Tieren beobachtet, die bel normaler oder
kinstlicher Aufzucht einer moderaten Kaltebelastung ausgesetzt waren (vgl. Abbildung 15
B). Im Gegensatz hierzu lagen unter allen anderen Versuchsbedingungen, in denen die
SAA der +/fa und fa/fa Tiere entweder durch Thermoneutralaufzucht oder durch
Noradrenalin-Behandlung nivelliert wurde, die Plasmaleptinspiegel der fa/fa Tiere in der
Regel im gleichen Bereich wie die der +/fa und +/+ Tiere. Nur bel 2 von 34 unter
thermoneutralen Bedingungen aufgezogenen fa/fa Tieren traten aus nicht zu erkl&renden
Grunden ebenfals Plasmaleptinwerte von Uber 10 ng/ml auf. Die Mittelwerte der normal
aufgezogenen +/+ Tiere liegen genau im mittleren Bereich der Werte, die bel den
kinstlich aufgezogenen Tieren erhoben wurden, die Werte der +/fa Tiere sind etwas nach
oben verschoben.
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Abbildung 17: Korrelationen zwischen dem Plasmaleptinspiegel und der Leptin-mRNA-
Konzentration [Leptin/Aktin] im WAT (oben, r = 0,39) sowie im BAT (unten, r = 0,78)
von 10 Tage dten kinstlich aufgezogenen Tieren in doppellogarithmischer Darstellung.
Be der kinstlichen Aufzucht wurde zwischen folgenden Versuchsbedingungen
unterschieden: 2 d thermoneutral (©,A ,[-1), 6 d thermoneutral (A ), 2 d Kéltebelastung
(@ .,A .8 Wuf #9und @ , A B8 Wurf #8, der in die statistischen Auswertungen nicht
einbezogen wurde), 6 d thermoneutral incl. Noradrenalin-Behandlung mit hoher (A , m)
bzw. niedriger Korperfettmasse (24 , 0). Genotypen +/+ (O ), +/fa (A ) und fa/fa (OJ).
Es wurde jeweils eine Regressionsgerade fir die kinstlich aufgezogenen Tiere mit einem
Plasmaleptinspiegel unter 10 ng/ml dargestellt. Uberdimensionale Zeichen zeigen zum
Vergleich die gewichteten Mittelwerte der normal aufgezogenen Tiere.
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3.3.3.4. Untersuchung der gegenseitigen Abhangigkeit von Plasmaleptinspiegel und
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT sowie deren Abhangigkeit
von  weiteren  physiologischen  Determinanten  durch  multiple
Regressionsanalysen

Multiple Lineare Regressionsanalysen wurden verwendet, um die Interaktionen der
verschiedenen physiologischen Faktoren zu untersuchen, die an der Regulation des
Plasmaleptinspiegels und der Lep-Expresson im BAT und WAT beteiligt sind. Da viele
der untersuchten Parameter, wie z.B. der Fettgehalt, durch das Wachstum beeinfluf
werden, wurde die FFDM als zusétzliche Variable verwendet, um Unterschiede in der
Grof3e der Tiere zu berticksichtigen. Als weitere Parameter wurden die absolute Fettmasse,
die aMR wéhrend der letzten 24 h (als Indikator fir die SAA), die Nettoenergiezufuhr
wahrend der letzten 24 h sowie der Genotyp verwendet. Es wurden hierbei die Daten aller
kinstlich aufgezogenen Tiere mit einem Plasmaeptinspiegel unter 10 ng/ml (N=70)
ausgewertet, wobel auch hier Wurf #8 nicht in die statistische Auswertung einbezogen
wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefal.

3.3.34.1 Abhangigkeit des Plasmaleptinspiegels von der Leptin-mRNA-
Konzentration im WAT und BAT

Untersucht man die Abhangigkeit des Plasmaleptinspiegels von der Leptin-mRNA-
Konzentration im BAT und WAT sowie vom Genotyp, zeigt sich bei einem R2 von 0,70
wiederum, dal3 die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT einen ausschlaggebenden
Einfluld auf den Plasmaeptinspiegel hat und 60% der Variabilitat erklért, wahrend die
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT nur 3% der Variabilitét erklart. Der Genotyp zeigt
ebenfalls einen schwachen, aber signifikanten Einflul3, der 7% der Variabilitdt erkléren
kann. Eine Wiederholung der Anayse unter Einschlul der Tiere mit einem
Plasmaleptinspiegel Uber 10 ng/ml resultierte in einem niedrigeren R? (0,61), erbrachte
aber prinzipiell gleiche Ergebnisse. Die Einbeziehung der MR as Surrogatvariable fir die
SAA als zusdtzliche unabhangige Variable in diese Regressionsanalyse erhthte R? nicht
(Daten nicht gezeigt).

Aufgrund des signifikanten Genotyp-Effektes wurden die Daten der +/fa und fa/fa Tiere
zusétzlich getrennt ausgewertet. Diese Anayse bestétigte den dominierenden Effekt der
Leptin-mRNA-Konzentration im BAT im Verglech zum WAT auf den
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Plasmaleptinspiegel von fa/fa und +/fa Tieren, wobel der Einfluld der Leptin-mRNA-
Konzentration im WAT auf die +/fa Tiere das statistische Signifikanzniveau knapp
verfehlte (p= 0,07).

R der unabhangigen Variablen

abhéngige Variable | R? ":T?R?\IT ":ﬁ’RVXlﬁT SAA Fett NEZ FFDM Genotyp
Alle [log Plasmaleptin 070 | 069 *** [ 017 %* 0,22 **

log Plasmaleptin 0,70 058 *** | os50*** | 030 ** 0,20%* 0,12

log BAT-mRNA 0,93 078 *** | 037 *** | 013** -0,03 -0,06

log WAT-mRNA 0,53 0,36 ** 0,39 ** 055 *** | .0,16 -0,03

Fett [g] 0,55 0,38 ¥*¥* 0,37 ** 0,08 0,18
+/fallog Plasmaleptin 061 | 073*** | 013

log Plasmaleptin 0,73 0,78 *** | o51** 0,46 * 0,29 *

log BAT-mRNA 0,94 0,75 ¥** | 037*** [ 0,09 0,03

log WAT-mRNA 0,48 0,17 0,42 0,35 -0,19

Fett [g] 0,55 0,24 057 ** 0,01
fa/fallog Plasmaleptin 081 | 084*** [ 31 ***

log Plasmaleptin 0,76 052 *¥** | a4 ** 0,09 -0,10

log BAT-mRNA 0,93 077 *** | 033*** | 008 -0,07

log WAT-mRNA 0,59 0,35 * 0,33 061 *** | 012

Fett [g] 0,52 051 ¥*¥* 0,33 * 0,19
Tabele 1V: Zusammenstellung der  Ergebnisse der Multiplen  Linearen

Regressionsanalysen. Dargestellt sind die standardisierten Korrelationskoeffizienten (3)
und deren Signifikanzniveau (*** = p<0,001, ** = p<0,01,* = p<0,05), sowie das Quadrat
des multiplen Korrelationskoeffizienten (R?) aus der Multiplen Linearen
Regressonsanalyse der Daten der kiunstlich aufgezogenen Tiere mit  einem
Plasmaeptingpiegel <10 ng/ml (N=70). Untersucht wurde die Abhangigkeit einer
Variablen von verschiedenen unabhéngigen Variablen. Als Variablen dienten die
Metabolische Rate als Surrogatvariable fur die sympatho-adrenerge Aktivitdt (SAA) und
die Nettoenergiezufuhr (NEZ) wahrend der letzten 24 h, der Korperfettgehalt (Fett), die
fettfreie Trockenmasse als Mal3 fur die Grof3e der Tiere (FFDM) und der Genotyp, sowie
in logarithmierter Form (log), um die Datenverteilung zu normalisieren, die Leptin-
MRNA-Konzentration im braunen (BAT) und im weil3en (WAT) Fettgewebe und der
Plasmaleptinspiegd .

3.3.34.2 Abhéangigkeit des Plasmaleptinspiegels von weiteren physiologischen
Faktoren

Um Klarheit Uber den Einflud anderer physiologischer Variablen auf den
Plasmaleptinspiegel  zu erhalten, wurde unter AusschluR der Leptin-mRNA-
Konzentrationen als vermittelnder Variablen, die Wirkung von SAA, Korperfettmasse,
Nettoenergiezufuhr, FFDM und Genotyp auf den zirkulierenden Leptinspiegel untersucht.
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Das Ergebnis dieser multiplen linearen Regressionsanalyse ist ebenfals in Tabele 1V
gezeigt. Es zeigte sich der erwartete, negative Einfluld der SAA, der 11% der Variabilitét
des Plasmaleptinspiegels erklart. Der positive Einflu des Koérperfettgehaltes ist deutlich
starker und erklart 52% der Variabilitdt. Die Nettoenergiezufuhr und die FFDM haben
auch einen signifikanten, aber schwachen, negativen Einfluld auf den Plasmaleptinspiegel,
se erkldren nur 3 und 2% der Variabilitét. In dieser Analyse wurde keine zusétzliche
Auswirkung des Genotyps auf den Plasmaleptinspiegel gefunden.

3.3.34.3. Abhangigkeit der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT von

ver schiedenen physiologischen Variablen

Weiterhin wurde analysiert, welche der untersuchten Variablen die Leptin-mRNA-
Konzentration im BAT und WAT bestimmt. Die Analyse fir das BAT zeigte bel einem
beeindruckend hohen R2 von 0,93 einen dominierenden inversen Zusammenhang mit der
SAA, der 87% der Variabilitét erkléren konnte. Zudem ergab sich eine positive Korrelation
mit der Korperfettmasse, die ohne einen signifikanten Genotypeinfluld 5% der Variabilitét
erklaren konnte. Uberraschender Weise ergab sich ein schwach negativer Einflul der
Nettoenergiezufuhr (1%), der vermutlich ein dstatistisches Artefakt darstellt und bei
getrennter Analyse der Daten von +/fa und fa/fa Tieren verschwindet, wahrend die
Fettmasse auch bel getrennter Analyse 5-6% der Variabilitét erklaren kann.

Im Gegensatz dazu ist die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT nur schwach durch die
SAA (5%) und die Fettmasse (6%) bestimmt, bei einem insgesamt sehr viel niedrigerem R?
von 0,53. Der wichtigste bestimmende Faktor ist hier die Nettoenergiezufuhr, sie erkléart
40% der Variabilitit. Uberraschender Weise ist der EinfluR der SAA positiv statt negativ,
wie man aufgrund der Effekte auf die Lep-Expresson im BAT und friherer Studien
(Moinat et a. 1995, Trayhurn et al. 1996, Evans et a. 1999) erwartet hétte. Dem insgesamt
schwachen Einfluld der SAA entspricht aber das Ergebnis der einfachen
Korrelationsanalyse fur dieselben Tiere in Abbildung 17 (unten), in der sich kein Einfluf3
der SAA nachweisen lief3.

Die getrennte Analyse der Daten von +/fa und fa/fa Tieren zeigte dann auch, dal? die SAA
keinen Einflul auf die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT von +/fa Tieren (p= 0,93)
hat und ene schrittweise Analyse ergab, da3 ihre Leptin-mRNA-Konzentration
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Ergebnisse

Uberwiegend positiv durch die Korperfettmasse (36%) beeinflu®t wird, wobei aber bel
enem R2 von nur 048 der Einflud kener der untersuchten Variablen das
Signifikanzniveau ereichte. Die entsprechende Anayse fur die fa/fa Tiere ergibt mit
einem R2 von 0,59 eine deutlich engere Korrelation der Leptin-mRNA-Konzentration im
WAT mit den untersuchten Variablen, wobei der bestimmende Faktor die
Nettoenergiezufuhr ist, die 51% der Variabilitdt erklart. Zusétzlich ergibt sich eine
schwache positive Korrelation der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT mit der SAA,
die aber nur 4% der Variabilitét erklaren kann und mit p = 0,048 nur knapp das
Signifikanzniveau erreicht. Insgesamt erweist sich die Uberraschenderweise positive
Korrelation der SAA mit der Leptin-mRNA—Konzentration im WAT bei gemeinsamer
Betrachtung aler Tiere allenfalls as ein marginaler Effekt.

3.3.34.4. EinfluRvariablen fur die Koérperfettmasse

Die Korperfettmasse wird wie erwartet vor allem positiv durch die Nettoenergiezufuhr
beeinflul¥, die 41% der Variation erklart. Daneben ergibt sich ein negativer Einflul der
SAA, der fir 11% der Variation verantwortlich ist. Obwohl der Einflufd des Genotyps bei
der Analyse der Gesamtdaten nicht signifikant ist, bestétigt eine getrennte Analyse fur die
+/fa Tiere einen starken Einflufd der Nettoenergiezufuhr, wahrend bei den fa/fa Tieren fir
die hier anaysierten Daten (Plasmaleptinspiegel <10 ng/ml) der inverse Einflul der SAA
dominiert (40% der Variabilitét) und die Nettoenergiezufuhr einen schwécheren Einfluld
hat (8%). Auch bei Einschlud der Werte >10 ng/ml ergaben sich sehr &hnliche
Zusammenhange.

Schluf¥folgerung

Multifaktorielle Regressionsanalysen zeigen, dal’ die Gendosis nur einen signifikanten
Einflul? auf den Plasmaleptinspiegel hat, wenn als intervenierende Variablen die Leptin-
mMRNA-Konzentrationen im BAT und WAT betrachtet werden. Bei Verwendung von
Korperfettmasse, Nettoenergiezufuhr und SAA als unabhangige Variablen tritt dagegen
kein signifikanter Gendosis-Effekt mehr zu Tage. Ein Gendosis-Effekt, der sich Uber den
vermuteten autokrinen Einflufd von Leptin auf seine eigene Expression auswirkt, lief3 sich

somit gegen die Einfliisse der untersuchten Parameter der Energiebilanz nicht abgrenzen.
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4. Diskussion

4.1. Gendosis-Effekte auf den perinatalen Plasmaleptinspiegel

Ein wesentlicher neuer Befund dieser Arbeit war der Nachweis eines deutlichen
Unterschiedes im Plasmaleptinspiegel zwischen +/+, +/fa und fa/fa Wurfgeschwistern
unmittelbar nach der Geburt. Zudem bestétigten die vorliegenden Ergebnisse, wie zuvor
bel Wildtyp-Tieren nachgewiesen wurde (Dessolin et. a. 1997, Herrera et a. 2000), dal3
bereits perinatal ein melarer Plasmaleptinspiegel bel Rattenwelpen feststellbar i,
obwohl bei Ratten in diesem Alter die Triglyzeridspeicherung erst postnatal nach dem
ersten Saugen einsetzt. Das vorgelegte Ergebnis stiitzt somit Uberzeugend Studien an 10
Tage alten Ratten, die zeigten, dal? der Gendosis-Effekt auf den Plasmaleptinspiegel nicht
vollstdndig durch den Gendosis-Effekt auf den Korperfettgehalt erkléarbar ist (Zhang et a.
1997, Olbort 1998).

Der direkt nach der Geburt nachgewiesene Effekt der Gendosis auf den
Plasmaleptinspiegel ist die friheste bisher zweifelsfrel nachgewiesene Storung, die durch
Lepr™ verursacht wird. Bisher konnten als friiheste physiologische Auswirkung der Lepr™-
Mutation Unterschiede im Korperfettgehalt nachgewiesen werden, die bel 4-7 Tage alten
Tieren erstmals signifikant werden (Meerfrankenfeld et al. 1996, Olbort 1998). Weder
fetale und neonatale Plasmainsulinkonzentration und Leberglykogengehalt, noch der totale
Korperfettgehalt und der Triglyzeridgehalt von BAT, WAT und Leber im Alter von 24 h
differierten zwischen +/fa und fa/fa Tieren (Meierfrankenfeld et al. 1996).

Prénatal konnte dagegen bei den Welpen, die durch Kaiserschnitt zwischen 3 und 24 h vor
dem errechneten Geburtstermin entwickelt wurden, kein signifikanter Gendosis-Effekt auf
den Plasmaleptinspiegel festgestellt werden. Auffallend war jedoch, dal3 Tiere aus Wiirfen,
die ca. 5 h vor dem errechneten Geburtstermin per Kaiserschnitt entwickelt worden waren,
bei gleichem Genotyp deutlich hothere Plasmaleptinspiegel aufwiesen als Tiere aus
Wiirfen, die ca. 3 h vor dem errechneten Geburtstermin entwickelt worden waren. Dies
warf die Frage auf, ob die beobachteten Wurfunterschiede Folge einer starken zeitlichen
Anderung des Plasmaleptinspiegels in den letzten Stunden vor der Geburt sein konnten.
Die Tiere, die ca. 24 h vor dem errechneten Geburtstermin per Kaiserschnitt entwickelt
wurden, zeigten alerdings eine weniger extreme Verschiebung in obere Bereiche. Im
Gegensatz zu den postnatal und ca. 3 h prénatal vor dem errechneten Geburtstermin
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bestimmten Werten der +/+ und +/fa Tieren fiel aber auf, dald 24 h prénata keine

Plasmal eptinwerte unter 2 ng/ml auftraten.

Herrera et a. 2000 konnten bei Ratten in den letzten beiden Tagen des intrauterinen
Lebens einen Abfall des Plasmaleptinspiegels von Tag 20 auf Tag 21 nachweisen. Trotz
dieser falenden Tendenz des Plasmaleptinspiegels bei Betrachtungen von 24 h Intervallen,
kann aber nicht ausgeschlossen werden, dal3 es zwischen 24 und 3 h vor der Geburt
dennoch zu ener voriibergehenden Erhohung des Plasmaleptinspiegels kommen konnte.
Zudem konnten die raschen Veranderungen des Plasmaeptinspiegels in  solchen
dynamischen Phasen dazu fihren, dal3 Gendosis-Effekte verdeckt werden. Aufgrund der
beschrankten Anzahl der fur Kaiserschnitte zur Verfigung stehenden Zuchttiere konnte
diese Vermutung in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gekléart werden. Bei der hierzu
nétigen Auswertung von Kurzzeitintervallen (£ 1h) bestdnde zudem die Schwierigkeit, dal3

die zu erwartenden individuellen Geburtstermine nicht exakt bestimmt werden konnten.

Die Herkunft des im perinatalen Zetraum im fetalen/neonatalen Blutkreisauf
zirkulierenden Plasmaleptins ist noch nicht vollstéandig geklart. Vorlaufige
unveroffentlichte Ergebnisse zeigten, da3 die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT
positiv. mit den Plasmaeptinspiegeln zum Zeitpunkt der Geburt korreliert ist (Zhang,
unverdffentlicht). Dies steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, da das BAT das erste
Fettgewebe ist, welches wahrend der Entwicklung erscheint und bel den meisten Spezies
zum Zeitpunkt der Geburt vorhanden ist (Dessolin et al. 1997, Herrera et a. 2000). Um zu
kldren, wie grof3 der quantitative Beitrag der Leptinproduktion im BAT zum perinatalen
Plasmaleptinspiegel ist und ob es noch weitere Leptinproduktionsorte in dieser
Altersspanne gibt, bedarf es jedoch weiterer intensiver Studien. Als zusétzliche Quelle des
fetalen Plasmaleptins kommen, zumindestens bel der Maus, die noch knorpeligen Anteile
des Skeletts in Frage, in denen, genauso wie in Haarfollikeln, Herz und Leber, eine

L eptinproduktion nachgewiesen wurde (Hoggard et al. 2000).

Zwischen dem mutterlichen und dem neonatalen Plasmaleptinspiegel scheint beim Mensch
kurz nach der Geburt, vor dem Beginn der Laktation, keine Korrelation zu bestehen
(Hassink et al. 1997). Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen bel der Ratte unmittelbar
nach der Geburt ebenfalls individuell unterschiedliche Plasmaleptinspiegel, die einen
regulatorischen Einfluld der Feten auf ihren eigenen Plasmaleptinspiegel belegen. Zudem
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konnten in dieser Arbeit bei Tieren des gleichen Genotyps keine Unterschiede im
Plasmaeptinspiegel zwischen den Nachkommen von +/+ und +/fa Mittern festgestellt

werden.

Pranatale Untersuchungen zeigten hingegen, dal3 die Plasmaleptinspiegel der Feten im
gleichen Bereich wie die ihrer Mtter lagen und sich dhnlich verhielten, beide fielen von
Tag 20 auf Tag 21 (Herrera et al. 2000). Ob hier intrauterin, wenn tberhaupt, ein direkter
oder indirekter Bezug zwischen mutterlichem und fetalem Plasmaleptinspiegel besteht, ist
aber noch fraglich. Vorstellbar ist, dal3 die Lep-Expression in der Plazenta, as direktem
Bindeglied zwischen fetalem und mutterlichem Blutkreidauf, an der Leptinsekretion in
beide Kreidaufe beteiligt ist. Perfusionsversuche ex vivo beim Mensch zeigten, dal3
plazentéres Leptin sowohl in die mitterliche as auch in die fetae Blutzirkulation
exportiert wird (Hoggard et al. 2001), wobei die Lep-Expression der Plazenta einen Beitrag
zum maternalen zirkulierenden Leptin liefert (Masuzaki et al. 1997, Senaris et al. 1997).
Fur die Maus konnte eine Leptin-mRNA-Produktion in der Plazenta in Bereichen
nachgewiesen werden, die fur den Austausch von Nahrstoffen zwischen Fetus und Plazenta
sowie fir die Verbindung mit dem miitterlichen Gewebe zusténdig sind (Hoggard et al.
2000). Bei der Ratte ist der Einfluld der plazentéren Leptinproduktion auf den Fetus noch
nicht erforscht, und es existieren zur Frage, ob die plazentére Leptinproduktion den
Plasmaleptinspiegel der Muttertiere erhoht, auch nur widerspriichliche Berichte (Amico et
al. 1998, Kawai et a. 1997).

Neben eventuellen mitterlichen Einflissen konnten sich die auffallenden Unterschiede
zwischen den pré& und postnatalen Plasmaleptinspiegeln auch durch die unterschiedlichen
Umweltbedingungen ergeben. Da die frihesten postnatal nachgewiesenen Unterschiede
zwischen fa/fa Tieren und +/+ bzw. +/fa Tieren auf einen erniedrigten sympathischen
Antrieb bel den fa/fa Tieren zurtickzufthren sind (Meierfrankenfeld et al. 1996, Kortner et
al. 1994), kénnte das Fehlen einer Beziehung zwischen pranatalem Plasmaleptinspiegel
und der Gendosis evtl. darauf beruhen, dal3 aufgrund fehlender Kaltestimulation im Uterus,
d.h. bel thermoneutralen Umgebungsbedingungen, sich die SAA der +/+, +/fa und fa/fa
Tiere auf einem sehr niedrigen Niveau bewegt. Durch den Geburtsvorgang selbst und die
damit verbundenen metabolischen Verénderungen kommt es bereits in der vorbereitenden,
langer andauernden Einleitungsphase zu ener starken sympathischen Aktivierung der
Neugeborenen, wodurch sich Gendosis-Effekte im sympathischen Antrieb auf den
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Plasmaeptinspiegel der Welpen auswirken konnten. Bei Entnahme des Fetus durch
Kaiserschnitt vor Beginn der Austreibungsphase ist hingegen die Zeit zur Aktivierung des
SNS durch die Entbindung der Feten zu kurz (<15 min), um die Plasmaleptinspiegel

verandern zu konnen.

4.2. Entwicklungsbedingte Veréanderungen des Plasmaleptinspiegels und
der Korperzusammensetzung bel Wildtyp-Tieren zwischen der 1.

und 5. L ebenswoche

Die Untersuchungen der Korperzusammensetzung und des Plasmaleptinspiegels bei
Wildtyp-Ratten im Alter von 6 bis 34 Tagen bestétigten die bekannten engen Korrelationen
verschiedener Korperparameter, wie zwischen FFDM und Feuchtmasse (Meierfrankenfeld
et a. 1996, Olbort 1998), und stiitzten die Feststellung, dald die KOrperzusammensetzung
bereits in den ersten Lebenstagen eine geregelte Grofde ist (Kraeft et al. 1999, Stehling et
al. 1997). Aufgrund der im Entwicklungsverlauf zunehmenden Koérpermasse erschien der
prozentuale Korperfettgehalt im Gegensatz zur Korperfettmasse fur diese Arbeit als
geeignetere BezugsgrofRe, um die Adipositdt der unterschiedlich grofen Einzeltiere zu
reflektieren und entwicklungsbedingte Verdnderungen des Plasmaeptinspiegels zu
beurteilen. In den ersten beiden Lebenswochen weisen sowohl der Plasmaleptinspiegel wie
der auf den Korperfettgehalt bezogene Plasmaleptinspiegel grofRere Schwankungen auf as
in der 3.-5. Lebenswoche. Allerdings erscheinen die Schwankungen nicht so extrem, als
dald man sie bel der hier ausgewerteten Altersstufe mit dem bei Méausen in der zweiten

postnatalen Woche vorkommende L eptinsurge vergleichen konnte (Ahima et a. 1998).

Die Mdoglichkeit, dald es bei der Ratte innerhalb der ersten Lebenswoche eine dhnliche
Leptinsurge wie bei der Maus in der zweiten Lebenswoche gibt, 183 sich alerdings nicht
vollig ausschliefien. Untersuchungen an Ratten zeigten, dal3 die neonatalen
Plasmaleptingpiegel am ersten Lebenstag zundchst ansteigen und am 4. Lebenstag dann
wieder deutlich niedriger sind (Herrera et a. 2000). Eingehendere Untersuchungen tber
die zetliche Veranderung des Plasmaeptinspiegels in den ersten Lebenstagen liegen
derzeit jedoch nicht vor. Es zeigte sich aber in der vorliegenden Arbeit, dal3 es trotz
deutlich hoherer Schwankungen des Plasmaeptinspiegels in den ersten beiden
Lebenswochen, im Alter von 10 Tagen zu keiner sprunghaften Veranderung des
Plasmaleptinspiegels kommt, die experimentelle Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt
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beeintréchtigen wirde. Deshalb war es mdglich, die Mechanismen, die der Regulation des
Plasmaleptinspiegels und der Lep-Expression im WAT und BAT zugrunde liegen, in dieser
Alterstufe, fir die schon einige Erkenntnisse vorlagen (Zhang et al. 1997, Olbort 1998),
intensiver zu erforschen. AulRerdem zeigten die methodischen Voruntersuchungen, dal3 der
Zeitpunkt der Blutprobenentnahme bel der Bestimmung des Plasmaeptinspiegels bei 10
Tage aten Tieren unkritisch ist, da keine Unterschiede zwischen den zum Zeitpunkt des
circadianen Minimums oder des circadianen Maximums des Tc-Rhythmus bestimmten

Werte auftraten.

4.3. Regulation des Plasmaleptinspiegels

4.3.1. Verdnderung von Gendosis-Effekten durch thermische und nutritive

Manipulationen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten vergleichenden Untersuchungen an 10 Tage alten,
normal unter intermittierender Kaé&ltebelastung aufgezogenen +/+, +/fa und fal/fa
Rattenwelpen  bestdtigten die  bekannten  Gendosis-abhéngigen Anstiege  im
Korperfettgehalt und im Plasmaleptinspiegel (Schwarzer et al. 1997, Zhang et a. 1997,
Olbort 1998). Durch experimentelle Manipulationen der thermischen und nutritiven
Bedingungen wurden in dieser Arbeit nun die Ursachen fir die Verénderung der
Beziehung zwischen Plasmaleptinspiegel und Korperfettgehalt durch den defekten
Leptinrezeptor eingegrenzt und damit auch die grundlegenden Mechanismen fir die
Regulation des Plasmal eptinspiegels im algemeinen herausgearbeitet.

4.3.1.1. Methodische Erwagungen

Um die Auswirkungen veranderter thermischer und nutritiver Bedingungen wahrend der
kinstlichen Aufzucht im Vergleich zu den Werten unter den bel normaler Aufzucht
herrschenden thermischen Bedingungen - einer moderaten Kéltebelastung - korrekt
beurteilen zu konnen, war es wichtig, zu Uberprifen, welchen Einflul3 die kunstliche
Aufzucht selbst auf die untersuchten Grofen hat. So zeigten Korrelationen zwischen
Plasmaleptinspiegel und Korperfettgehalt fir die unter Kéltebelastung aufgezogenen Tiere
eine deutliche Verschiebung der Werte normal aufgezogener +/fa Tiere nach oben im
Vergleich zu den unter Kétebelastung kinstlich aufgezogenen Tieren des gleichen
Genotyps. Dagegen zeigte der Vergleich von normal und kinstlich unter Kéltebelastung
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aufgezogenen fa/fa Tieren adhnlich stark erhthte Plasmaleptinspiegel gegentiber ihren
jeweiligen +/+ und +/fa Wurfgeschwistern. Die kinstliche Aufzucht an sich verandert also
nicht die deutlich htheren Plasmaleptinwerte der fa/fa Tiere gegentiber ihren +/+ und +/fa
Wurfgeschwistern.

Bel der geringen Anzahl der kiinstlich unter Kaltebelastung aufgezogenen Tiere lief3en sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen +/+ und +/fa Tieren nachweisen. Da
die kiinstliche Aufzucht ein sehr schwieriges und aulferst arbeitsaufwendiges Verfahren ist,
das eine entsprechende Vergrél3erung der N-Zahl nicht gestatten wirde, wurden deshalb
die weiteren Untersuchungen auf die deutlicheren und auch bei geringer N-Zahl
beurteilbaren Unterschiede zwischen +/fa und fa/fa Tieren beschrankt. Aber auch hierbei
muli3 berticksichtigt werden, dal3 aufgrund der starken Wurfunterschiede zwischen Tieren
diesen Alters ein datistischer Vergleich der Mittelwerte nur innerhalb der gleichen
Versuchsgruppe, aber nicht zwischen den Gruppen zulassig ist. Somit sind zundchst nur
qualitative Aussagen Uber die Unterschiede zwischen den Gruppen mit verschiedenen
thermischen und nutritiven Bedingungen moglich. Statistische Vergleiche Uber die
Gruppengrenzen hinweg waren nur ber den Umweg von Regressionsanalysen moglich, da
hierbel, wie an anderer Stelle ausfuhrlich erléutert (Kraeft et al. 1999), den Unterschieden
im Wachstum der Tiere aus verschiedenen Wirfen Rechnung getragen wird.

4.3.1.2. Effekteder SAA und unbekannter Faktoren

Bekannt war, dald die thermoneutrale Aufzucht von Ratten im Alter zwischen 4 und 16
Tagen den durch das SNS vermittelten Energieverbrauch minimiert und die Unterschiede
im Energiestoffwechsel zwischen +/+, +/fa und fa/fa Tieren €eiminiert, die be
Kéltebelastung auftreten (Kaul et al. 1990, Markewicz et a. 1993). In der vorgelegten
Arbeit konnte dartber hinausgehend gezeigt werden, dal3 bereits eine kurzfristige
Reduktion der sympathisch vermittelten thermoregulatorischen Thermogenese durch
zweitdgige Aufzucht unter thermoneutralen Bedingungen zu einem starken Abfal der
Plasmaleptinspiegel der fa/fa Tiere gegenuber den Werten bei Kéltebelastung fuhrt, ohne
dald sich der Korperfettgehalt in dieser kurzen Zeit andert. Erst langere thermoneutrale
Haltung Uber 6 Tage a3t den Gesamtkdrperfettgehalt und den Plasmal eptinspiegel der +/fa
Tiere in den Bereich ihrer fa/fa Wurfgeschwister ansteigen und eliminiert die vorher immer
noch nachweisbaren Unterschiede im Plasmaeptinspiegel von +/fa und fa/fa Tieren
vollsténdig.
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Die Reaktionen auf die Erhdhung der SAA zeigen umgekehrt, dal3 bereits niedrige
Noradrenalin-Dosen ausreichen, um eine Angleichung der Plasmaleptinspiegel von +/fa
und fa/fa Tieren auf einem ahnlich niedrigem Niveau zu erzielen, wiederum ohne dal3 eine
vorausgehende Reduzierung des Gesamtkorperfettgehaltes erforderlich ist. In diesem Fall
reagieren also die +/fa und fa/fa Tiere in der - aufgrund friherer Befunde zur Wirkung der
Aktivitdt des SNS auf die Lep-Expression adulter Tiere (Trayhurn et a. 1995 b) -
erwarteten Weise. Entsprechend dieser Befunde hétte man andererseits erwartet, dal3 eine
Minimierung der SAA durch thermoneutrale Haltung den Plasmaleptinspiegel von +/+
und +/fa Tieren erh6hen wirde, wahrend aufgrund der spontan niedrigen SAA von fa/fa
Tieren keine Reduktion des Plasmaeptinspiegels beim Ubergang zu thermoneutralen
Bedingungen zu erwarten gewesen ware. Die vorgelegten Ergebnisse zeigen somit, dal3
eine Minimierung der SAA durch thermoneutrale Haltung den Energieverbrauch von +/fa
und fa/fa Tieren nicht nur auf einem minimalen Niveau angleicht, sondern offensichtlich
auch Faktoren eiminiert, die fir den Anstieg der Plasmaleptinspiegel von kéltebel asteten
faffa Tieren verantwortlich sind und die unabhingig von Anderungen des
K orperfettgehaltes und der SAA Kkurzfristig wirksam werden.

4.3.1.3. Mdgliche Ursachen fur die hohen Plasmaleptinspiegel von fa/fa Tieren unter
K altebelastung

Normal aufgezogene Tiere sind einer intermittierenden Katebelastung ausgesetzt. Im
Gegensatz zu Wildtyp-Tieren reagieren die fa/fa Jungtiere darauf aber spontan nur
sporadisch und schwach mit der sympathischen Aktivierung ihrer Warmeproduktion und
sind dadurch deutlich hypotherm im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern (Markewicz et
al. 1993, Schwarzer et a. 1997, Kaul et al. 1990). Die Plasmaleptinspiegel der unter einer
entsprechenden Kéltebelastung kinstlich aufgezogenen fa/fa Tiere sind aber trotz ihrer
gedrosselten  sympathisch  vermittelten  Warmeproduktion im  Vergleich zu den
thermoneutral aufgezogenen fa/fa Tieren bel &hnlich niedriger SAA und gleichem
Korperfettgehat deutlich hoher. Die sehr hohen Plasmaeptinspiegel (>10 ng/ml) der
kéltebelasteten fa/fa Welpen sind mit Leptin-mRNA-Konzentrationen im WAT und vor
allem im BAT assoziiert, die ahnlich oder niedriger as die der Welpen waren, die unter
thermoneutralen Bedingungen gehalten wurden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal
der Plasmaleptinspiegel der kéltebelasteten fa/fa Welpen zusétzlich Gber Mechanismen
beeinflufd wird, die weder durch die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT,
noch durch die SAA bestimmt werden. Da die thermischen Bedingungen zwischen den
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beiden Versuchsgruppen deutlich voneinander abweichen, kénnten zum einen direkte oder
indirekte metabolische Veranderungen, ausgelost durch die Hypothermie der
kéltebel asteten fa/fa Tiere, flr die Uberhthten Plasmal eptinspiegel verantwortlich sain.

Vorstellbar ist eine Verdnderung der Clearance des zirkulierenden Leptins als Grundlage
dieses Effektes. Es wurde gezeigt, dal3 die Niere der Hauptfaktor fir die Clearance des
zirkulierenden Leptins durch glomerulére Filtration ist (Cumin et a. 1996, 1997, Van Heek
et a. 1996). Hypothermie erniedrigt den renalen Blutflu@ und die glomeruléare
Filtrationsrate durch nicht sympathisch vermittelte Mechanismen (Broman und Kallskog
1995, Chapman et a. 1975). So kénnte eine erniedrigte Clearance des zirkulierenden
Leptins an dem markanten Anstieg des Plasmaleptinspiegels in hypothermischen relativ zu
euthermischen fa/fa Welpen beteiligt sein.

Der Plasmaleptinspiegel  konnte aber auch durch stimulierende Einflisse auf die
offensichtlich unter bestimmten physiologischen Bedingungen von der Leptin-mRNA-
Produktion unabhangige Leptinsekretion (Dallmann et al. 1999) beeinflufd werden. Hier
konnte z.B. das Fehlen von Signalen eine Rolle spielen, die von der aktiven
thermoregulatorischen Thermogenese bel  Wildtyp-Tieren ausgehen und in einer
Rickkopplungsschleife die Leptinproduktion und damit die durch Leptin vermittelte
Wirkung auf den Stoffwechsel begrenzen. Dies gilt insbesondere angesichts des
dominierenden Einflusses der Lep-Expression im thermogenetisch hochaktiven BAT auf
den Plasmaleptinspiegel in diesem Alter. Allerdings haben die Vorgange, die zu
Anderungen der Leptin-Trandation und —Sekretion beitragen konnten, bisher nur wenig
Aufmerksamkeit gefunden, so dal® keine konkreten Hinweise auf enen moglichen

Mechanismus vorliegen.

4.3.2. Physiologische Kontrolle des Plasmaleptinspiegels

Aufgrund der offensichtlich sowohl von der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und
WAT wie von den Verdnderungen der SAA unabhéangigen Einfllisse wurden die Werte der
fa/fa Tiere mit einem Plasmaeptinspiegel Uber 10 ng/ml nicht gemeinsam mit den
restlichen Werten bel der Analyse der Zusammenhange zwischen dem Plasmal eptinspiegel
und den verschiedenen untersuchten Variablen betrachtet. Die Anayse der Einfllisse der
untersuchten physiologischen Parameter auf Plasmaleptinspiegel unter 10 ng/ml - zunéchst
unter Ausschluf? der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT als intervenierenden
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Variablen - zeigte, dal3 der bekannte positive EinfluR des Korperfettgehaltes auf den
Plasmaleptinspiegel mehr als 50% der Variabilitdt erklart und bestétigte zudem einen
zusétzlichen negativen Einfluld der SAA auf den Plasmaleptinspiegel, der weitere 10% der
Variabilitét erklart. Bei dieser Form der Analyse zeigte der Genotyp keine Auswirkung auf
den Plasmaleptinspiegel. Wenn der Plasmaleptinspiegel jedoch als Funktion der Leptin-
MRNA-Konzentration im WAT und BAT betrachtet wird, hat der Genotyp - auch fur die
Plasmaleptinwerte <10 ng/ml - einen, alerdings nur schwachen (<10%) Einflu? auf die
Variabilitét des Plasmaleptinspiegels. Dies 183 die Vermutung zu, dal3 der Effekt von
Lepr™ auf den Plasmaleptinspiegel, bei Werten unter 10 ng/ml, zumindest teilweise durch
Mechanismen verursacht wird, die sich separat von seinem Effekt auf die Lep-Expression
in BAT und WAT auswirken und, wie die multiple Regressionsanalyse zeigte, vor alem
durch Effekte von Lepr™ auf Energiespeicherung und SAA vermittelt werden.

Da sowohl in Analysen mit wie ohne Berticksichtigung der Leptin-mRNA-Konzentration
im BAT und WAT ads intervenierenden Variablen nur etwa 70% der Variabilitdt des
Plasmaleptinspiegels erklart werden konnten, ist anzunehmen, dal? der Plasmal eptinspiegel
noch durch weitere Faktoren beeinflufd wird, die in den vorgelegten Analysen nicht erfal3t
wurden. Es konnte z.B. sein, dal3 eine Lep-Expression aul3erhalb des Fettgewebes, z.B. im
Muskel oder Magen (Bado et a 1998, Morton et al 1998, Wang et al. 1998) oder im
Sauglingsalter vidleicht auch noch durch die bei Feten nachgewiesene Lep-Expression in
Knorpeln und Knochen (Hoggard et a. 2000), an der Leptinproduktion beteiligt ist. Diese
Gewebe konnten eventuell am beobachteten, nicht durch die Leptin-mRNA-Konzentration
im WAT und BAT vermittelten Effekt von Lepr™ auf den Plasmaleptinspiegel beteiligt
sain. Uber die Beitrsge dieser potentiellen weiteren Leptinproduktionsorte zum
zirkulierenden Plasmaleptinspiegel und die Faktoren, die sie regulieren, liegen aber bisher

noch keine Informationen vor.

4.3.3. Lep-Expression im BAT und WAT als Quéllefir das Plasmaleptin

Da die Leptin-mRNA-Konzentration pro (3-Aktin im hier untersuchten subcutanen WAT
unter normalen Aufzuchtbedingungen 2-3 x hoher ist als die im BAT, wirde man zundchst
erwarten, dald die Lep-Expression im WAT wie bel den adulten Tieren den entscheidenen
Einflul auf den Plasmaleptinspiegel ausibt. Die Daten von norma und kinstlich
aufgezogenen 10 Tage alten Tieren zeigten aber Ubereinstimmend, dal die Leptin-mRNA-
Konzentration im BAT etwa 60% der Variation des Plasmaleptinspiegels erklart und die
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des subcutanen WAT nur ca. 5%. Eine mdgliche Erklarung hierfir liegt sicherlich darin,
daid in diesem Alter die Masse des BAT am Gesamtkorperfettgehalt wesentlich hoher ist
as die des WAT und dadurch den bestimmenden Einflul? ausiibt (Dessolin et al. 1997).
Eindrucksvoll zeigt auch die hohe Korrelation zwischen dem Plasmaleptinspiegel und der
Leptin-mRNA-Konzentration im BAT im Gegensatiz zum WAT den dominierenden
Einflul des BAT.

Im Gegensatz zu den 10 Tage aten Welpen, bel denen die Leptin-mRNA-Konzentration
im WAT nur ca 5% der Variabilitdét des Plasmaleptinspiegels bestimmt, korreliert bel
erwachsenen Tieren der Plasmaleptinspiegel eng mit der Leptin-mRNA-Konzentration und
der Masse des WAT (Frederich et a. 1995, Maffel et a. 1995 a, b), das beim Adulten den
Hauptteil der Fettmasse ausmacht. Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, daf?
die Lep-Expression in verschiedenen WAT-Depots unterschiedlich hoch ist und trotzdem
eine hohe Korrelation des Gesamtkdrperfettgehaltes mit dem Plasmaleptinspiegel existiert
(Maffei et al. 1995, Frederich et al. 1995, Considine et al. 1996). Ahnlich wie bei den hier
vorgelegten Untersuchungen zur Koordination der Lep-Expresson im BAT und
subcutanen WAT stellt sich somit die Frage, wie die Lep-Expression der verschiedenen
WAT-Depots geregelt und koordiniert wird und inwieweit eine Koordination Uber
zentralnervoése Mechanismen daran beteiligt ist (Trayhurn et al. 1998).

4.4. Regulation der Lep-Expression im BAT

4.4.1. Die SAA alsdominierende Einfluf3groiie

Eine Minimierung der SAA durch thermoneutrale Aufzucht fuhrt in Abhangigkeit von der
Dauer zu einem starken Anstieg der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT von +/fa und
fa/fa Tieren, relativ zu den unter Kaltebelastung aufgezogenen Tieren. Dabel kommt es zu
einer volligen Elimination der Unterschiede zwischen +/fa und fa/fa-Tieren. Dald die
Leptin-mRNA-Konzentration im BAT nicht zwischen den fa/fa und +/fa Tieren differierte,
wenn ihre SAA durch thermoneutrale Aufzucht angeglichen wurde, 18/% vermuten, dal3 die
durch zentralnervose LEPR vermittelten Effekte auf die sympathische Aktivitdt den
Hauptmechanismus fir die Feedback-Suppression von Leptin auf seine eigene Expression
im BAT darstellen. Auch die Noradrenain-Behandlung demonstriert die starke Wirkung
der SAA auf die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT durch den dramatischen Abfall und
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die Angleichung der Werte von fa/fa und +/fa Tieren auf einem sehr niedrigen Niveau,

unabhéngig von Verénderungen der Nettoenergiezufuhr und des Gesamtkdrperfettgehaltes.

Das Ergebnis der multiplen linearen Regressionsanalyse bestétigte eindrucksvoll den
dominierenden Einflul der SAA fir die Regulation der Lep-Expression im BAT. Die ds
Surrogatvariable fir die SAA verwendete MR erklérte fast 90% der Variabilitét der Leptin-
MRNA-Konzentration im BAT von 10 Tage aten Tieren. Zusétzlich zeigte sich ein
geringer Einflul der Korperfettmasse und der akuten Nettoenergiezufuhr ohne einen
sgnifikanten Genotypeinflul3. Die einfache lineare Korrelationsanalyse zwischen der MS-
MR und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT zeigte, dal3 auch die fa/fa Tiere mit
einem Plasmaeptinspiegel >10 ng/ml und der nicht in die statistische Auswertung
einbezogene Wurf #8 praktisch die gleiche Beziehung aufweisen. Mit einem r von 0,92
ergab sich dabel eine beeindruckend enge Korrelation zwischen der MS-MR und der
Leptin-mRNA-Konzentration im BAT (Abbildung 16 C), ohne dal sich

Genotypunterschiede andeuteten.

4.4.2. Methodische Erwégungen

Die Verwendung der MR als Surrogatvariable fir die SAA ist bel Jungtieren diesen Alters
durch verschiedene Voruntersuchungen gerechtfertigt, die eine sehr enge Beziehung
zwischen der MS-MR und dem sympathisch vermittelten Antrieb der Thermogenese im
BAT zeigten (Redlin et a. 1992, Kortner et al. 1993). Die aul¥ergewohnlich enge
Korrelation zwischen der MS-MR und der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT, aso
zwischen zwel in verschiedenen Labors unabhangig voneinander gemessenen Grof3en, die
beide anfédllig fir viderlel Mel¥ehler sind, ist nicht nur ein Mal3 fir die Qualitét der
durchgefiihrten Messungen, sondern weist auch darauf hin, dal3 diese Beziehung nur einer
auRerst geringen biologischen Variabilitét unterworfen ist. Ahnlich enge Beziehungen sind
beim Adulten, bei denen vielfédltige andere physiologische Parameter neben der
sympathisch vermittelten Thermoregulation einen grof3en Einfluld auf die MR haben, nicht
zu erwarten (Redlin et al. 1992, Kortner et al. 1993). Die Untersuchung an Jungtieren unter
den streng kontrollierten Umweltbedingungen der kinstlichen Aufzucht bot somit fur die
Untersuchung der Einflisse der SAA auf den Plasmaleptinspiegel ideale Bedingungen. Die
hier durchgefihrten multiplen Regressonsanalysen zwischen systemphysiologischen
Parametern und der Leptin-mRNA-Konzentration im Gewebe individueller Tiere stellen
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zudem enen vollig neuen Anayseansatz fur die Ermittlung der die Gen-Expression
kontrollierenden Variablen dar, der ein grof3es Potential fir die Aufkléarung komplexer
hormoneller Regul ationsvorgénge bietet.

Die erhohte Leptin-mRNA-Konzentration im BAT von fa/fa Tieren unter Kéltebelastung
stand nicht mit einem generellen Anstieg der Gentranskriptionsraten in Verbindung, da im
BAT die UCP1- und aP2-mRNA-Konzentration zwischen den norma von der Mutter
aufgezogenen fa/fa und +/fa Tieren nicht signifikant differierten (Zhang et a. 2001). Das
Nichtvorhandensein eines Effektes von Lepr™ auf die UCP1-mRNA-Konzentration im
BAT von 10 Tage alten fa/fa Welpen stimmt mit friheren Berichten Uberein, in denen
gezeigt wurde, dal3 die erniedrigte thermoregulatorische Thermogenese von wenige Tage
alten fa/fa Welpen nicht auf einer niedrigeren UCP1-Konzentration, sondern auf einer
erniedrigten GDP-Bindung, als Mal3 fir die akute Entkopplung der BAT Mitochondrien,
beruht (Ashwell et al. 1985, Bazin et al. 1984, 1985). Bei dteren fa/fa Ratten wurde im
Gegensatz zu den juvenilen Tieren aber eine signifikant erniedrigte UCP1-mRNA- bzw.
Proteinkonzentration relativ zu +/+ bzw. +/fa Tieren gefunden, die sich somit vermutlich
sekundér aushildet (Ricquier et a. 1986).

4.5. Regulation der Lep-Expression im WAT

45.1. Die zelluléren EnergiestrOme als dominierender Faktor

Im Gegensatz zum BAT flhrte eine Erhthung der SAA im WAT nur dann zu ener
Erniedrigung der Leptin-mRNA-Konzentration bei +/fa und fa/fa Tieren, wenn
gleichzeitig der Gesamtkorperfettgehalt und die akute Nettoenergiezufuhr erniedrigt
waren. Dieser starke Unterschied in der Lep-Expresson im WAT zwischen den zwei mit
Noradrenalin behandelten Gruppen 183t darauf schlief?en, dal3 die Verénderungen des
Lipidgehaltes und/oder der Energiestrome in den Adipozyten, die sich durch die
experimentelle Manipulation der Nettoenergiezufuhr ergeben, eine wichtige Rolle bel der
Regulation der Lep-Expresson im WAT von 10 Tage aten Rattenwelpen spielen. Nur
wenn die Noradrenalin-Behandlung mit einer Verringerung der Fettspeicherung und/oder
einer Verminderung des Energieeinstroms in die Zellen des WAT verbunden ist, scheint es
zur Drosselung der Lep-Expression zu kommen. Gleichzeitig zeigt die offensichtliche
Insensitivitdt der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT der fa/fa Tiere gegentber der
Noradrenalin-Behandlung per se, dal3 ihre spontan niedrige SAA nicht die primére Ursache
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fur die hohe Lep-Expression im WAT von normal oder kunstlich unter K&ltebelastung
aufgezogenen fa/fa Welpen sein kann. Auf3er den oben besprochenen Faktoren, die neben
der Lep-Expression im BAT und WAT zur Hyperleptinamie der kéltebelasteten fa/fa Tiere
beitragen, scheint somit auch die erhohte Lep-Expresson im WAT dieser Tiere nicht
primdr durch die SAA determiniert zu sein. Bestdtigend zeigte die multiple lineare
Regressionsanalyse, dal? die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT sowohl von +/fa wie
von fa/fa Tieren nicht durch die SAA, sondern hauptsachlich durch die akute
Nettoenergiezufuhr bestimmt wird, wahrend der Einfluld der Fettmasse dagegen auch nur
schwach ausgeprégt ist. Dies weist darauf hin, dal? der akute Energiesinstrom eine
wichtigere Rolle fur die Lep-Expresson im WAT spielt as der Lipidgehat in den
Adipozyten.

4.5.2. Methodische Erwégungen

Es mul3 aber betont werden, dal3 im Gegensatz zu der engen Kontrolle der Leptin-mRNA-
Konzentration im BAT durch die betrachteten Variablen (R? = 0,93), diese im WAT sehr
schwach ist (R2 = 0,53), und zwar fir die +/fa Tiere noch weniger ausgepragt (R? = 0,48)
as fur die fa/fa Tiere (R2 =0,59). Dies la3t vermuten, dal3 ein oder mehrere andere
Faktoren, die in der vorgelegten Arbeit nicht erfald wurden, an der Vermittiung der
Regulation der Lep-Expression im WAT beteiligt sind. Dies ist eigentlich nicht erstaunlich,
da die as Surrogatvariable fir die zelluld&ren Energiestrome betrachtete akute
Nettoenergiezufuhr sicher wesentlich weniger eng mit dem Energiefluld im WAT assoziiert
ist, as die Surrogatvariable MR mit der sympathischen Aktivierung des BAT.
Insbesondere mul3 beriicksichtigt werden, dal3 andere Organe und insbesondere das
thermogenetisch aktive BAT mit dem WAT um die zugefiihrte Nettoenergie konkurrieren.
AuRerdem sind die zeitlichen Zusammenhdnge zwischen der akuten Anderung der
Nettoenergiezufuhr und den zelluldren Energiestromen im WAT sowie die Auswirkung
dieser Veranderungen auf die Leptin-mRNA-Konzentration unbekannt. Es wird also noch
intensiver weiterer Studien bedirfen, um die Wirkung der hier fir die Regulation der Lep-
Expression als besonders wichtig erkannten Signale der Energiestrome im WAT néher zu

analysieren.
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4.6. Vergleich der Wirkung von Anderungen der SAA auf die Lep-
Expression im BAT und WAT

4.6.1. Unterschiedliche Reaktionen von BAT und WAT

Frihere Studien hatten gezeigt, dald akute Katebelastung oder die Gabe von
Katecholaminen oder 33-Adrenorezeptor-Agonisten die Lep-Expresson im BAT und
WAT von adulten Wildtyp-Méusen suppremieren, obwohl der Effekt dieser
Manipulationen auf die Lep-Expresson im WAT wesentlich weniger potent war as im
BAT (Evans et al. 1999, Moinat et a. 1995, Trayhurn et al. 1996, Deng et al. 1997). Bei 7-
10 Wochen aten Ratten wurden diese Befunde unter Verwendung von [33-Agonisten
bestétigt, alerdings war eine akute Kétebelastung nur in der Lage die Lep-Expression im
BAT, jedoch nicht im WAT zu senken (Moinat et a. 1995). Andererseits haben Moinat et
a. (1995), in Ubereinstimmung mit den dieser Arbeit présentierten Ergebnissen an
sdugenden Welpen, gezeigt, dal? in adulten Ratten eine Futterrestriktion die Leptin-mRNA-
Konzentration im WAT in weit grof3erem Mal3e erniedrigt as reine Kaltestimulation oder
Gabe von (33-Adrenorezeptor-Agonisten. Basierend auf diesen Ergebnissen vermutete
Moinat, dald3 die Lep-Expresson im WAT vidleicht enger mit Verénderungen im
Lipidgehalt der Adipozyten verbunden sei als mit Verdnderungen in der SAA an sich.
Unter diesen Umstanden koénnten aber auch andere zellulére Faktoren, z.B. Verdnderungen
der Metabolitenspiegel oder Energiestrome, die Lep-Expresson ebenso inhibieren wie
Veranderungen des Lipidgehaltes der Adipozyten.

Die SAA beanflul® zudem die Aktivitét der intravasal lokalisierten LPL in den beiden
Fettgewebstypen in unterschiedlicher Weise. Im WAT hemmt Noradrenalin die LPL und
sorgt dadurch fir einen geringeren Einstrom von FFA in die Zele. Im BAT dagegen
aktiviert Noradrenalin die LPL und flhrt zu einem Einstrom von FFA, falls zirkulierende
Triglyzeride vorhanden sind (Trayhurn et al. 1995 b). Dadurch kann es zu einer Umleitung
von Metabolitenstromen vom WAT zum BAT kommen. Zudem férdert Noradrenalin im
BAT die Oxidation von FFA Uber den Antrieb der thermoregulatorischen Thermogenese
(Page et al. 1971, Foster und Bailey 1976, Robles-Valdes et a. 1976), so dal3 es auch bel
lebhaftem Einstrom von Substraten in die Adipozyten des BAT, aufgrund der hohen

Warmeproduktion, zu einer insgesamt negativen zelluléren Energiebilanz kommen kann.
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Die meisten Befunde zur Wirkung der sympathischen Aktivitdt oder der Gabe von (3
Adrenorezeptor-Agonisten auf die Lep-Expresson in adulten Tieren wurden in
Experimenten gewonnen, in denen keine Kontrollen der Metabolitenkonzentrationen und -
Stréme durchgefiihrt wurden (Moinat 1995, Trayhurn et al. 1996, Deng et a. 1997, Evans
et a. 1999). Daher ist es moglich, dal3 die beobachteten Effekte der SAA auf die Lep-
Expression zumindestens teilweise sekundér zu sympatho-adrenergen Veradnderungen der
Metabolitenkonzentrationen/-strome bzw. des Verhdtnisses von Energieeinstrom zu
Energieverbrauch in den Adipozyten sind. Wie oben erwahnt, scheint insbesondere die
Lep-Expression im subcutanen WAT der Jungtiere empfindlicher auf die akuten
Veranderungen der Energiebilanz als auf die der Gesamtfettmenge zu reagieren. So
stimmen unsere Ergebnisse an sdugenden Welpen mit denen von Moinat an adulten Ratten
Uberein, im Hinblick auf die relativ hthere Sengitivitat der Lep-Expresson im WAT auf
Veranderungen des Nahrstoffangebotes als auf Verdnderungen in der SAA, und dies,
obwohl die relativen Groen von BAT und WAT und ihre Beteiligung am
Plasmaleptinspiegel deutlich zwischen Ratten im Sduglingsalter und Adulten differieren
(Dessolin et al. 1997, Rayner et a. 1997). Die Ubereingtimmungen in der Regulation der
Lep-Expression bei Ratten im Sauglingsalter und Adulten sind besonders interessant, da
wesentliche Unterschiede in  ihrem Fettstoffwechsel bestehen. Da trotz dieser
metabolischen Unterschiede sowohl bei Adulten as auch bei Jungtieren eine hohe
Sengitivitét der Lep-Expression im WAT auf Verdnderungen in der Nahrstoffversorgung
nachgewiesen wurde, konnte hierin die Chance zur Selektion der ausschlaggebenden

Signale fur die Lep-Expression liegen.

Es ist jedoch wichtig anzumerken, dal3 die vorgelegten Ergebnisse die Méglichkeit einer
Regulation der Lep-Expression im WAT durch SAA nicht vollig ausschlief3en, sondern nur
die relative Wichtigkeit der zelluldren Energiestrome in der Kontrolle der Lep-Expression
im WAT betonen. Die stérkeren Effekte der Kontrolle durch die zelluldren Energiestrome
konnten relativ schwache direkte Effekte der erhohten SAA auf die Lep-Expression im
WAT von Welpen maskieren, wenn wahrend der Noradrenalin-Behandlung experimentell
eine hohe Nettoenergiezufuhr sichergestellt wird. Zum anderen muf3 berticksichtigt
werden, dal3 hier nur die Lep-Expression im subcutanen WAT analysiert wurde, dal3 aber
auch im Jungtier schon geringe Mengen anderer Depots vorhanden sind und diese im
adulten Tier dann wesentlich zur Produktion des zirkulierenden Leptins beitragen.
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4.6.2. Unterschiedeim Fettstoffwechsel juveniler und adulter Tiere

Im Gegensatz zum Jungtier kommt es bei der adulten Ratte zu einem ausgepragten
Wechsel zwischen Resorptions- und Postresorptionsphasen mit aktiver Lipolyse. In der
adulten Ratte ergibt sich die FFA-Konzentration in den Adipozyten bei der normalerweise
fettarmen und kohlenhydratreichen Erndhrung durch das Wechselspiel der Synthese von
FFA und Lipolyse, die durch hormonelle Einflisse und den akuten Energieumsaiz
bestimmt werden. Die Ratte im Sauglingsalter befindet sich dagegen normalerweise
permanent in der Resorptionsphase, wobel die Nahrung fettreich und kohlenhydratarm ist
(Wells 1985, Henning 1981). Die in der Milch vorhandenen Fette mit mittelkettigen FFA
(Dils und Parker 1982) werden bereits im Magen resorbiert und bilden die Grundlage eines
kontinuierlichen Einstroms von FFA in die Adipozyten. Aufgrund der hohen
zirkulierenden Triglyzerid- und FFA-Konzentrationen spielen weder eine Neusynthese von
FFA, noch Lipolyse eine wesentliche Rolle (Fillay und Bailey 1982, Tsujikawa und
Kimura 1980). Selbst bei einer experimentell induzierten Fastenperiode von 6 h fallen die
Plasma-FFA-Konzentrationen ab statt anzusteigen, wie bei adulten Tieren unter
entsprechenden Umsténden (Planche et a. 1980). Zudem ist bei Ratten im Sduglingsalter
aufgrund der grofen Anforderungen an die Warmeproduktion die LPL-Aktivitdt pro
Gramm Gewebe im BAT sehr hoch, wesentlich hther as im auch mengenméldig noch
geringeren WAT (Cryer und Jones 1978 a, b, Planche et a. 1980).

Nach dem oben gesagten ist anzunehmen, dal3 im Jungtier eine Noradrenalin-Behandlung
ohne Reduzierung der Nettoenergiezufuhr durch Hemmung der LPL im WAT ene
Reduzierung des FFA-Einstroms, jedoch aufgrund der hohen zirkulierenden Triglyzerid-
und FFA-Konzentrationen (Page et a. 1971) keine Netto-Lipolyse bewirkt, also keine
zellulére Energieabgabe audost. Im BAT dagegen bewirkt die Noradrenain-Behandlung
durch die Aktivierung der in hoher Konzentration vorhandenen LPL zwar eine Erhdhung
des Energieeinstroms, aber gleichzeitig durch den Antrieb der Thermogenese eine
Erhohung der Energieabgabe, die as Signal fir die Drosselung der Lep-Expression wirken
koénnte. Aul3er den Signalen, die die Konzentrationen und/oder der Ein- bzw. Ausstrom
von FFA Uber die Verflgbarkeit von Energie geben, spielt auch der Glucosestoffwechsel
eine wichtige Rolle fur die Rickmeldung Uber Energiereserven und -strome. Die
Konzentration von UDP-NAC, eines der Endprodukte des Hexosamin-Biosynthese-Pfades,
scheint als zelluldrer Sensor fur die Energieverfiigbarkeit zu dienen und gleichermal3en die

Effekte von hohen Glucose- wie von hohen FFA-Konzentrationen auf die Erhéhung der
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Lep-Expression im Skelettmuskel und im WAT adulter Tiere zu vermitteln. Es scheint
naheliegend, dal’ dieser Metabolit auch als Monitor der zelluléren Energiestrome im BAT
und WAT der juvenilen Ratte eine Rolle spielen kénnte.

4.7. Die Rolle der LEPR-vermittelten Feedbackregulation bei der Lep-
Expression im BAT und WAT

Die Untersuchungen der Lep-Expression im BAT und WAT in dieser Arbeit zeigten, dal?
bei normal aufgezogenen fa/fa Tieren die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT
relativ zu ihren +/+ Wurfgeschwister stark erhoht ist. Dies zeigt, dal3 Leptin Uber seinen
Rezeptor direkt oder indirekt eine Rolle bel der Kontrolle der Lep-Expression in diesem
Alter spielt.

Die Effekte von Lepr auf SAA und Energiestrome bzw. —speicherung in den Adipozyten
werden vermutlich hauptsachlich durch die lange Form von LEPR im Hypothaamus
vermittelt (Campfield et a. 1995, Tartaglia et a. 1995). Die Leptineffekte auf die
zelluldren Energiestrome im WAT und BAT konnten auch direkt durch LEPR auf den
Adipozyten vermittelt werden und so in die Feedbackregulation des Leptins auf seine
eigene Gen-Expression involviert sein (May 1982, Shimabukuro et al. 1997, Segrist-
Kaiser et al. 1997, Zhou et a. 1997). Diese peripheren Einflisse scheinen jedoch nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da die Hyperleptindmie der fa/fa Tiere beseitigt werden
kann, wenn die Unterschiede in der sympathischen Aktivitédt korrigiert werden.

Deutlich hervorzuheben ist nochmals, dal3 der Genotyp keinen signifikanten Einflu auf
die Leptin-mRNA-Konzentration im WAT und BAT hat, wenn Korperfettmasse, SAA und
akute Nettoenergiezufuhr in die Regressonsanalyse einbezogen werden. Dies 183 die
Vermutung zu, dal} LEPR keine direkte, autokrine Wirkung von Leptin auf seine
Expression im Fettgewebe 10 Tage ater Ratten vermittelt, sondern dafd die bei normal
aufgezogenen Tieren beobachtete negative Rickkopplung des Leptins auf seine Expression
im BAT auf einer durch die zentranervisen LEPR vermittelten Wirkungen auf die
sympathische Aktivitdt und im WAT auf ener durch Verénderungen der zelluldren
Energiestrome vermittelten Wirkung beruht.
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4.8. Funktionelle Bedeutung des perinatalen und juvenilen
Plasmaleptinspiegels

Die Bedeutung der Leptinsignale fur die Energie-Homoostase bereits wahrend des frihen
postnatalen Lebens von Rattenwelpen zeigt sich durch den Beginn der gesteigerten
Fettdeposition in der ersten postnatalen Woche von Welpen, die hetero- oder homozygot
fir den mutierten LEPR sind (Meierfrankenfeld et a. 1996, Schwarzer et al. 1997, Truett
et al. 1995, Zhang et a. 1997). In dieser Altersstufe bewirken Behandlungen mit
rekombinatem murinen Leptin bereits einen dosisabhangigen Abfall des Korperfettgehaltes
von +/+ Tieren, wohingegen +/fa Tiere weniger stark und fa/fa Tiere Uberhaupt nicht
reagieren (Kraeft et a. 1999). Verhatensstudien und physiologische Messungen bei 1 bis 2
Wochen alten Tieren lassen es sehr unwahrscheinlich erscheinen, dald Leptin in den ersten
Tagen des Lebens eine Rolle as Séttigungsfaktor spielt (Buchberger et al. 1996, Stehling
et al. 1996). Dagegen wurde klar gezeigt, dal3 Leptingabe die Amplitude des circadianen
Rhythmus der MR veréndert, indem es bei zwei Wochen aten Welpen die Stdrke und
Dauer der torporartigen Absenkungen der MR hemmt (Stehling 1996, 1997). Nach
heutigem Erkenntnisstand ist auch beim Adulten die physiologische Aufgabe des Leptins
evolutionsbiologisch nicht vornehmlich die eines S&ttigungshormons, sondern Leptin
signalisiert die Energiereserven des Korpers. Diese Funktion des Leptins ist gerade fur den
jugendlichen Organismus, in dem die Energiereserven noch gering sind und der sich in
einem fortschreitenden Entwicklungs- und Wachstumsprozef3 befindet, von weitreichender
Bedeutung. AulRerdem nimmt man an, dal3 Leptin eine wichtige Rolle in der fetalen und
neonatalen Entwicklung spielt, denn durch Leptin wird die Proliferation verschiedenster
Zeltypen stimuliert (siehe Harris 2000). Vermutet wird auch, dal3 Leptin fir
neuroendokrine Funktionen in der frihen Entwicklung forderlich sein konnte (Ahima et al.
1997, 2000). Denkbar ist, dal3 vortibergehende Erhdhungen des Plasmaleptinspiegels
wahrend kritischer Phasen der neuronalen Entwicklung einen permanenten Einfluld auf das
Gehirn ausiiben konnten, wie es fir Insulin gezeigt werden konnte (Plagemann et a. 1998,
1999 a, b, c). Der bedeutenden Funktion von Leptin entsprechend, kénnte die Gendosis-
abhéngige perinatale und juvenile Hyperleptindmie, as erste phanotypische Erscheinung
der Lepr™ Mutation, entscheidend fir neuroendokrine Abnormalititen und andere sich
spater entwickelnde phanotypische Unterschiede zwischen den +/+ und +/fa Tieren

gegenuber ihren fa/fa Wurfgeschwistern sein.



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen waren die entwicklungsbedingten
Veranderungen des Plasmaeptinspiegels bei Ratten im  Sduglingsalter sowie seine
physiologische Regulation unter besonderer Berticksichtigung des als ,fa“-Mutation
bezeichneten Leptinrezeptor-Gendefekts. Als Grundlage fur die Analyse der durch den
Gendefekt bedingten Abweichungen von der Norm wurden  methodische
Voruntersuchungen an gesunden, sog. Wildtyp-Tieren im Zeitraum zwischen der 1. und 5.
L ebenswoche durchgefiihrt, wobel der Zeitgang des Plasmaleptinspiegels, seine Beziehung
zum Korperfettgehalt und speziell sein Verhalten am 10. Lebenstag ermittelt wurde. Auf
dieser Grundlage wurde der Einflul der Gendosis, das heildt, die Auswirkungen des
homozygoten (fa/fa) oder heterozygoten (+/fa) Auftretens des Rezeptor-Gendefekts bzw.
seine Abwesenheit beim Wildtyp (+/+) analysiert, und zwar zu zwei ontogenetisch
definierten Zeitpunkten. Zum einen wurde der Plasmaleptinspiegel im perinatalen
Zeitraum auf Abhangigkeiten von der Gendosis untersucht. Zum anderen erfolgte eine
eingehende Analyse der Interaktion der Gendosis mit der physiologischen Kontrolle des
Plasmaleptinspiegels und mehrerer auf ihn einwirkender Einfluf3grof3en am 10. Lebenstag,
weil aufgrund friherer Befunde zu dieser Zeit mit dem Wirksamwerden der Gendosis als
Einflu3grofRe zu rechnen ist. In diesen Untersuchungen wurden nach vorangehender
mehrtégiger Manipulation der Energiezufuhr und der auf¥eren thermischen Belastung alle
fur die Energiebilanz relevanten Parameter gemessen, sowie die Grof3e der Leptin-mRNA-
Konzentration im Braunen (BAT) und Weil3en (WAT) Fettgewebe als den wesentlichen
Bildungsorten des Leptins erfaldt. Bel der Analyse der Melidaten diente die Metabolische
Rate (MR) as Surrogatvariable fir die experimentell durch Noradrenalin-Infusion
manipulierte sympatho-adrenerge Aktivititdt (SAA), die Nettoenergiezufuhr, das heild, die
Differenz zwischen den mit der Milch zugefihrten und den im Stoffwechsel verbrauchten
Energiemengen, als Surrogatvariable fir die Gesamtheit der zelluléren Energiestrome und
der Gesamtkorperfettgehalt als Surrogatvariable fir den Lipidgehalt der Adipozyten. Die
Auswertung der Rohdaten erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse und einfacher
sowie multipler Regressionsanalysen und fihrte zu den folgenden Ergebnissen.

1. Bereits kurz nach der Geburt — noch vor Beginn der Triglyzeridspeicherung — aber
nicht prénatal, kann als friheste durch den Leptinrezeptordefekt verursachte Stérung
ein deutlicher Gendosis-Effekt auf den Plasmaleptinspiegel nachgewiesen werden.
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Zusammenfassung

Der Plasmaeptingpieged nimmt bel Wildtyp-Tieren wahrend der ersten beiden
Lebenswochen deutlich und danach langsamer ab. Dabel west der
Plasmaleptinspiegel in den ersten beiden Lebenswochen stérkere Schwankungen auf
alsin der 3.-5. Lebenswoche, jedoch kommt es nicht zu sprunghaften Verénderungen,
die den Aussagewert der im Alter von 10 Tagen durchgefihrten speziellen

Untersuchungen hétten beeintréchtigen kénnen.

Eine kinstliche Aufzucht unter moderater Kéltebelastung eliminiert nicht die hohen
Plasmaeptinspiegel der fa/fa Tiere gegentber ihren +/fa und +/+ Wurfgeschwistern,
die sich bei normaler Aufzucht unter Kaltebelastung zeigen.

Bereits eine kurzfristige kinstliche Aufzucht Uber 2 Tage unter thermoneutralen
Bedingungen gleicht noch vor dem Auftreten von Anderungen des Korperfettgehaltes
den Energieverbrauch von +/fa und fa/fa Tieren auf minimalem Niveau einander an
und eliminiert Faktoren, die fir die Uberhthten Plasmaleptinspiegel von fa/fa Tieren
unter Ké@tebelastung verantwortlich sind.

Eine Dauerbehandlung mit Noradrenalin Uber 6 Tage fuhrt schon bel niedriger Dosis
zu ener Angleichung der Plasmaleptinspiegel von fa/fa und +/fa Tieren, ohne dal3
damit eine Reduzierung des Gesamtkorperfettgehaltes verbunden sein mul3.

Es zeigte sich sowohl bei normaler wie kinstlicher Aufzucht fir Plasmaleptinspiegel
<10ng/ml ein starker Einflu3 der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT auf den
Plasmaleptinspiegel, die 60% seiner Variabilitét erkléart, wahrend der Einflufld der
Leptin-mRNA-Konzentration im WAT weniger as 10% betrug. Bel dieser Analyse

zeigte sich zudem auch ein schwacher Genotyp-Einfluf3.

Beai Plasmaleptinspiegeln >10 ng/ml, wie sie vor alem be fa/fa Tieren unter
Kéltebelastung beobachtet wurden, sind Effekte des Leptinrezeptordefekts wirksam,
die weder mit der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT, noch mit der
SAA in Zusammenhang gebracht werden kénnen.

Werden fir Plasmaeptingpiegel <10 ng/ml  die EinfluBvariablen ohne
Berlcksichtigung der Leptin-mRNA-Konzentration im BAT und WAT ads
intervenierenden Variablen analysiert, ergibt sich ein postiver Einflud des
Korperfettgehaltes, der mehr als 50% der Variabilitdt erklart, und ein negativer



Zusammenfassung

Einflul der SAA, der weitere 10% der Variabilitét erkldren kann, jedoch kein Einfluld
der Gendosis.

9. Die Leptin-mRNA-Konzentration im BAT ist eng mit der SAA Korreliert, sie erklart
90% ihrer Variabilitdt. Dagegen konnten die untersuchten Variablen insgesamt nur
knapp 50% der Variabilitét der Leptin-mRNA-Konzentration im WAT erkléren,
wobei die Nettoenergiezufuhr die dominierende Einflul3grofe darstellte und der
Korperfettgehalt, sowie die SAA nur eine geringe Rolle spielten. Dabei mul3
berlicksichtigt werden, dal3 die Surrogatvariable Nettoenergiezufuhr wesentlich
weniger eng mit den Energiestromen im WAT assoziiert ist, as die Surrogatvariable

MR mit der sympathisch kontrollierten Aktivierung des BAT.

Diese Ergebnisse lassen sich zusammenfassend wie folgt interpretieren.

(& Ein von der Fettspeicherung unabhangiger Einflul? des “fa’-Gendefekts auf die
Leptinsekretion ist bereits unmittelbar nach der Geburt nachweisbar.

(b) Im Alter von 10 Tagen ist eine autokrine, durch den Leptinrezeptor an der Fettzelle
selbst vermittelte Regelung der Leptin-Gen-Expression unter dem Einflul des
Plasmaeptinspiegels selbst noch nicht wirksam. Infolgedesssen wird die bel normal
aufgezogenen Tieren im Alter von 10 Tagen nachweisbare negative Rickkopplung des
Leptins auf seine Expresson im BAT wahrscheinlich durch  zentranervdse
Leptinrezeptoren vermittelt, und zwar Uber deren Einfluld auf die sympathische Aktivitét.
Rickkopplungseffekte auf die Expression des Leptin-Gens im WAT resultieren

wahrscheinlich, aber nicht ausschliefdlich aus Veranderungen der Energiestrome.

(c) Auler den in der vorliegenden Untersuchung identifizierten Riickkopplungswirkungen
des Leptins auf seine Expression weisen enige Befunde auf weitere unbekannte
Regelungsfaktoren hin, die sowohl bei normaler Aufzucht als auch be kinstlicher
Aufzucht unter Kaltebelastung wirksam sind, jedoch durch die Herstellung thermoneutral er
Bedingungen eliminiert werden und deren Stérung zur Hyperleptindmie der +/fa und falfa
Tiere beitragt.
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Summary

6. Summary

The investigations of this study were concerned with the ontogenetic changes in plasma
concentration of the hormone leptin in suckling-age rats and its physiological regulations
with specia reference to the so-cdled ,fa“ gene defect of the leptin receptor. Anaytical
studies proceeded from the evaluation of the time course of plasma leptin and its
relationship with body fat content during the developmental period between the first and
fifth week of life, concentrating in particular on the phase around the 10" day of life.
Based on these studies the influence of the , gene dose”, i.e., the homozygous (fa/fa), and
heterozygous (+/fa) presence of the gene defect or its total absence in the wildtype animal
(+/+) on plasma leptin was analyzed at two defined states of ontogeny. First, the influence
of gene dose on plasma leptin was determined during the perinatal phase. Second, the roles
of gene dose and of severa physiologica and cellular parameters known to influence
plasma leptin were studied at the age of 10 days, because preceding observations had
indicated that the gene dose would become effective at this age. In order to delineate the
influence of gene dose against those of various metabolic parameters, control of food
supply was established by artificial rearing and control of metabolic expenditure either by
imposing a mild cold load or by norepinephrine infusion to activate non-shivering
thermogenesis. Measurements included plasma leptin and the mRNA concentrations in the
brown (BAT) and white (WAT) adipose tissue, metabolic rate (MR) as an estimate of the
state of sympatho-adrenal activation (SAA), net energy storage, determined as the
difference between the energy supplied with the milk and metabolic energy dissipation, as
an estimate of the globa energy flux, and body fat content as an estimate of the global lipid
content of the adipocytes. Evaluation of the data by subjecting them to 2-way ANOVA and
to simple or multiple regression analysis produced the following results.

1. The earliest evidence for an influence of the gene dose on plasma leptin was found
immediately after birth, i.e., prior to the start of triglyceride storage, but could not be
discovered immediately before birth.

2. The plasma concentration of leptin in wildtype animals declines during the first to
fifth week of life. The decline is most rapid during the first 2 weeks and varies more
strongly during this period than subsequently. Rapid sustained changes that might

have compromised the measurements made in 10 day old pups did not occur at that

age.



Summary

Artificia rearing under moderate cold load conditions does not eliminate the
difference between the high plasma levels of the falfa animals in comparison to +/fa
and +/+ animals, as they are observed under natural rearing conditions.

Artificia rearing for 2 days in thermoneutral conditions leads to comparable minimum
energy consumption without changes in body fat storage in both fa/fa and +/fa pups
and diminates the stimulatory effects responsible for the high plasma leptin levels in
the fa/fa animals.

Under continuous application of norepinephrine for 6 days in artificially reared pups,
low doses are sufficient to adjust plasma leptin of the fa/fa pups to the level of +/fa

pups, and reduction of body fat content is not a prerequisite for this effect.

For plasma leptin levels <10 ng/ml, irrespective of raising the animals naturaly or
artificialy, a strong influence of leptin mRNA concentration in the BAT may be
stated which explains 60% of plasma leptin variations, while leptin mMRNA
concentration in the WAT accounts for only 10% of the plasma leptin variations. In
addition, aweak genotype effect could be confirmed.

For plasma leptin levels >10 ng/ml, which were observed mainly in fa/fa pups, body
fat content was confirmed to be influential and accounted for 50% of the variations in
plasma leptin. The influence of gene dose was neither associated with differences in
BAT and Wat leptin mRNA concentrations nor with the state of sympathoadrenal

activation.

Anaysis applied to the control of plasma leptin at levels <10 ng/ml, when leaving out
of account the influences of leptin MRNA concentrations in the BAT and WAT,
revealed a positive relationship with body fat content accounting for 50% of plasma
leptin variations and a negative relationship with the state of sympathoadrenal
activation accounting for 10% of the plasma leptin variations, while gene-dose
influences could not be detected.

Leptin mRNA concentrations in the BAT correlated closely with the state of
sympathoadrenal activation which accounted for 90% of their variations. Only 50% of
the variations in WAT leptin mRNA concentration could be attributed to any one of
the investigated variables, with net energy supply emerging as the dominant parameter
and both body fat content and state of sympathoadrenal activity being less influential.
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Summary

The difference in the control of leptin MRNA concentration in BAT and WAT may be
related to the facts that net energy supply is loosely connected to energy flux in the
WAT whereas MR as the estimate for the sympathoadrenal state of activity is closaly
connected to energy flux in the BAT.

The results suggest the following conclusions:

(& Immediately after birth the ,fa’ gene defect is effective as a factor elevating plasma

leptin concentration in rat pups.

(b) In 10-day-old rat pups autocrine control of leptin production, due to the action of the
circulating hormone on leptin receptors of the fat cell as the source of leptin, is not yet
effective. Since a feedback relationship between leptin and its production was shown to
exist in the BAT at this age, it is most likely established by central nervous leptin receptors
ultimately controlling sympathoadrenal activity. For leptin production in the WAT, the
available evidence suggests some kind of feedback control of leptin MRNA expression in

which local energy flux seemsto be involved.

(c) Apart from the feedback relationships identified in this study between plasma leptin
and leptin mMRNA expression, circumstantial evidence suggests the involvement of
additional unknown control mechanisms which are effective in the conditions of natural as
well as artificial rearing involving some degree of cold stress, but are eliminated in

thermoneutra conditions.
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