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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Koérpermasse wird von den meisten Individuen durch die ausgewogene Bilanz von
Energieaufnahme und Energieverbrauch relativ konstant gehalten. Jedoch kommt es immer
haufiger zu Stérungen in der Energiehomdostase und damit zu Entgleisungen in der
Kdrpermasseregulation, und die Zahl der Ubergewichtigen und Adipésen steigt weltweit
stetig an (Kopelman, 2000). Die Mechanismen der Kdrpermasseregulation sind noch nicht
hinreichend verstanden und deshalb Gegenstand intensiver Forschung, da eine Uber das
normale Maf hinaus erhdhte Kérpermasse zur Ausbildung von Stoffwechselerkrankungen
fuhren kann. In dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, inwieweit der Kérper in der Lage
ist, seine eigene Masse wahrzunehmen und welche Mechanismen in diesem

Zusammenhang wirken, um eine normale Korpermasse aufrechtzuerhalten.

1.1 Die Korpermasse und Risiken ihrer Entgleisung

Die Koérpermasse besteht aus zwei Kompartimenten, der fettfreien Masse (Muskulatur,
Bindegewebe, Knochen, Korperflissigkeiten) und der Fettmasse (v. a. im Fettgewebe)
(Wabitsch, 2000). Die Zusammensetzung der fettfreien Masse beruht auf dem Gehalt an
Kohlenhydraten und Proteinen; die Fettmasse besteht v. a. aus den in ihr gespeicherten
Triglyceriden (Wabitsch, 2000). Der relative Anteil von fettfreier Masse und Fettmasse an der
Korpermasse ist individuell verschieden und geschlechtsabhangig (Havel, 2000; Rosenbaum
et al., 2001).

Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ, dient aber aufgrund seiner hohen
Speicherkapazitat v. a. als effektiver Energiespeicher und Puffer fir Perioden mit
unterschiedlich hohem Nahrungsangebot. Diese hohe Speicherkapazitat stellte im Verlauf
der Evolution einen Uberlebensvorteil in Lebensphasen geringen Nahrungsangebots oder
besonders hohen Energiebedarfs dar. Die genetische Ausstattung, die dem Menschen im
Steinzeitalter durch eine hohe Kapazitat zur Energiespeicherung das Uberleben sicherte,
kann jedoch unter den heutigen Lebensbedingungen zur Ausbildung der Adipositas und
damit assoziierter Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes Typ 2 und Hypertonie flihren
(,thrifty genotype“ hypothesis; Neel, 1999). Die individuelle, genetische Ausstattung
verursacht daher erst durch das zusatzliche Einwirken bestimmter exogener Faktoren (z. B.
langanhaltende energiereiche Ernahrung oder/und verminderte korperliche Aktivitat) eine
Auslenkung der normalen Koérpermasse und die phanotypische Manifestation der Adipositas
(Levin und Keesey, 1998; Berthoud, 2002).

Die Analyse der Mechanismen der Kérpermasseregulation ist deshalb von grolem Interesse
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fur die Lebensqualitdt des Einzelnen sowie fiur die Reduzierung der mit der Adipositas

verbundenen Kosten des Gesundheitssystems.

1.2 Die Korpermasse ist Ausdruck der Energiebilanz

Die Korpermasse resultiert aus dem Verhaltnis von Energieaufnahme und Energieabgabe (s.
Abb. 1-1) und reflektiert demzufolge das Ausmal der Energiebilanz (Hervey, 1969). In die
Energiebilanz greifen endogene Faktoren (genetische Vorraussetzungen, Hormone,
Neurotransmitter) und exogene Faktoren (Umwelteinflisse, Lebensstil, Erndhrung)
regulatorisch ein und beeinflussen die Energieaufnahme, den gesamten Energiestoffwechsel
und den Energieverbrauch. Solange das Verhaltnis von Energieaufnahme und
Energieumsatz infolge dieser Regulationsprozesse ausgewogen ist, besteht eine
ausgeglichene Energiebilanz, die sich in einer stabilen Kérpermasse auflert. Bei einem
chronischen Ungleichgewicht zwischen der Aufnahme und dem Verbrauch von Energie
kommt es entweder zu einer positiven Energiebilanz (Energieaufnahme > Energieverbrauch)
verbunden mit einer Zunahme der Kdérpermasse oder zu einer negativen Energiebilanz

(Energieaufnahme < Energieverbrauch) verbunden mit einer Abnahme der Kérpermasse.

Die Energieaufnahme entspricht dem Energiegehalt der zugeflihrten Nahrung. Die darin
enthaltenen Nahrstoffe werden je nach Bedarf entweder zur Energiegewinnung abgebaut
(oxidiert) und verbraucht (Energieumsatz) oder umgebaut und als Korperenergie
gespeichert. Da der Anteil der Korperenergie in Form von Protein und Kohlenhydraten nur
sehr wenig variiert, beziehen sich Anderungen in der Kérpermasse im wesentlichen auf

Anderungen in der Fettmasse (Jequier und Tappy, 1999).

Die Energieabgabe wird hauptsachlich durch den Energieumsatz bestimmt. Die dabei
produzierte Energie dient drei hauptsachlichen Funktionen: zur Aufrechterhaltung der
Struktur und Funktion von Zellen und Organen (Grundumsatz), zur korperlichen Aktivitat und
zur adaptiven Thermogenese (induziert v. a. durch Kalte oder Nahrungsaufnahme) (s. Abb.
1-1).

Der Grundumsatz entspricht theoretisch der Summe der Umsatze, die alle Kérperzellen zur
Aufrechterhaltung ihrer Grundfunktion bendétigen. Da jedoch einige Organe zur
Lebenserhaltung des Organismus standig aktiv Energie umsetzen missen (z. B. Gehirn,
Herz, Atmungsmuskulatur, Leber, Nieren), ist der Grundumsatz nur eine theoretische Grolie
und nicht direkt messbar (Ulmer, 2000). Er wird ndherungsweise durch den Ruheumsatz
bestimmt. Dieser beschreibt den Energieumsatz wahrend korperlicher und geistiger Ruhe

und wird beim Menschen mittels indirekter Kalorimetrie unter definierten Bedingungen
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Abb. 1-1: Komponenten des Energiestoffwechsels und prozentuale Anteile von Ruheumsatz, kérperlicher

Aktivitat und adaptiver Thermogenese (adaptive Thermog.) am Gesamt-Energieumsatz (modifiziert nach Lowell
und Spiegelman, 2000 und Wilson und Morley, 2003).

gemessen (morgens, liegend, nichtern, bei Thermoneutraltemperatur) (Ulmer, 2000). Da
dabei keine mechanische Arbeit geleistet wird und keine adaptive Thermogenese (s. u.)
erfolgt, entspricht die gesamte umgesetzte Energie der freigesetzten Warme (Lowell und
Spiegelman, 2000). Der Ruheumsatz ist abhangig von der genetischen Veranlagung, vom
Alter, dem Geschlecht und dem Anteil der fettfreien Masse an der Kérpermasse (Bogardus
et al., 1986; Heymsfield et al., 2002).

Die basale Thermogenese umfasst die Warmeabgabe, die durch standig ablaufende
biochemische Reaktionen zur Aufrechterhaltung aller Koérperfunktionen frei wird. Diese
Reaktionen verlaufen meist exotherm, sodass die dabei entstehende Warme in der Regel
zur Aufrechterhaltung der Kdrpertemperatur ausreicht. Die Thermogenese kann durch die
Aufnahme von Nahrung (nahrungsinduzierte oder postprandiale Thermogenese), durch die
Umgebungstemperatur (kalteinduzierte Thermogenese) und durch Infektionen (Fieber)
aktiviert werden. Diese adaptive Thermogenese ermdglicht die optimale Anpassung des
Organismus an seine Umweltbedingungen, z. B. an eine kalte Umgebungstemperatur
(Kérpertemperatur aufrecht erhalten) oder an eine erhdhte Nahrungsaufnahme (liberfllissige

Energie abgeben).
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1.3 Mechanismen der Kérpermasseregulation

1.3.1  Die Set-point-Theorie

Ob normalgewichtig, Ubergewichtig oder adipds, die meisten Individuen halten ihre
Kdrpermasse Uber lange Zeitrdume trotz kurzzeitiger Anderungen in der Energiebilanz relativ
stabil (Leibel, 1990; Leibel et al., 1995; Jequier und Tappy, 1999; Schwartz et al., 2000).
Diese Beobachtung flihrte zur Formulierung der sogenannten Sollwert- oder Set-point-
Theorie fir die Kérpermasse und zur Postulierung eines Signals, das durch Anderungen in
der Korpermasse reguliert wird, dem Ponderostat (ponder-, lat. Gewicht; -stata, lat. stehend).
Die Signalstarke des Ponderostats ist eine direkte Funktion der Kérpermasse. Abbildung 1-2
zeigt eine schematische Modellvorstellung der Kérpermasseregulation nach der Set-point-
Theorie. Abweichungen von der Set-point-Korpermasse werden demnach durch die
Signalstarke (Konzentration) des Ponderostats reflektiert und im Zentralnervensystem (ZNS)
wahrgenommen. Entsprechend der Abweichungen von der Set-point-Kérpermasse werden
Ruckkopplungsmechanismen aktiviert, die sowohl die Nahrungsaufnahme als auch den
Energieumsatz beeinflussen und zur Regeneration der individuellen Set-point-Kérpermasse

fuhren. Es wird vermutet, dass die Integration der vom Ponderostat vermittelten Signale v. a.

Waéarme
Nahrung Energieaufnahme ) «| Stoffwechsel |Muskelarbeit
»Korpermasse N NPT
Energiezufluf Horten v. Futter korperl. Aktivitat Energieabgabe
OA A@
y
Ponderostat
lSensor

ZNS
(Hypothalamus)

Vergleicher

Set-point

Referenz

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Kérpermasseregulation entsprechend der Set-point-Theorie. Kursiv
sind die prinzipiellen Stellglieder einer Regulation verdeutlicht. (+) entspricht einem Rickkopplungsmechanismus
in gleicher Richtung zur Anderung der Kérpermasse, (-) entspricht einem Rickkopplungsmechanismus in
entgegengesetzter Richtung zur Anderung der Koérpermasse, ZNS=Zentralnervensystem (modifiziert nach
Cabanac, 2001).
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im Hypothalamus erfolgt (Cabanac et al., 1971; Bradley, 1978; Keesey und Corbett, 1984;
Cabanac, 2001).

Die Set-point-Theorie dient als Erklarungsansatz fir bestimmte Phanomene, die zur

Aufrechterhaltung bzw. Verteidigung einer individuell stabilen Kérpermasse beitragen, z. B.:

- Sowohl bei Adipésen als auch bei Normalgewichtigen kommt es wahrend einer
Reduktion bzw. Erhéhung der Koérpermasse zu einer kompensatorischen
Verminderung bzw. Erhéhung des Energieumsatzes (Leibel, 1990; Leibel et al., 1995;
Keesey und Corbett, 1984; Harris, 1990; Jequier und Tappy, 1999).

- Ratten zeigten wahrend einer durch erhohte Aktivitat herbeigefiihrten
Korpermasseabnahme eine erhdohte Praferenz fir fettreiches Futter und
zuckerhaltiges Wasser. Offensichtlich beeinflusste die negative Energiebilanz das
Geschmacksempfinden zugunsten der Aufnahme energiereicherer Nahrung mit dem

Zweck, die urspriingliche Kérpermasse wiederzuerlangen (Nisbett et al., 1973).

- Nach Reduktion ihrer Kérpermasse unter die Set-point-Kérpermasse und bei zeitlich
begrenztem Futterzugang am Tag kommt es bei Ratten zu einem mit der
Korpermassereduktion korrelierenden Horten von Futter (Cabanac und Richard,
1996).

Anorexie bzw. Adipositas werden nach der Set-point-Theorie mit einer Verschiebung des
Sollwerts zu einer niedrigeren bzw. hoheren Korpermasse erklart (Cabanac et al., 1971;
Bradley, 1978; Cabanac und Richard, 1996; Levin und Keesey, 1998).

1.3.2  Ansatze zur Definition des Ponderostats

Ein wesentlicher Kritikpunkt der Set-point Theorie liegt in der Tatsache, dass bisher kein
spezifisches RUckkopplungssignal fir die Korpermasse beschrieben werden konnte
(Berthoud, 2002; Macdonald, 2003). Die Natur des Ponderostats ist nicht bekannt. Man
konnte Sensoren in der Fulsohle (Wade, 2004 ) oder im Skelettmuskel als potentielle
Signalgeber vermuten, ahnlich den Mechanorezeptoren, die bei der Wahrnehmung von
Gelenkposition und Gelenkbewegungen eine Rolle spielen (Macdonald, 2003). Doch solche
Mechanismen sind fir die Korpermasseregulation nicht bekannt. Aus diesem Grund geht
man davon aus, dass nicht die Kérpermasse als solche reguliert wird, sondern ein eng mit
der Koérpermasse korrelierendes Kompartiment, das seinerseits durch einen die GroRe

dieses Kompartiments widerspiegelnden Faktor kontrolliert wird (Cabanac, 2001).

Die Vorstellungen uber die Regulation der Energiebilanz und folglich der Kdérpermasse
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basieren hauptsachlich auf der Weiterentwicklung zweier Theorien, der lipostatischen

Theorie von Kennedy (1953) und der glukostatischen Theorie nach Mayer (1955).

Lipostatische Theorie. Diese Hypothese geht davon aus, dass die Kérpermasse uber
einen in Korrelation zur Fettmasse sezernierten Faktor reguliert wird (Kennedy, 1953;
Hervey, 1969; Bradley, 1978; Jequier und Tappy, 1999). Es wird angenommen, das
Ponderostat sei ein Lipostat, das die Kdrpermasse indirekt Uber die Regulation der
Fettmasse kontrolliert (Bradley, 1978; Cabanac und Gosselin, 1996). Die lipostatische
Theorie stellt damit einen Erklarungsansatz fir die langfristige Regulation der Koérpermasse
dar (Mayer, 1955).

Ein prominenter Kandidat zur Unterstitzung dieser Theorie ist das 1994 identifizierte
Peptidhormon Leptin. Es wird fast ausschlieRlich vom weilen Fettgewebe in Relation zur
Grolde der Fettspeicher sezerniert (Zhang et al., 1994). Leptin vermittelt Gber die Bindung an
hypothalamische Rezeptoren vor allem im Nucleus arcuatus (ARC) die Hemmung und
Aktivierung neuronaler Signalkaskaden. Dieser Prozess fiihrt durch Hemmung der
Nahrungsaufnahme und Aktivierung des Energieumsatzes zu einer katabolischen
Stoffwechsellage und damit zu einer Korpermasseabnahme (Jequier und Tappy, 1999;
Elmquist, 2001; Ahima und Flier, 2000). Leptin erflllt somit die drei wesentlichen

Anforderungen an ein lipostatisches Signal (Seeley und Woods, 2003):
- Die zirkulierende Blutkonzentration ist proportional zur Kérperfettmasse.

- Es wird Uber die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn transportiert und interagiert im ZNS mit

Leptin-Rezeptoren.

- Es fiihrt schlieRlich zu Anderungen in der Energiebilanz durch Anderungen in der

Nahrungsaufnahme und im Energieumsatz.

Aber auch Insulin wirkt regulierend auf die Fettmasse sowie auf Nahrungsaufnahme und
Energieumsatz (Havel, 2000; Seeley und Woods, 2003). Insulin wird in Relation zur
Glukoseversorgung der p-Zellen in der Bauspeicheldrise sezerniert, und die basale
Sekretionsrate korreliert langfristig mit der Fettmasse (Seeley und Woods, 2003). Sowohl
Leptin als auch Insulin verfligen Uber Rezeptoren im Hypothalamus und nutzen ahnliche
Signalkaskaden um die Korpermasse zu regulieren (Schwartz et al., 2003; Peters et al.,
2002). Eine schematische Ubersicht tiber die postulierte Signalvermittiung von Leptin und

Insulin im Hypothalamus ist in Abb. 1-3 dargestellt.

Die lipostatische Theorie ist ebenfalls Grundlage der Set-point-Hypothese von Hervey
(1969). Er postulierte, dass die Glucocorticoidkonzentration im Blut einen Einfluss auf die

Regulation der Fettmasse und damit auf die Regulation der Kdrpermasse hat. Diese
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R > : J Nahrungsaufnahme
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der durch Leptin und Insulin vermittelten hypothalamischen

Signalkaskaden zur Regulation der Korpermasse. Leptin und Insulin aktivieren im Nucleus Arcuatus (ARC)
rezeptorvermittelt Neurone, die Proopiomelanocortin (POMC) und cocain-amphetamin-regulated transcript
(CART) co-exprimieren. a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH), ein Spaltprodukt von POMC, und
moglicherweise auch CART vermitteln durch Stimulation von Neuronen des paraventrikularen Nucleus (PVN) und
Hemmung von Neuronen des lateralen Hypothalamus (LHA) katabolische Effekte. Leptin und Insulin inhibieren
auflerdem im ARC rezeptorvermittelt Neurone, die Neuropeptid Y (NPY) und agouti-related protein (AgRP) co-
exprimieren. Auch NPY und AgRP werden im PVN und im LHA freigesetzt und vermitteln dort durch Hemmung
von Neuronen des PVN und Stimulierung von Neuronen des LHA anabolische Effekte. Katabolische Effekte
werden zum Teil von Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) und Oxytocin freisetzenden Neuronen im PVN
vermittelt; anabolische Effekte werden teilweise durch Neuronen vermittelt, die melanin concentrating hormone
(MCH) und Orexine im LHA freisetzen. + Stimulierung, - Hemmung, T Erhéhung, ¢ Reduktion, grau unterlegt:
katabolisch wirkende Neuropeptide, weily unterlegt: anabolisch wirkende Neuropeptide (modifiziert nach Woods
et al., 2003 und Berthoud, 2002).

Vermutung beruht auf der Fettldslichkeit dieser Hormone. Hervey ging davon aus, dass eine
groliere Fettmasse mehr Glucocorticoide aus dem Blut aufnehmen kann und die damit
verbundene Verminderung der Glucocorticoidkonzentration als Signal zur Hemmung der

Energieaufnahme fihrt (Hervey, 1969).

Die Freisetzung der Glucocorticoide aus der Nebennierenrinde wird durch die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinde-Achse (HPA-Achse) reguliert. Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) aus dem paraventrikuldaren Kern (PVN) des Hypothalamus
stimuliert die Freisetzung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus den corticotropen
Zellen der Hypophyse. ACTH fuhrt in der Nebennierenrinde zur Synthese und Freisetzung
der Glucocorticoide, die Uber einen negativen Rickkopplungsmechanismus auf die
Freisetzung von CRH und ACTH einwirken. CRH vermindert aber auf’erdem die
Nahrungsaufnahme, erhdht den Energieumsatz und fuhrt zu einer negativen Energiebilanz
(Rohner-Jeanrenaud et al., 1989; Rothwell, 1990; Cabanac, 2001). Diese Erkenntnis flhrte

in Anlehnung an Hervey‘s Hypothese zu der Vermutung, dass die hypothalamische
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Konzentration an CRH dem ponderostatischen Signal entspricht (Cabanac, 2001).
Hypothalamisches CRH fuhrt, vermittelt Uber die von der Fettmasse abhangige
Glucocorticoidkonzentration (hemmt CRH-Wirkung) und Leptinkonzentration (stimuliert CRH-
Wirkung), zu Anderungen in der Kdérpermasse (Cabanac, 2001; Cabanac und Richard,
1996).

Glukostatische Theorie. Dieser Theorie liegen Beobachtungen zugrunde, wonach
Nervenzellen Glukose als wichtigsten Energielieferanten fiir ihren Stoffwechsel bendtigen.
Schwankungen in der Verfigbarkeit von Blutglukose in Abhangigkeit von der
Nahrungszufuhr bzw. vom Nahrstoffverbrauch kénnen durch bestimmte Nervenzellen
(Glukose-responsive  Neuronen) registriet und durch die Beeinflussung der
Nahrungsaufnahme ausgeglichen werden (Mayer, 1955; Peters et al., 2002; Seeley und
Woods, 2003). Die glukostatische Theorie dient deshalb eher zur Erklarung der akuten, aber
nicht der langfristigen Regulation der Energieaufnahme bzw. der Energiebilanz (Mayer,
1955). Zudem wird der Einfluss der Glukosekonzentration im ZNS auf Anderungen in der
Nahrungsaufnahme als marginal betrachtet (Seeley und Woods, 2003). Daher ist die

glukostatische Theorie fur die Definition des Ponderostats nicht geeignet.

1.3.3  Alternative Hypothesen zur Kérpermasseregulation

Settling points. Wirtshafter und Davis (1977) postulierten, dass der Sollwert der
Korpermasse im Lebenslauf eines Menschen oder Tieres Anderungen unterworfen ist und
mittel- bis langfristig sogenannte settling points annimmt. Danach resultieren Anderungen in
der Kérpermasse insbesondere durch Anderung in der Energieaufnahme per se und werden
durch das Angebot und die Schmackhaftigkeit der Nahrung moduliert. Entsprechend dieses
Regulationsmodells hangt der settling point von sensorischen Stimuli, von Mechanismen zur
Erhéhung der Korpermasse (z. B. durch Regulation der Nahrungsaufnahme) sowie von
einem die Fettmasse regulierenden Rickkopplungsmechanismus ab. Allerdings erklart das
Modell nicht, welche Signale zu Veranderungen z. B. in der Nahrungsaufnahme und der
Regulation der Fettmasse und somit zu neuen settling points fihren. Cabanac interpretierte
die Regulation der Koérpermasse anhand dieses Modells als bloRe Folge eines
Gleichgewichts oder Ungleichgewichts zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch
(Cabanac, 2003).

Regulation der Energiehomdostase. Jingere Hypothesen diskutieren eine viel
komplexere Verarbeitung von Signalen sowohl aus den Energiespeichern des Korpers als

auch aus der Energie der Nahrstoffe in der zugefihrten Nahrung. Die Regulation der
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Koérpermasse wird dabei durch zentral und peripher vermittelte, redundante und miteinander
agierende Mechanismen und Signale beeinflusst (Harris, 1990; Berthoud, 2002; Seeley und
Woods, 2003). Es wird davon ausgegangen, dass nicht die Kérpermasse per se, sondern die
Energiehomdostase reguliert wird (Berthoud, 2002; Macdonald, 2003). Diese Regulation
erfullt wahrscheinlich drei Hauptfunktionen (Macdonald, 2003):

- die Entwicklung und Erhaltung der fettfreien Masse,

- die Aufrechterhaltung einer ausreichenden Versorgung des ZNS mit Kohlenhydraten

und
- die Sicherung eines fiir Reproduktion und Wachstum erforderlichen Ernahrungsstatus.

Entsprechend dieser Hypothese existiert nicht eine regulierte Set-point-Kérpermasse,
sondern eine optimale Koérpermasse bzw. eine optimale energetische Versorgung des
Organismus, bei der die genannten Funktionen erfullt werden (Macdonald, 2003). Eine
langfristig stabile Koérpermasse ist demnach das Resultat einer prazisen Regulation der

Energiebilanz.

Eine derart komplexe Regulation der Energiehomdostase widerspricht der Annahme, dass
ein einzelnes Signal zu Anderungen in der Kérpermasse fiihrt. Die Kérpermasse gilt vielmehr
als das Resultat einer ausgeglichenen Regulation von Energieaufnahme und
Energieabgabe. Abhangig von exogenen und endogenen Bedingungen (z. B. durch
zirkadiane und zirkannuale Rhythmen, Alterung, Schwangerschaft, Stillzeit etc.) werden
dabei unterschiedliche Gleichgewichtszustande erreicht und verteidigt (Berthoud, 2002).
Diese Hypothese geht in ihrer Grundidee scheinbar auf die Postulierung der settling points
zurick (Wirtshafter und Davis, 1977), schlieRt aber aktive Regulationsmechanismen
abhangig vom energetischen Versorgungszustand des Organismus sowie von der

Substratversorgung in den Zellen ein.

1.4 Der Unterschied zwischen den Geschlechtern

Genetische und hormonelle Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Organismen
lassen auch Unterschiede in der Korperzusammensetzung und im Energiestoffwechsel

vermuten.

141 Die genetische und hormonelle Ausstattung der Geschlechter

Geschlechtschromosomen. Mannliche und weibliche Zellen sind durch die
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Ausstattung mit den Geschlechtschromosomen XY bzw. XX gekennzeichnet. Die damit
verbundene unterschiedliche Genpaarung zwischen beiden Chromosomen filhrt vermutlich
unabhangig von der hormonellen Umgebung zu endogenen Unterschieden in den Zellen
(Arnold und Burgoyne, 2004). Der genetische Einfluss ist aber unabhangig vom hormonellen
Einfluss nur schwer zu untersuchen, da insbesondere mannliche Geschlechtshormone
(Androgene) schon sehr frih in der embryonalen Entwicklung auf die Maskulinisierung von

Korper und Gehirn einwirken (Birbaumer und Janig, 2000).

Geschlechtshormone. In den Gonaden werden die weiblichen (Ostrogene,
Gestagene) und mannlichen Geschlechtshormone (Androgene) synthetisiert und freigesetzt.
Das wichtigste Androgen beim Mann ist das Testosteron, das wichtigste Ostrogen bei der
Frau ist das 17p-Ostradiol. Die Rolle dieser beiden Sexualhormone in der Regulation der
Kdrpermasse ist noch nicht bis ins Detail geklart. Es wird davon ausgegangen, dass sie eher
modulierende als essentielle Funktionen zur Aufrechterhaltung der Energiehomdostase
haben (Mystkowski und Schwartz, 2000). Im Allgemeinen kénnen durch Ostradiol vermittelte
metabolische Effekte als katabolisch, durch Testosteron vermittelte Effekte als anabolisch
betrachtet werden. Dabei wirkt Testosteron vor allem auf die fettfreie Masse. Die Wirkungen
von Ostradiol auf die Energieaufnahme, den Energieumsatz und die Kérpermasse wurden
als leptinahnlich beschrieben. Es gibt einige Hinweise darauf, dass Leptin und Ostradiol auch
ahnliche Regulationsmechanismen nutzen (Mystkowski und Schwartz, 2000). Offensichtlich
spielen NPY, MCH und CRH zumindest bei der akuten Ostradiolwirkung eine Rolle. Es gibt
Hinweise, dass NPY und CRH aulerdem Testosteron vermittelte Wirkung haben
(Mystkowski und Schwartz, 2000).

1.4.2  Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Kérpermasseregulation

Frauen haben im Vergleich zu Mannern eine hdhere relative Fettmasse (Van Gaal et al.,
1999). Zudem ist das Verhaltnis von subkutanem zu viszeralem Fettgewebe sowie der
Plasma-Leptinspiegel bei Frauen hoéher als bei Mannern (Rosenbaum et al., 2001; Van Gaal
et al., 1999; Havel, 2000; Ahima und Flier, 2000). Ostradiol induzierte in vitro die Sekretion
von Leptin in weilen Fettzellen von Ratten (Machinal et al., 1999). Allerdings konnte das
erhdhte Leptin/Fettmasse-Verhéltnis bei Frauen bisher weder auf eine durch Ostradiol
stimulierte Leptinsekretion im subkutanen Fettgewebe noch auf die hdhere relative
Fettmasse im Vergleich zu Mannern zurlickgefihrt werden (Ahima und Flier, 2000;
Rosenbaum et al., 2001). Es wird vermutet, dass die geschlechtsspezifischen Leptinspiegel
durch den hemmenden Einfluss von Testosteron auf die Leptinsekretion und die Leptin-

Genexpression hervorgerufen werden (Van Gaal et al., 1999; Rosenbaum et al., 2001).
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Bedingungen, die eine negative Energiebilanz provozieren (z. B. Nahrungsentzug,
gesteigerte korperliche Aktivitat), filhren zu geschlechtsspezifischen Anderungen in der
Energiehomdostase. Weibliche Saugetiere zeigen unter solchen energiefordernden
Bedingungen eine effizientere Energieverwertung mit geringeren Anderungen in der
Kdérpermasse im Vergleich zu mannlichen Tieren (Cortright und Koves, 2000). Unter
Nahrungsentzug nutzen weibliche Ratten eher Energie aus dem Abbau von Koérperfett als
von Protein. Sie schiitzen damit ihre fettfreie Masse starker als die Mannchen, die unter
diesen Bedingungen ihre Energie vor allem aus dem Proteinabbau gewinnen (Cortright und
Koves, 2000). Das fihrt auRerdem zu einer geringeren Koérpermasseabnahme im Vergleich
zu mannlichen Ratten, da der massenspezifische Energiegehalt von Fett héher ist als der
von Protein. In Untersuchungen am Menschen flihrte eine akute Erh6hung der Aktivitat bei
Frauen zu einem niedrigeren respiratorischen Quotienten, der ebenfalls auf eine verstarkte
Verstoffwechselung von Fett zur Energiegewinnung und damit auf eine Schonung der
Glycogenreserven hinweist (Cortright und Koves, 2000; Tate und Holtz, 1998). Manner
nutzten dagegen vor allem die Energie aus den Glycogen- und Proteinreserven (Cortright
und Koves, 2000). Ostrogen tragt wahrscheinlich signifikant zur Einsparung von Glycogen

bei Frauen unter korperlicher Aktivitat bei (Tate und Holtz, 1998).

15 Zielstellung

Die oben diskutierten Modelle zur Koérpermasseregulation berlicksichtigen vor allem
hormonelle und substratspezifische Faktoren (Verfligbarkeit von Lipiden und Glukose). Der
direkte Einfluss des Korpergewichts per se auf diese Regulation ist aber bisher kaum
untersucht worden. Es gibt jedoch Beobachtungen, die den Einfluss einer akut erhéhten

Korpermasse auf die Regulation des Korpergewichts vermuten lassen:

- Die Implantation von Telemetrie-Transpondern zur Bestimmung der
Korperkerntemperatur fihrte bei Hamstern zu einer dem Gewicht des Transponders

entsprechenden Kérpermasseabnahme (Adams et al., 2001).

- Die durch konstante Zentrifugation erzielte Schwerkrafterhohung (>1G) fihrt zu einer
Vervielfachung der Koérpermasselast auf den Organismus. Unter erhéhter Schwerkraft
kommt es akut zur Reduktion der Energieaufnahme und der Kérpermasse sowie zur
Erhdhung des Energieumsatzes. Langfristig werden Energieaufnahme und
Wachstumsrate wieder normalisiert, aber die Kérpermasse wird nicht auf das Niveau von
Kontrolltieren (Haltung unter normaler Schwerkraft von 1G) regeneriert (Warren et al.,
1997).
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Die akute Erhdhung der Korpermasse durch die Transmitterimplantation und durch die
Zentrifugation  ist  nicht mit akuten Anderungen in  einem  bestimmten
Kdérpermassekompartiment (z. B. Erhéhung in der Fettmasse) verbunden. Es scheint daher,
dass die Erhdhung der Korpermasse selbst ebenfalls einen Einfluss auf die Regulation des
Kdrpergewichts haben kénnte. Diese Vermutung geht auf die klassische Set-point-Theorie
und die Konstanthaltung der Kdrpermasse als solche und nicht als Folge einer lipostatischen

Regulation zurlick.

Zur Untersuchung dieses Einflusses ist es notwendig, die Korpermasse kinstlich zu
verandern. Um die Koérpermasse jedoch unabhangig von der Veranderung metabolischer
Parameter zu manipulieren, die mit Anderungen in der Korperzusammensetzung
einhergehen, kommt eine diatinduzierte ErhOhung der Korpermasse oder eine durch
Fettmasseentnahme herbeigefihrte Verminderung der Kérpermasse nicht in Betracht. Die
Belastung der Korpermasse mittels erhdhter Schwerkraft ist zwar nicht invasiv, hat aber
aufgrund der Zentrifugalkraft einen nachteiligen Einfluss auf die Verteilung der
Korperflissigkeiten. Ein unterschiedlicher Hydratisierungsgrad kann abhangig vom Zelltyp zu
intrazellularen Veranderungen in der Genexpression und damit zu Veranderungen im
gesamten Stoffwechsel flhren (Schliess und Haussinger, 2000; Weiergraber und

Haussinger, 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewichte mit einer definierten Masse implantiert (ahnlich
der vorn beschriebenen Transponderimplantation). Das ermoglichte die Erhéhung der

Korpermasse per se unabhangig von der Erhéhung stoffwechselaktiver Masse.

Um alle Versuchstiere verhaltnismalig der gleichen Belastung auszusetzen, wurde jeweils
ein Gewicht von 10% der aktuellen Koérpermasse in die Bauchhdhle implantiert. Die akute
Erhdhung der Kdrpermasse durch die Implantation dieses zusatzlichen Gewichtes sollte
entsprechend der Set-point-Theorie (vergl. Abb. 1-2) zu einer 10%igen Verminderung der
biologischen Kdrpermasse (BKM) fihren, um die Gesamt-Kérpermasse (BKM+ implantierte

Masse) auf das Niveau der Ausgangsmasse zu regenerieren.
Dieses Versuchmodell diente bei der Maus zur Untersuchung folgender Hypothesen:

1. Eine kinstliche Erhdhung der Kérpermasse per se wird durch Reduktion der BKM bis

zum Wiedererreichen der Ausgangsmasse kompensiert.

2. Aufgrund der effizienteren Energieverwertung zur Aufrechterhaltung der Koérpermasse
unter negativer Energiebilanz ist die Regulation der Kdérpermasse entsprechend eines
gewichtsspezifischen Set-points bei weiblichen Mausen starker ausgepragt als bei

mannlichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell und Haltung

Mannliche und weibliche Mause vom Stamm FVB (FVB/NTac@Bom)

wurden im Max-Rubner-Laboratorium des Deutschen Instituts fur Ernahrungsforschung

Zucht und Haltung.

gezuchtet (inbred). Ein Teil der im Kurzzeitversuch (s. Kap. 2.2) verwendeten Tiere stammte
aus der Tierzuchanstalt M&B A/S Ry in Déanemark. Alle Mause wurden unter
Standardbedingungen gehalten (s.Tab. 2-1 und Tab. 2-2).

Auswabhlkriterien. Mause stellen ein gebrauchliches Tiermodell zur Untersuchung von
Stoffwechselvorgangen am Gesamtorganismus dar. Sie sind zudem hinsichtlich Zucht- und
Haltungsbedingungen fur die Durchfihrung von Tierversuchen geeignet, die eine hohere
Anzahl von Individuen erfordern. Mause waren insbesondere fir diesen Versuch geeignet,
weil die Kérpergrofie der Mause das Design von Implantaten mit einem geeigneten Masse-
Volumen-Verhéltnis (Masse von ca. 2-4g bei einer GréRe von ca. |=1,4cm, d=0,8cm)

ermaoglichte.

2.2  Versuchsdesign

In zwei Teilversuchen wurden chronische Effekte (Langzeitversuch, LZV) und akute Effekte
(Kurzzeitversuch, KZV) auf die Energiebilanz infolge einer klnstlichen Erhéhung der
Kdrpermasse untersucht. Abbildung 2-1 zeigt eine schematische Ubersicht der beiden
Teilversuche. Der LZV umfasste den Zeitraum von 14 Wochen, der darauffolgende KZV den
Zeitraum von zwei Wochen nach der Implantation. In den Teilversuchen wurden folgende

Parameter bestimmt:

Tab. 2-1: Haltungsbedingungen der Mause.

Haltungsbedingungen

Licht-Dunkel-Regime 12:12
(Licht 6-18 Uhr)

Lufttemperatur 25°C
Luftfeuchte 50-60%
Standardfutter/Wasser ad libitum
Haltung

Mannchen einzeln

Weibchen - zu zweit/einzeln (LZV)

- einzeln (KZV)

LZV=Langzeitversuch, KZV=Kurzzeitversuch (s. Kap. 2.2)
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Tab. 2-2: Zusammensetzung des Standardfutters Altromin 1324 (pellets) It. Herstellerangaben
(www.altromin.de).
Inhaltsstoffe Gehalt im Futter
Altromin 1324 (%, w/w)
Rohprotein 19,0
Rohfett 4.0
Rohfaser 6,0
Rohasche 7,0
Exft';zllftstoﬁe 50,0
Wasser 13,5

Das Futter war zusatzlich bedarfsgerecht mit
Mineralstoffen, Spurenelementen und Vitaminen
supplementiert.

- Korpermasse und Energieaufnahme (s. Kap. 2.4),
- Kdérperzusammensetzung mittels Réntgenabsorptionsmessung (s. Kap. 2.5),

- Parameter des Energieumsatzes (Gesamt-Energieumsatz, Ruheumsatz, physical

activity level, respiratiorischer Quotient) mittels indirekter Kalorimetrie (s. Kap. 2.6),

- Serum- und Plasmakonzentrationen von Leptin und Corticosteron (s. Kap. 2.7.3
und 2.8),

- Genexpression von Leptin und der Entkopplerproteine UCP1 und UCP3 (s. Kap.
2.7.3und 2.9)

Beide Teilversuche begannen mit einer dreiwdchigen Vorlaufphase zur physiologischen

Charakterisierung der Versuchstiere unter basalen Bedingungen.

Die Implantation der Gewichte erfolgte zum Zeitpunkt O (Alter der Mause: LZV - 7 Monate,
KZV - 4 Monate). Am Implantationstag wurden die Mause zufallsartig drei Versuchsgruppen

zugeordnet und einer Operation unterzogen:

- Schein-Operation (SO), keine Implantation, Operation unter gleichen Bedingungen

wie bei der Implantation (zur Kontrolle von Einflissen durch die Operation),

- leichte Implantate (LO, low weight), Implantation eines Gewichtes mit einer Masse
von 2-3% der Kdrpermasse von gleicher Gro3e wie das schwere Implantat (zur

Kontrolle von Einflissen durch das zusatzliche Volumen des Implantats),

- schwere Implantate (HI, high weight), Implantation eines Gewichtes mit einer

Masse von ca. 10% der Kérpermasse von gleicher Grolie wie das LO.


http://www.altromin.de)/
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Langzeitversuch.  Die Mause waren zum Zeitpunkt der Gewichtsimplantation sieben
Monate alt. Nach der Implantation erfolgten zwei- bis dreimal wdchentlich Messungen von
Kdérpermasse und Futteraufnahme. Jeweils nach zwei und 12 Wochen wurde der
Energieumsatz bei 4-6 Mannchen und Weibchen pro Gruppe an zwei aufeinanderfolgenden

Tagen gemessen. Zum Zeitpunkt der Implantation und 14 Wochen danach erfolgte die

A Langzeitversuch (LZV)

< »
- Ll
Korpermasse, Energieaufnahme

\J

Wochen -3 -2 0 2 12 14
SO

LO (2-3%)

Energie- Energie- Energie-|
umsatz KZus| umsatz umsatz KZus
Gewichts- Gewichts-
implantation entnahme

(Alter 7 Monate)

B Kurzzeitversuch (KZV)

A
\/

Energieumsatz

- >
Koérpermasse, Energieaufnahme
/. »
Tage 2142 0 3 10 14 w
A A
SO
LO (2-3%)
Kzus Kzus Kzus Kzus
Genexp. Genexp Genexp Genexp
Blut Blut Blut Blut
Gewichts-
implantation

( Alter 4 Monate)

SO = Tiere wurden einer Schein-Operation unterzogen
LO = Tiere erhielten ein leichtes Implantat (low weight) mit einer Masse von 2-3% der Kérpermasse
HI = Tiere erhielten ein schweres Implantat (high weight) mit einer Masse von 10% der Kérpermasse
Energie- = Messung der Parameter des Energieumsatzes mit indirekter Kalorimetrie (s. Kap.2.6.4)
umsatz - LZV: Uber jeweils zwei aufeinander folgende Tage
- KZV: Uiber 16 Tage (Tag —2 bis 14 nach Implantation)
Blut = Blutentnahme aus dem retrobulbaren Venenplexus (s. Kap. 2.7.3)
Kzus = Messung der Kérperzusammensetzung mit Rontgenabsorptionsmessung (DEXA, s. Kap. 2.5.2)

Genexp. = Gewebeentnahme zur Untersuchung der Genexpression in verschiedenen Geweben (s. Kap. 2.7.3)

Abb. 2-1: Schematische Ubersicht der durchgefihrten Tierversuche im Langzeitversuch (A) und im
Kurzzeitversuch (B).
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Bestimmung der Korperzusammensetzung. Danach wurden alle Tiere mit Kohlendioxid

getdtet und entsorgt.

Kurzzeitversuch.  Die Mause waren zum Zeitpunkt der Gewichtsimplantation vier Monate
alt. Nach der Implantation wurden taglich Kérpermasse und Energieaufnahme gemessen.
Jeweils 9-10 Mannchen und Weibchen pro Gruppe wurden zum Implantationszeitpunkt (Tag
0) bzw. drei, zehn und 14 Tagen danach getotet. Vor jeder Implantation und Tétung wurde
bei jedem Tier die Korperzusammensetzung bestimmt. Von den am Tag 14 getdteten
Mausen wurden jeweils sechs Mannchen und Weibchen pro Gruppe fir den gesamten
Versuchszeitraum von 2 Wochen nach der Implantation in der indirekten Kalorimetrie
gehalten (Bestimmung des Energieumsatzes). Am Versuchsende wurden alle Mause unter
Narkose entblutet (Gewinnung von Plasma und Serum), durch Dekapitierung getétet, und es
wurden verschiedene Gewebe zur Untersuchung der Genexpression entnommen (s. Kap.
2.7.3).

2.3 Gewichtsimplantate

Die Implantate bestanden aus einem zylindrischen Kernstlick mit einer Abmessung von 1,4
cm Lange und 0,8 cm Durchmesser, das von einer Wachshiille (Elvax Wax, Minimitter Co.,
Sunriver, OR, USA) umgeben war. Das Kernstlick der leichten Implantate bestand aus

einem Stlick Plastikschlauch. Das Kernstlck der schweren Implantate bestand aus einem

Abb. 2-2: Gewichtsimplantat mit einer narkotisierten Maus zum GroRenvergleich.
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kurzen Metallzylinder mit unterschiedlich starker Ausbohrung, um verschiedene Massen zu
erhalten. Die Kernstiicke wurden mit Watte gefullt und nummeriert, sodass die Zahlen durch
das Wachs noch sichtbar waren. Die Nummerierung war erforderlich, um spater bei der
Implantation schnell ein passendes Gewichtsimplantat flr die entsprechende Kdrpermasse
der Tiere zu ermitteln. Die so vorbereiteten Kernstlicke wurden kurz in erwdrmtes Wachs
getaucht und nach dem Erkalten so bearbeitet, dass die Oberflache geschlossen und glatt

war. Abbildung 2-2 zeigt ein Implantat zum GréRenvergleich mit einer narkostisierten Maus.

2.4 Koérpermasse und Energieaufnahme

Kérpermasse und Futteraufnahme wurden regelmafig durch Wiegen bestimmt (Waage BP
2100, Sartorius AG, d=0,1g). Vor der Implantation erfolgte die Messung ein- bis zweimal
wdchentlich, danach zwei- bis dreimal wochentlich immer vormittags zwischen 8 und 11 Uhr.
Tiere und Futter wurden in einer auf der Waage befindlichen Schale gewogen. Zum Wiegen
der Tiere wurde eine Sonderfunktion der Waage benutzt, die aus zehn hintereinander
gemessenen Werten einen Mittelwert ermittelt. Das ermdglichte eine sehr genaue

Bestimmung der Kérpermasse auch dann, wenn sich das Tier bewegte.

Die tagliche Futteraufnahme wurde durch Differenzwagung bestimmt. Die Differenz der
Futtereinwaage zweier aufeinanderfolgender Messungen (Mguer1, Mrutter2), geteilt durch die
Anzahl der Tage zwischen den beiden Messungen, ergab die tagliche Futteraufnahme
(g/Tier/d, s. Gl. 2-1 und 2-2). Zur Berechnung der Energieaufnahme wurde die Menge des
aufgenommenen Futters mit dem Energiegehalt des Futters (Eruter) multipliziert (Gl. 2-3), der

vorher mittels Bombenkalorimetrie bestimmt wurde (s. Kap. 2.4.2, Energiegehalt s. Tab. 2-3).

Futteraufnahme (g/Tier/d) = — utert” MPutter2 (9) Gl. 2-1)

Anzahld.Tage (Futter1 - Futter 2)

(Kalkulation fir einzeln gehaltene Mannchen und Weibchen)

Futteraufnahme (g/Tier/d) = MFutert - MFuter? (Q) Gl. 2-2)

Anzahld.Tage (Futter 1 - Futter2) * 2

(Kalkulation fir Weibchen, die zu zweit gehalten wurden.)

Energieaufnahme (kJ/Tier/d) = Futteraufnahme (g/Tier/d) * Erutter (kJ/Q) (GI. 2-3)
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241 Energieaufnahme wahrend der Energieumsatzmesssungen
Langzeitversuch. Im Respirationskafig wurde das Futter als gekochtes Schrotfutter

angeboten, das die gleiche Zusammensetzung wie das Pellet-Futter hatte. Um eine breiige
Konsistenz des Futters zu erreichen, wurde das Schrot im Verhaltnis 1:3 mit Leitungswasser
gekocht (Feuchtfutter). Nach jedem Messtag wurde nicht verzehrtes Futter aus dem Kafig
gesammelt und zurlickgewogen. Die Differenz aus Futtereinwaage (Mgyters,) und
Futterrickwaage (meuerz) @am néchsten Tag ergab die Aufnahmemenge des gekochten
Schrotfutters fur einen Tag (Futteraufnahmeegeychirutier in g/Tier/d) entsprechend Gl. 2-1 und 2-
2. Um die Futteraufnahme im Respirationskafig (Futteraufnahmegeychiruer) mMit der im
Standardkafig (Futteraufnahmerockentutter) VErgleichen zu kénnen, musste zur Berechnung der
entsprechenden Aufnahme von Trockenfutter das Mischungsverhaltnis mit Wasser

berlcksichtigt werden:
Futteraufnahmereuchtfutter (g/Tier/d)

Futteraufnahmertrockentutter (g/Tier/d) = 3 (GI. 2-4)

Die Berechnung der aufgenommenen Energie erfolgte entsprechend Gl. 2-3.

Kurzzeitversuch. Alle Mause wurden einzeln in Standardkafigen gehalten, die in die
Anlage der indirekten Kalorimetrie integriert waren. Diese Kafige waren mit einer Futterraufe
ausgestattet, in der normales Pellet-Futter angeboten werden konnte. Die Berechnung der

aufgenommenen Energie erfolgte entsprechend Gleichungen 2-1 und 2-3.

2.4.2 Bestimmung des Energiegehaltes im Futter (Bombenkalorimetrie)

Messprinzip. Die zu messende Substanz wird unter reinem Sauerstoff quantitativ
verbrannt. Die dabei frei werdende Warme wird an das die Bombe (Druck- und
Aufschlussgefall) umgebende Wasser abgegeben und als Erhéhung der Wassertemperatur
gemessen. Fir die Messung stand ein Kalorimeter (Modell C5003 adiabatic, IKA®-
Labortechnik) mit adiabatischem Messprinzip zur Verfliigung. Dies gewahrleistet, dass die
gesamte Warme nur auf das Wasser und nicht auf dessen Umgebung ubergeht, indem die
das Wasser umgebenden Isolierschichten auf die momentane Wassertemperatur erwarmt

werden.

Durchfiihrung. Fir jede Messung wurde ca. 1 g der Futterproben in einen
Quarztiegel eingewogen, in die kalorimetrische Bombe platziert und automatisch geziindet.
Die Temperaturerhbhung des Wassers (AT) diente der Berechnung des Brennwertes Hg

(Energiegehalt) der untersuchten Substanz in J/g:
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C (J/K)* AT (K)- QF (J)
m(g)

Ho (J/g) = (Gl. 2-5)

C = Warmekapazitat des Kalorimetersystems (erforderliche Warmemenge,
um die Temperatur des MefRsystems um 1K zu erhéhen)

AT = gemessene Temperaturerhbhung des Kalorimetersystems

QrF = Summe aller Fremdenergien (Brennwerte der Ziindhilfsmittel Draht und
Wollfaden, chemische Reaktionen)

m = Einwaage der zu bestimmenden Substanz

Tab. 2-3: Energiegehalt der Futterproben (Vierfachbestimmung, Bombenkalorimetrie).

Futterprobe Energiegehalt (kJ/g)

pellett-Futter 17,51

Schrotfutter

(Kalorimetrie im LZV) 17,53

2.5 Korperzusammensetzung

Die Korperzusammensetzung wurde mittels Rontgenabsorptionsmessung (DEXA, dual-
energy x-ray absorptiometry) untersucht. Mit DEXA konnen Knochendichte, fettfreie Masse
und Fettmasse gemessen werden. Die Rdntgenabsorptionsmessung wird sowohl fir die
Untersuchung am Menschen als auch an Versuchstieren genutzt. Der Vorteil besteht in der
wiederholten Anwendbarkeit dieser nicht invasiven Messung aufgrund der Unschadlichkeit
der sehr geringen Rontgenstrahlung. So ist im Vergleich zur klassischen chemischen
Analyse der Kdrperzusammensetzung (s. Kap. 2.5.3.1) keine Tétung von Versuchstieren
notwendig. Damit ist sie fur die Durchflhrung von Langzeitstudien geeignet. Fir die
Messungen stand ein speziell fur die Analyse von Mausen bzw. Kleinsaugern entwickeltes

Gerat zur Verfigung (Lunar PIXImus, Lunar Corporation, Madison, WI, USA).

2.5.1 Messprinzip

Réntgenstrahlung wird in  Abhangigkeit von der durchdrungenen Korpersubstanz
unterschiedlich stark absorbiert. Knochengewebe absorbiert stark, knochenfreie Masse
schwacher. Diese Eigenschaft wird bei der Bestimmung der Korperzusammensetzung nach
der DEXA-Methode ausgenutzt. Wahrend der Messung wird das Tier von Rdntgenstrahlung
zweier unterschiedlicher Energieniveaus durchdrungen (kegelformiges Strahlenbundel, <

250mR/Messung), und die nicht absorbierte Strahlung wird durch einen stationdren
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Strahlendetektor unterhalb des Tieres gemessen. Mit Hilfe mathematischer Algorithmen
werden Menge und Art der Koérpersubstanz in jedem aufgenommenen Pixel berechnet,
wobei die knochenfreie Masse aulRerdem in Fettmasse und fettfreie Masse unterteilt wird
(Grier et al., 1996; Jebb et al., 1996).

Zur Kalibrierung des Gerates dient ein etwa mausgroRes, sogenanntes Phantom. Es besteht
aus unterschiedlich dicken Aluminiumschichten (Simulierung der Knochenmasse) und
unterschiedlichen Anteilen von Acryl und Aluminiumsulfit (Simulierung der knochenfreien

Masse).

Die Software des PIXIlmus berechnet folgende Parameter. Knochendichte (BMD: bone
mineral density; g/cm?), Masse der Knochenmineralien (BMC: bone mineral content; g),
Knochenoberflache (area; cm?), Kérpermasse (g), fettfreie Masse (FFM; g) und Fettmasse
(FM; g, %). Fur die dargestellten Versuche wurden Messwerte der fettfreien Masse und der

Fettmasse bericksichtigt.

2.5.2  Durchfiihrung der Messungen

Wahrend der vierminitigen Messung lagen die Tiere auf einer speziell gekennzeichneten
Unterlage, sodass der ganze Korper von den Réntgenstrahlen erfasst werden konnte. Zur
Ruhigstellung war eine Narkose (Ketamin/Rompun bzw. Chloralhydrat) notwendig (s. Kap.
2.7.1). Sie wurde stets so dosiert, dass sie fur nachfolgende Behandlungen (Implantation

bzw. Blutentnahme) noch wirksam war.

Das Messgerat war so programmiert, dass pro Tier jeweils vier Messungen erfolgten, die am
Ende gemittelt und gemeinsam mit einem Réntgenbild am Bildschirm ausgegeben wurden.
Die Software des PIXImus ermdglichte die Nachbearbeitung der Messergebnisse, indem
bestimmte Koérperregionen flir die Berechnung ein- oder ausgeschlossen werden konnten.
Da viele Tiere langer waren, als es das Messfenster erlaubte, wurde der Schadel aus der

Messung fiir alle Tiere ausgeschlossen (Nagy und Clair, 2000).

2.5.3  Versuche zur Validierung der Messungen

Messungen zur Fettbestimmung mit dem PIXImus wurden in einem zusatzlichen Versuch mit
Werten aus der als Gold-Standard angesehenen Fettextraktion verglichen (Helrich, 1990). In
diese Untersuchungen wurden mannliche (n=29) und weibliche (n=17) Mause

(FVB/NTac@Bom) einbezogen. Nach Bestimmung der Kérpermasse (KM) wurden die Tiere
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mit Ketamin/Rompun (s. Kap. 2.7.1) narkotisiert und mit dem PIXImus gemessen (s. Kap.
2.5.2). Danach wurden sie mit Kohlendioxid getdtet und bis zur weiteren Ganzkdrperanalyse

bei —20°C separat gelagert.

2.5.3.1 Chemische Analyse der Fettmasse

Prinzip. Aus trockenem Tierhomogenat (Karkass) wird das Fett extrahiert.
Anhand der Massedifferenz des Homogenats vor und nach Fettextraktion kann der

Fettgehalt des Tieres berechnet werden.

Karkassierung. Die gefrorenen Tiere wurden aufgetaut und nach Zusatz von 10-15 ml
5%iger Salzsaure fur 3 Stunden bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkihlen wurde der
Karkass gewogen (mkak) und homogenisiert (Ultra-Turrax T25, IKA®-Labortechnik). Das
Homogenat wurde erneut eingewogen (Myomnass) UNd Uber 2-3 Tage lyophilisiert (Modulyo
4K, Edwards). Das trockene Homogenat (Muom.trock) WUrde dann bis zur weiteren Analyse
luftdicht verschlossen aufbewahrt. Die absolute Trockenmasse eines Tieres (TMrier) Wurde

nach Gleichung 2-6 bestimmt.

TMrier (g) = Mikark () * o™= 7% (9) (Gl. 2-6)

MHom - nass (g)

Fettextraktion. Mittels Soxhlet-Apparatur und Petroleumether (Benzin 40-60, Carl
Roth GmbH & Co) als Extraktionsmittel wurde das in den Proben enthaltene Fett extrahiert.
Dazu wurden jeweils 2 g einer Karkassprobe in getrocknete (4 h, 110°C, Hereaus T6060,
Kendro Laboratory Products, Hanau) Faltenfilter eingewogen und bis zur Gewichtskonstanz
(ca. 4 h, 110°C) getrocknet (TMkarkass). Danach erfolgte die Fettextraktion Gber 6 Stunden bei
ca. 60 - 70°C. Wahrenddessen Ioste sich das Fett aus der Probe heraus und reicherte sich
im Extraktionsmittel an. Die so entfettete Probe (TMkarkass entt) Wurde erneut bis zur
Gewichtskonstanz (ca. 4h, 110°C) getrocknet. Die Massendifferenz der eingewogenen
Karkassprobe vor und nach der Extraktion entspricht der Fettmasse in der Karkassprobe
(FMkarkass, S- Gl. 2-7)

FMkarkass () = TMkarkass () — TMKarkass entf.(Q) (Gl. 2-7)
Die Fettmasse des Tieres (FMri,) errechnete sich nach Gleichungen 2-8 und 2-9.

FMrier (g) = TMTier () * M (Gl. 2-8)
TMKarkass (g)
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FMtier (g) *100
KM(g)

FMrTier(%) = (Gl. 2-9)

2.5.3.2 Ergebnisse der Validierung

Die chemische Kdérperfettbestimmung mittels Petroletherextraktion und die Bestimmung der
Korperfettmasse mittels DEXA wurden durch zwei statistische Verfahren miteinander

verglichen:
- mittels Korrelation zur Einschatzung der Validitat der beiden Methoden.

- mittels Bland-Altman-Plot, um die Aussage Uber quantitative Unterschiede der

Messmethoden zu ermdéglichen (Bland und Altman, 1999).

Abbildung 2-3A zeigt, dass die mit beiden Methoden gemessenen Messwerte flir die
Fettmasse sehr gut miteinander korrelieren (rpearson=0,9886, p<0,001). Das bedeutet, dass
Unterschiede im Fettgehalt zwischen den Tieren mit beiden Methoden gleich genau erfasst
werden. Im Bland-Altman-Plot (Abb. 2-3B) ist die Differenz aus der Fettbestimmung mittels
Soxhlet und mittels DEXA (y-Achse) gegen den mittleren Fettgehalt aus beiden
Messmethoden (x-Achse) aufgetragen. Der mittlere Fettgehalt dient als geschatzter
Richtwert fir den wahren Fettgehalt, der wahrscheinlich zwischen den Einzelmesswerten der

beiden Methoden liegt. Anhand der Punkteverteilung kann bei einem bestimmten Fettgehalt

A Korrelation B Bland-Altman-Plot
25+ 5-
y=1,17*x-0,05 . °
a 20 'Pearson =0,9886 a 4
2 p <0,001 = 4 o 1 086
% 154 g o ’
& = 2 © o
© © mannl 4 o
w104 o % 1 < O °
e webl. o “wRe J QPP 0 s
5- =R I T _
w -1,96s
0 -1-
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
FettSOXhlett (g) Fett(soxwem DEXA) (g)
Abb. 2-3: Methodenvergleich zur Bestimmung der Fettmasse mittels Korrelation (A) und Bland-Altman-Plot

(B). Daten von Mannchen und Weibchen sind unterschiedlich markiert, wurden aber gemeinsam in die
Berechnungen einbezogen. In (A) ist zum Vergleich die Regressionsgerade fiir die Ubereinstimmung der beiden
Methoden dargestellt (y=x, gestrichelte Linie). Der Bland-Altman-Plot zeigt die mittlere Fettmassedifferenz
zwischen beiden Methoden (fette Linie), die Begrenzung des Ubereinstimmungsintervalls (diinne Linien) sowie
zum Vergleich die Nulllinie (gestrichelte Linie), die einer Ubereinstimmung des Fettgehalts aus beiden Methoden
entsprache. Nahere Erlauterungen s. Text.
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die Differenz zwischen beiden Methoden an der y-Achse abgelesen werden. Der Mittelwert
der Differenz ist durch eine fette Linie gekennzeichnet und liegt bei 0,99 g.
Dementsprechend wird durch die Fettbestimmung mit dem PIXImus der Fettgehalt im
Vergleich zur Fettextraktion im Mittel um ca. 1 g Uberschéatzt. Die dinnen Linien bezeichnen
den Bereich des sogenannten Ubereinstimmungsintervalls, in dem 95% der Differenzen aus
beiden Methoden liegen (Bland und Altman, 1999). Es umspannt einen Bereich von —0,66 g
bis 2,64 g und ist damit relativ gro3. Das liegt daran, dass einige wenige Werte starker um
die mittlere Differenz der Fettmasse aus beiden Messmethoden streuen. Anhand der Form
der Punktewolke im Bland-Altman-Plot wird ersichtlich, dass es sich bei diesen Werten im
wesentlichen um Werte von Tieren mit einer hohen Fettmasse handelt. Offensichtlich
verschlechtert sich die Korrelation der beiden Methoden mit hoherer Fettmasse, da die mit
dem PIXImus gemessene Fettmasse noch starker Uberschatzt wird. Die im LZV und KZV
untersuchten Mause hatten mit dem PIXImus gemessene Fettmassen von 2,1 - 10,7 g bei
den Mannchen und 1,5 - 7,9 g bei den Weibchen. Diese Fettmassen liegen im Bland-Altman-
Plot in dem Bereich, der eine geringere Wertestreuung um die mittlere Differenz der
Fettmasse aus beiden Messmethoden aufweist, und in dem der gemessene Unterschied in

der Fettmasse zwischen DEXA und chemischer Analyse immer annahernd gleich grof ist.

Eine Uberschatzung des Fettgehalts durch die Messung mittels DEXA im Vergleich zur
chemischen Analyse ist mehrfach berichtet worden (Jebb et al., 1996; Nagy und Clair, 2000;
Rose et al., 1998). Das hat mehrere Ursachen. Zum einen werden durch Petrolether vor
allem Triglyzeride nicht aber andere polare Lipide (z. B. Phospholipide, Sphingolipide)
extrahiert (Nagy und Clair, 2000). Triglyzeride machen jedoch den Grofteil der Fettmasse
von ca. 83% aus (Comizio et al., 1998) und sind deshalb ein geeigneter Parameter, den
Korperfettgehalt zu bestimmen. Zum anderen liegt der Messung mittels DEXA ein
grundsatzlich anderes Messprinzip zugrunde, was mehrere Annahmen einschliet. Zum
einen kann das Messsystem nur zwischen zwei Komponenten pro Pixel unterscheiden,
zwischen Fettmasse oder fettfreier Masse in knochenmassefreien Bereichen oder zwischen
Knochenmasse und knochenfreier Masse. Dementsprechend muss die Zusammensetzung
der knochenfreien Masse in Bereichen mit Knochen berechnet werden. Dabei wird davon
ausgegangen, dass die Strahlenabsorption der Uber und unter den Knochen befindlichen
Masse der knochenfreien Masse neben dem Knochen entspricht. Die Uber und unter den
Knochen befindliche knochenfreie Masse wird so interpoliert (persénliche Kommunikation mit
Lunar Corporation). Zum anderen kdnnte die Kalibrierung des Gerates einen Einfluss auf die
Fettbestimmung haben. Das zur Kalibrierung des PIXImus-Gerates genutzte Phantom
besteht aus Materialien, deren Zusammensetzung durch Kalibrierungsstudien erstellt wurde.

Daraus konnten systematische Fehler bei der Fettmassebestimmung resultieren (Nagy und



Material und Methoden

24

Clair, 2000).

Aus diesen Untersuchungen wird ersichtlich, dass die Messung mittels DEXA die Fettmasse
im Mittel um ca. 1 g gegeniber der Bestimmung mittels Petroletherextraktion Gberschatzt.
Dieser Unterschied ist jedoch in einem Bereich von ca. 0-10 g Fett pro Tier (s. Abb. 2-3B)
relativ konstant. Fiir die durchgefiihrte Studie war es wichtig, Anderungen nach der
Gewichtsimplantation immer am gleichen Tier untersuchen zu kénnen. Da die Fettmasse der
Versuchstiere nicht Uber dem genannten Bereich lagen, war es mit dem genutzten DEXA-
Gerat mdglich, Anderungen in der Fettmasse im Verlauf der Gewichtsimplantation zu
bestimmen. Flr die Messung der absoluten Fettmasse ist die DEXA-Methode jedoch nicht

geeignet (Rose et al., 1998).

2.6 Energieumsatzmessungen

2.6.1  Grundlagen

Der Energieumsatz wurde mit der indirekten Kalorimetrie im offenen System bestimmt. Dabei
wird die vom Korper abgegebene Energie nicht direkt in Form von Warme (direkte
Kalorimetrie), sondern indirekt Uber den Sauerstoffverbrauch und die Anreicherung von
Kohlendioxid in der ausgeatmeten Luft gemessen. Das ist mdglich, weil die Kérperzellen ihre
Energie unter Normalbedingungen vorrangig aus dem oxidativen Abbau der Nahrstoffe aus
der Nahrung bzw. der gespeicherten Energie (Kohlenhydrate bzw. Glycogen, Fette,
Proteine) gewinnen und zu Kohlendioxid, Wasser, Warme und mechanischer Arbeit
umsetzen (Grote, 2000; Noack, 1995). Durch Einspeisung der Abbauprodukte der
Makronahrstoffe in den Zitratzyklus und die Atmungskette produzieren die Mitochondrien
beim Prozess der oxidativen Phosphorylierung Adenosintriphosphat (ATP), den wichtigsten
Energielieferanten fir samtliche Stoffwechselvorgange. Da das energiereiche ATP
hauptsachlich durch den oxidativen Abbau der Nahrstoffe gebildet wird und die
Speicherkapazitat des Korpers flr Sauerstoff sehr gering ist, korreliert die Menge des

verbrauchten Sauerstoffs sehr gut mit der Energie- bzw. Warmeproduktion (Schutz, 1995).

Die indirekte Kalorimetrie ermdglicht aus der Messung von verbrauchtem Sauerstoff (VO,)
und dem bei der Oxidation der Nahrstoffe produzierten Kohlendioxid (VCO;) und Harn-
Stickstoff (Nex) die Berechnung der produzierten Energie- bzw. Warmemenge. Die Grundlage

der Berechnung des Energieumsatzes (EU) bildet die Gleichung von Weir (1949):
EU(kd)=a*VO2 (I)+b*VCO2 (I)—c *Nex(g) (Gl. 2-10)

Die Koeffizienten dieser Gleichung unterscheiden sich geringfligig zwischen verschiedenen
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Autoren je nach Versuchsobjekt (Mensch oder Tier) und Verwendung unterschiedlicher
Bezugssubstanzen fiur die Oxidation der drei Hauptnahrstoffe (Frenz, 1999; Jequier und
Felber, 1987; Schutz, 1995). Die Weir-Gleichung ist nur bei Annahme bestimmter
Voraussetzungen gultig. Dazu zdhlen u. a. ausgeglichene Bicarbonat-Speicher, stabile
hamodynamische und metabolische Bedingungen und ausreichend lange Messzeitraume,
um verlassliche Werte flr VO,, VCO; und Ng, zu erhalten (Schutz, 1995). AuRerdem gelten
samtliche Formeln, die gemessene Volumina von O, und CO, einbeziehen nur fir Gase
unter Normalbedingungen (Temperatur: 273K, Luftdruck: 760 Torr, Luftfeuchte: 0%), sodass
die gemessenen Volumina vor dem Einsetzen in die Gleichungen auf Normalbedingungen

umgerechnet werden missen (Lentner, 1981).

Fir die hier beschriebenen Messungen wurde die Gleichung von Frenz (1995) zur
Berechnung des Energieumsatzes genutzt, deren Koeffizienten fur die Messung von Ratten
ermittelt wurden, aber auch fir andere Tierspezies anwendbar ist (Hoffmann und
Schiemann, 1980) (Gl. 2-11):

EU (kJ)=16,17 * VO2 (1) + 5,03 * VCO2(1) - 5,98 * Nex(g) (Gl 2-11)

Das Verhaltnis von CO,-Abgabe und O,-Aufnahme wird als respiratorischer Quotient (RQ)
bezeichnet (Gl. 2-12). Er ist abhangig von der Art der oxidierten Nahrstoffe und dient zur

Abschatzung ihres Anteils am Energieumsatz.

VCO:2
RQ=
VO2

(Gl. 2-12)

Bei reiner Kohlenhydratverbrennung betragt der RQ 1,00, bei reiner Fettverbrennung 0,70
bei reiner Eiweillverbrennung 0,81. Nur unter bestimmten Bedingungen wird der normale
Bereich des RQ von 0,70 bis 1,00 unterschritten (vermehrter Fett- und Proteinabbau durch
verminderten Glukose-Stoffwechsel bei Diabetes oder Fasten) bzw. Uberschritten

(Kohlenhydratmast, akute Hyperventilation) (Ulmer, 2000).

Die Messung des verbrauchten Sauerstoffs hat den gréfiten Einfluss auf den Energieumsatz
(73 - 80%; Frenz, 1999; Schutz, 1995) und muss deshalb so genau wie mdéglich erfolgen.

Der Sauerstoffverbrauch VO, setzt sich aus zwei Gro3en zusammen:
VO2 = (VO2in — VO2zaus) + AVO2/At (Gl. 2-13)

Dabei entspricht (VOyi, - VO24us) dem Sauerstoffverbrauch (Differenz aus dem Volumen des
in den Respirationskafig hinein stromenden Sauerstoffs, VOg,, und dem Volumen des
Sauerstoffs in der abgesaugten Luft, VO,.,s). Der Term AVO,/At beschreibt die Anderung des

Sauerstoffgehalts im Kafig in der Zeit At. Fiur die exakte Berechnung des verbrauchten
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Volumens an Sauerstoff muss bertcksichtigt werden, dass das Volumen der einstrébmenden
Luft meist grofRer als das Volumen der ausstromenden Luft ist. Das resultiert aus der
normalerweise geringeren Produktion von CO, im Vergleich zum Ox-Verbrauch bei RQ<«1
(Ausnahme: reine Glukoseoxidation, wenn VO, = VCO,). Aus diesem Grund und zur
Bertiicksichtigung der Starke des Gasflusses muss VO, mit Hilfe der Gleichung von Haldane

korrigiert werden (Jequier und Felber, 1987).

Die Anwendung der Gleichung von Haldane (Jequier und Felber, 1987) auf die Messung mit

der genutzten Anlage fuhrte zu folgender Formel fir die Volumenkorrektur von VO,:

AFO2 (Vol%) AFCO:2 (Vol%) , Fin O2 (VoI%)
100 100 100

VO2 (I/h) = F (I/h) (

Gl. 2-14
1 Fin O2 (Vol%) ( :
100
F = gemessene Flussrate
AFO2 = Og-Fraktion in einstrémender Luft minus O,-Fraktion in abgesaugter Luft
AFCO2 = CO,-Fraktion in abgesaugter Luft minus CO,-Fraktion in einstromender Luft
FinO2 = 20.94 Vol% (entspricht Sauerstoffgehalt der Luft, der als konstant
angenommen wird)
Die Menge des produzierten Kohlendioxids wurde nach Gleichung 2-15 berechnet:
AFCO2 (Vol%
VCO:2 (I/h) =F (I/h) * # (GI. 2-15)

Die Messung von VO,, VCO, und ausgeschiedenem Harnstickstoff (Ne) ermoglicht
aullerdem die Bestimmung der Oxidationsrate fur die einzelnen Nahrstoffe (Frenz, 1995;
Frenz, 1999; Jequier und Felber, 1987; Schutz, 1995). Diesen Formeln liegen wiederum
bestimmte Annahmen fir deren Gliltigkeit zugrunde (Frenz, 1999; Schutz, 1995). Da in
dieser Arbeit das Ausmald der Substratoxidation anhand des RQ abgeschatzt wurde (s. 0.),

wird hier nicht naher auf die Herleitung dieser Formeln eingegangen.

2.6.2 Berechnung von Gesamt-Energieumsatz, Ruheumsatz und Abschatzung der

Bewegungsaktivitat

Gesamt-Energieumsatz. Der Gesamt-Energieumsatz (kJ/d) wurde als Mittelwert aus
allen Einzelwerten eines Tages berechnet (Gesamt-Energieumsatz,y). Der Energieumsatz
und der Ruheumsatz hangen am starksten von der fettfreien Masse ab (Bogardus et al.,
1986). Deshalb wird der Energieumsatz zur Abschatzung von Unterschieden zwischen

unterschiedlich schweren Versuchtieren oft mit der fettfreien Masse normalisiert (kJ/g FFM).
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An jungen Ratten wurde gezeigt, dass der Energieumsatz mit der fettfreien Masse und der
absoluten Koérpermasse gleich gut korrelierte (Wiedmer et al., 2002). Deshalb wurde der
Gesamt-Energieumsatz zur Abschatzung des Einflusses unterschiedlicher Kérpermassen
zwischen Mannchen und Weibchen zusatzlich mit der Kérpermasse der Mause an dem

entsprechenden Tag normalisiert (Gesamt-Energieumsatzqg).

Ruheumsatz. Zur Erfassung des Ruheumsatz (kJ/d) diente jeweils das Mittel der
zehn niedrigsten Messwerte fir den Energieumsatz an einem Versuchstag (Klaus et al.,
1998). Auch der Ruheumsatz wurde analog zum Gesamt-Energieumsatz sowohl absolut

(Ruheumsatz,q) als auch mit der Kérpermasse normalisiert (Ruheumsatz,qq) berechnet.

Bewegungsaktivitat. Zur Abschatzung der Bewegungsaktivitat wurde der physical activity
level (PAL) berechnet. Er entspricht dem Quotienten aus Gesamt-Energieumsatz und
Ruheumsatz (s. Gl. 2-16). Je hdher der PAL ist, desto hdher ist auch der Unterschied
zwischen Ruheumsatz und Gesamt-Energieumsatz, was unter normalen Laborbedingungen

vor allem durch eine erhdhte Bewegungsaktivitat herbeigefihrt wird.

PAL = Gesamt - Energieumsatz (kJ/d) (Gl. 2-16)
Ruheumsatz (kJ/d)

2.6.3 Aufbau der Respirationsanlage

Die Anlage bestand aus sechs Respirationskafigen, einer Analyse-Einheit und einem

Computer zur Datenerfassung (schematischer Aufbau s. Abb. 2-4).

Die Respirationskafige wurden mittels Membranpumpen kontinuierlich mit Luft aus der
Klimaanlage versorgt (O.: 20,94 Vol%, CO,: 0,03 Vol%, N, 78,16 Vol%). Die Flussrate
dieser Pumpen wurde so eingestellt, dass die Gaskonzentration in den Tierkafigen moglichst
in der Mitte des Messbereiches der Gasanalysatoren (s. u.) lag und betrug ca. 32 I/h. Mit
Hilfe von Magnetventilen wurden die Kafige nacheinander fir jeweils eine Minute zur
Analyse-Einheit freigeschaltet, sodass alle sechs Minuten eine Messung pro Kéafig erfolgte.
Vor dem Einstrom in die Gas-Analysatoren wurde die Luft getrocknet (Peltier-Gas-Kduhler,
Hartmann & Braun, Frankfurt/Main) und gefiltert. Der Luftstrom gelangte dann in den CO,-
Analysator (Uras 14, Hartmann & Braun, Frankfurt/Main), dessen Messprinzip auf der
Absorption von Infrarot-Licht durch das CO,-Molekil beruht. Dieser Analysator verglich die
gemessene CO,-Konzentration in der aus dem Kafig strdomenden Luft mit der eines
Vergleichsgases, das der einstrdbmenden Luft entsprach (Zwei-Kanal-Gerat). Es liefert somit
direkt die CO,-Zunahme in der Ausatemluft (AVCO,) und besitzt einen Messbereich von 0-

10000ppm (10000ppm = 1 Vol%) Danach gelangte der Luftstrom in den O,-Analysator
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Luftzufohr - ====- Datenfluss
O, 20,94 Vol% Gasfluss
CO, 0,03 Vol%
T Messgas (MG) Abgas
Kafig 1
K2 Computer
K3 +
Luft 1 Daten
K4 FooToooooooos i bmmmme- !
| ] |
K5 : : :
' ! MG ! !
Kafig 6 _[H—,_
FluBRmesser co,- o,
Analysator Analysator
Vergleichsgas VG | A CO, (ppm) 0, (Vol%)
> —|
(VG)
Luftzufuhr Trockner Filter
Abgas Abgas
Abb. 2-4: Schematischer Aufbau der Respirationsanlage. Kafig sechs ist beispielhaft zur Gasanalyse

freigeschaltet.

(Magnos 16, Hartmann & Braun, Frankfurt/Main), dessen Messprinzip auf den
paramagnetischen Eigenschaften des Sauerstoffmoleklls beruht. Dieses Gerat liefert die
absolute Sauerstoffkonzentration in der Ausatemluft und besitzt einen Messbereich von 20 -
21 Vol% (Ein-Kanal-Gerat). Daher wurde AVO, unter Annahme eines konstanten O,-Gehalts
von 20,94 Vol% in der zugefuhrten Luft berechnet. Die Gasanalysatoren wurden taglich vor
Messbeginn gegen die in die Kéafige einstromende Luft geeicht. AuRer der Konzentration an
O, und CO; in der durchstrémenden Luft wurde zusatzlich die Flussrate mit Hilfe eines
Massenflussmessers (Tylan FM3910, Millipore) gemessen. Alle Daten wurden kontinuierlich

erfasst und gespeichert.

2.6.4  Durchfiihrung der Energieumsatzmessungen

Die Messung erfolgte jeweils Gber 23 Stunden (von 9.00 Uhr bis 8.00 Uhr des folgenden
Tages), sodass taglich eine Stunde zum Wiegen der Tiere, des Futters und zum Sammeln
des Harns verblieb. Standardfutter und Wasser wurden ad libitum angeboten (Berechnung
der Energieaufnahme s. Kap. 2.4.1). Im LZV wurden Glaskafige mit einem Innenvolumen
von ca. 10 Litern eingesetzt, die mit Separatoren zur groben Trennung von Fazes und Harn

ausgestattet waren. Dadurch war die Analyse des taglich ausgeschiedenen Stickstoffs im
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Harn mit Hilfe der Bestimmung nach Kjeldahl (Proll et al., 1998; Helrich, 1990) mdglich.
Wahrend des KZV wurden normale Standardkafige mit einem luftdicht verschliel3baren
Deckel eingesetzt. Da hier keine Stickstoffbestimmung erfolgen konnte, wurden fir die
Berechnung des Energieumsatzes Mittelwerte aus dem LZV genutzt (entsprechende
Stickstoffwerte s. Tab 2-4). Fir die Basalmessung Uber zwei Tage vor Implantation wurde
die mittlere Stickstoffausscheidung aller gemessenen Tiere eines Geschlechts eingesetzt.
Sie entsprach fiir die Mannchen 0,098 + 0,007 g/d und fir die Weibchen 0,063 + 0,005 g/d.
Fir die Berechnung des Energieumsatzes vom Implantationstag bis zum Tag 14 nach
Implantation wurde die mittlere Stickstoffausscheidung in den einzelnen Gruppen zum
Zeitpunkt +2 Wochen eingesetzt (s. Tab. 2-4).

Tab. 2-4: Stickstoffausscheidung (g/d) im Harn von méannlichen und weiblichen Mausen wahrend der
Energieumsatzmessung im LZV.
Stickstoff (a/d)
Méannchen (N) Weibchen (N)
Wochen SO (6) LO (6) HI (5) SO (4) LO (4) HI (4)
-2 0,091 +0,013 0,101 +0,011 0,099 + 0,011 0,058 £ 0,010 0,061 + 0,005 0,071 + 0,008
+2 0,100 £ 0,011 0,112 +0,009 0,120 + 0,007 | 0,069 + 0,008 0,084 + 0,004 0,064 + 0,006
+12 0,082 + 0,105 0,097 + 0,008 0,103 + 0,009 ] 0,077 + 0,015 0,084 + 0,014 0,080 + 0,012

Die Zeitpunkte -2, +2, +12 beziehen sich auf zwei Wochen vor sowie zwei und 12 Wochen nach Implantation. Die
Analyse erfolgte entsprechend der Methode nach Kjeldahl (Proll et al., 1998; Helrich, 1990). Zur Berechnung des
Energieumsatzes im KZV fir die Zeit vom Implantationstag bis 14 Tage danach wurden die fett markierten Werte
entsprechend GI. 2-11 fur die unterschiedlichen Versuchsgruppen eingesetzt. Mittelwerte + Standardfehler.

2.7 Implantation der Gewichte und Entnahme von Blut und Geweben

271 Narkose

Die Operationen (Implantation der Gewichte) fanden jeweils morgens zwischen 8.00 und
11.00 Uhr statt, um den Einfluss der Tageszeit auf die Folgen der Implantation fiir alle Mause
zu synchronisieren und da Narkosemittel in diesem Zeitraum eine bessere Wirkung zeigen
(Ruhephase der Mause). Zuerst wurde das Korpergewicht der Tiere ermittelt. Das war
notwendig, um ein entsprechendes Implantat auszuwahlen (2-3% bzw. 10% der
gemessenen Korpermasse) und um die Narkose zu dosieren. Zur Narkose diente eine
Kombination von Ketamin (1 pl/g, Ketamin Graub, A. Albrecht, Aulendorf) und
Xylazinhydrochlorid (0,1 pl/g, Rompun, Bayer Vital, Leverkusen). Ketamin wirkt vor allem als
Narkotikum, und Rompun, das auch anasthetische Wirkung besitzt, wirkte zusatzlich als

Muskelrelaxanz.  Fur  beide  Narkotika wurde eine akute Erhéhung der
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Blutglukosekonzentration nach der Applikation beschrieben, die auf einer schnellen
Freisetzung aus den Speichern und auf einer Hemmung der Insulinsekretion beruht (Abdel el
Motal und Sharp, 1985; Goldfine und Arieff, 1979; lllera et al., 2000). Um den Einfluss dieser
Stoffwechsellage auf spatere Blut- und Gewebeanalysen zu verhindern, wurde im KZV zum
Zeitpunkt der Blutentnahme und Tétung Chloralhydrat (Atarost GmbH&Co., Twistringen) als
Narkotikum verwendet. Die Narkosel6sung (0,2mg/ul) wurde vor jedem Versuchstag aus
kristallinem Chloralhydrat und steriler physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl, Merck)

hergestellt und in einer Dosis von 0,4 mg/g Kérpermasse appliziert.

2.7.2 Implantation der Gewichte

Fur die Operationen wurde Uber Nacht sterilisiertes Besteck verwendet, das am OP-Tag flr
jedes Tier erneut mit physiologischer Kochsalzlésung gespult und mit 70%igem Alkohol
desinfiziert wurde. Um Infektionen der Wunde mit Tierhaar zu verhindern, wurde zuerst das
Fell des narkotisierten Tieres in der Bauchregion rasiert und mit 70%igem Alkohol
eingespruht. In der Bauchmitte wurde durch einen Langsschnitt von ca. 2 cm Lange erst die
Haut, mit einem zweiten Schnitt entlang der linea alba die Bauchhdhle gedffnet. Die linea
alba besteht aus dem sehnigen Anteil der Bauchmuskelfasern. Aufgrund ihrer schlechten

Durchblutung kommt es deshalb bei der Offnung der Bauchhéhle zu keinem Blutverlust.

Es wurde darauf geachtet, dass an jedem Versuchstag Tiere aus allen Gruppen und beiden
Geschlechtern operiert wurden. Das Gewichtsimplantat wurde zur Implantation in 70%igem
Alkohol desinfiziert, in autoklavierter, physiologischer Kochsalzlésung (s.o0.) geschwenkt und
dann in die Bauchhohle geschoben. Die Bauchhéhle wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial
zugenaht (PGA Resorba, Resorba, Nirnberg). Die Haut wurde mit Wundklammern
verschlossen (Becton Dickinson), die nach 7 Tagen wieder entfernt wurden. Die am
Versuchende entnommenen Gewichte wurden mit Wasser von Bindegewebe- und Blutresten
gesaubert, in 70%igem Alkohol desinfiziert und dann trocken bis zur Wiederverwendung

gelagert.

2.7.3 Blut- und Gewebeentnahme

Blutentnahme. Das Blut wurde aus dem retrobulbdren Venenplexus mit Hilfe einer
heparinisierten (Na-Heparin) Kapillare gewonnen (Haematokrit-Kapillaren, Hirschmann®
Laborgerate) und in PlastikgefaBen aufgefangen, die entweder mit EDTA oder Li-Heparin

(Microvette®200, Sarstedt AG & Co.) zur Gewinnung von Plasma ausgekleidet waren. Im
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Tab. 2-5: Ubersicht der im KZV entnommenen Gewebe.

Gewebe Entnommenes Gewebestlick

Weil3es Fettgewebe

Subkutanes Fettgewebe (SAT), Seitliche Fettdepots zwischen Ansatz am GesalRmuskel und der
inguinal seitlicher Bauchdecke (jeweils linke und rechte Seite gepoolt)

Viszerales Fettgewebe
- Omentales Fettgewebe (OAT) die Eierstocke umgebendes Fettdepot

- Epididymales Fettgewebe (EAT) die Hoden umgebendes Fettdepot

Braunes Fettgewebe (BAT) zwischen den Schulterblattern, méglichst sauber vom weillen
Fettgewebe befreit

Skelettmuskulatur (Muskel) jeweils linker und rechter Oberschenkelmuskel, gepoolt

KZV wurde von jedem Tier neben Li-Heparin-Plasma auch Serum gewonnen, indem das Blut
in einem einfachen Plastikgefall aufgefangen wurde. Plasma- und Serumproben verblieben
dann fir mindestens 20 min auf Eis bis die festen Blutbestandteile durch Zentrifugation
(Biofuge fresco, Heraeus Instruments) abgetrennt wurden (Plasma: 4 °C, 300g, 10 min;
Serum: 4 °C, 5000g, 15 min).

Der Uberstand wurde in ein neues Plastikgefal Gberfiihrt, und das so gewonnene Plasma

bzw. Serum wurde bis zur Analyse bei —20 °C gelagert.

Gewebeentnahme. Nach der Blutentnahme wund der Toétung der Tiere
(Dekapitierung) wurden im KZV die in Tabelle 2-5 genannten Gewebe entnommen,
gewogen, sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse der

Genexpression bei —80 °C gelagert.

2.8 Bestimmung der Corticosteron- und Leptinkonzentration

Leptin. Leptin wurde im Serum mit einem mausspezifischen Sandwich-ELISA
bestimmt (Quantikine®™M Mouse Leptin Immunoassay, R&D Systems). Dieser Test beruht auf
der Bindung von Leptin aus der Blutprobe an einen Maus-spezifischen Antikorper, der auf
einer 96-well-Platte fixiert ist. An das Leptin bindet dann ein weiterer mit Peroxidase
konjugierter, leptinspezifischer Antikdrper. Danach zugegebenes Substrat wird entsprechend

der Menge an vorhandener Peroxidase in eine fluoreszierende Verbindung umgesetzt. Die
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photometrisch bestimmte Intensitdt der Farbe ist dem Leptingehalt in der Probe direkt
proportional. Der Test besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit von 3,3 - 4,3 % und eine Inter-

Assay-Genauigkeit von 5,0 - 7,6 % (Angaben des Herstellers).

Corticosteron. Die Corticosteronkonzentration wurde im heparinisierten Plasma
untersucht. Dazu diente ein rattenspezifischer kompetitiver EIA (enzyme immuno-assay)
(Active® Rat Corticosterone EIA, DSL). Er beruht auf der Konkurrenz von unmarkiertem
(Corticosteron aus der Probe) und Peroxidase-konjugiertem Corticosteron um die
Bindungsstellen am rattenspezifischen Corticosteron-Antikorper, der auf einer 96-well-Platte
fixiert ist. Das danach zugegebene Substrat wird durch die Peroxidase in einen
fluoreszierenden Metaboliten umgesetzt, dessen Fluoreszenz photometrisch bestimmt
wurde. Die Intensitat der Farbreaktion ist dem Corticosterongehalt in der Probe umgekehrt
proportional. Der Test besitzt eine Intra-Assay-Genauigkeit von 4,0 - 5,0 % und eine Inter-

Assay-Genauigkeit von 5,3 - 8,0 % (Angaben des Herstellers).

2.9 Untersuchung der Genexpression in verschiedenen Geweben

2.9.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Prinzip. Die RNA-Isolierung erfolgte durch Phenol-Chloroform-Extraktion aus
verschiedenen Geweben von SO- und HI-Mausen entsprechend Tabelle 2-6. Die Methode
basiert auf der Inaktivierung endogener RNAsen mit Guanidinthiocyanat, nachfolgender
Abtrennung von DNA und Proteinen in saurem Phenol und anschliefiender alkoholischer
Fallung der RNA (Modifikation nach Chomczynski und Sacchi, 1987).

Bedingungen. Fir alle Arbeiten wurden zur Vermeidung von RNA-Degradierung

Handschuhe getragen. Glaswaren, Mdrser, Spatel, Pipettenspitzen und Reaktionsgefalie

Tab. 2-6: Auswahl der Tiere und Gewebe zur Untersuchung der Genexpression durch Northern Blot
im KZV.
Anzahl der Ti T
Geschlecht Gruppe nzahi der Tiere vom fag Gewebe
0 3 14
mannlich Kontrolle 5
SO 5 5 SAT
HI 5 5 OAT
. EAT
weiblich Kontrolle 5 BAT
SO 5 5 Muskel
HI 5 5
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wurden vor dem Gebrauch sterilisiert (vierstiindige Heif3sterilisierung im Trockenschrank bei
180°C bzw. Wasserdampfsterilisierung bei 120°C fur 20 min im Autoklav). Fir das Ansetzen
von Lésungen wurde nur doppelt destilliertes, autoklaviertes Wasser verwendet. Alle
Lésungen wurden vor dem Gebrauch wenn mdglich autoklaviert, sonst sterilfiltriert. Die
Arbeitsflache, Pipette und Handschuhe wurden zwischen den Arbeitsschritten mit einem
RNAse-Hemmer (RNase Erase, ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA) behandelt.

Wahrend der Isolierung wurden die Proben auf Eis gelagert.

Protokoll. Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde jeweils die komplette
Gewebeprobe eingesetzt. Das Muskelgewebe musste vorher unter flissigem Stickstoff mit
einem Morser zerrieben werden. Danach wurde die Gewebeprobe in 4 ml Losung D (4M
Guanidinthiocyanat, 25mM Natriumcitrat pH 7, 0,5% Lauroylsarkosin, 0,1M Mercaptoethanol)
bei Raumtemperatur fiir ca. 30s homogenisiert (Ultra-Turrax® T25 basic, IKA-Labortechnik).
Die folgende Zentrifugation (5 min, 2500g, 4 °C; Centrifuge 5403, Eppendorf-Nethler-Hinz
GmbH) diente zur Abtrennung der Lipide vor allem bei den Fettgewebsproben, da sie die
alkoholische Fallung beeintrachtigen wiirden. Der wéassrige, fettfreie Uberstand wurde mit 0,4
ml 2M Natriumacetat (pH4), 4 ml Phenol (geséattigt mit destilliertem Wasser, pH 4-5) und 0,8
ml Chloroform/Isoamylalkohol (1:49) versetzt, griindlich vermischt und zentrifugiert (40 min,
3200g, 4 °C). Die im wassrigen Uberstand enthaltene RNA wurde in 4 ml Isopropanol gefallt
(40 min, 3200g, 4 °C). Das RNA-Pellet wurde in 0,6 ml Losung D geldst und wieder mit 0,6
ml Isopropanol gefallt (20 min, 18400g, 4 °C; Z 233MK, Hermle-Labortechnik). Das RNA-
Pellet wurde dann in 1ml Ethanol (100%) geldst, um verbliebenes Isopropanol zu entfernen
(3 min, 18400g, 4 °C). Die RNA wurde flr einige Minuten an der Luft getrocknet und in 50 -
70 ul DEPC-behandeltes Wasser (Diethylpyrocarbonat zur Zerstérung der RNAsen, ICN)
gelost (10 min, 65°C).

Bestimmung der Konzentration und Qualitat der isolierten RNA. Hierfur ~ wurde die
Extinktion von 0,5 ml der 250fach verdinnten RNA-LA&sung bei 260 nm (Azsonm) Und 280 nm
(Azsonm) bestimmt (Spektrophotometer Uvikon 932, Kontron Instruments). Die Extinktion von
Azsonm = 1 entspricht einer RNA-Menge von 40 pg/ml. Liegt das Verhaltnis aus Axsonm/ A2sonm

zwischen 1,9 und 2,0 handelt es sich um eine reine RNA-L6sung.

Test auf Degradierung. Um die RNA auf mdégliche Degradierung zu prifen, wurde das
Volumendaquivalent von 1 uyg RNA in 5 pl Puffer (1X MOPS, 6,5% Formaldehyd, 50%
Formamid) far 15 min bei 65°C im Heizblock denaturiert und in einem 1%igen Agarosegel
(1X MOPS, 1,2% Formaldehyd) elektrophoretisch aufgetrennt. Vor dem Auftrag in das Gel
wurde den Proben 1 pl eines Farbpuffers (50% Glycerol, 1X MOPS, 1 mg Bromphenolblau)

zur Kontrolle des Elektrophorese-Verlaufs und 1 pl Ethidiumbromidlésung (0,5 mg/ml, Merck)
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zur spéateren Sichtbarmachung der RNA bei UV-Licht zugesetzt (Eagle Eye™Il, Stratagene).
Intakte RNA-Proben sind durch die deutliche Sichtbarkeit von 28S- und 18S-RNA-Banden

gekennzeichnet.

2.9.2  Transfer der RNA auf die Nylonmembran (Northern Blot)

Prinzip. Der Northern Blot diente zur Quantifizierung der Genexpression auf
mRNA-Ebene fiir Leptin (in weilkem Fettgewebe), UCP1 (in braunem Fettgewebe) und UCP3
(in braunem Fettgewebe und im Skelettmuskel) (s. a. Tab. 2-7). Dafir wurde eine definierte
Menge an Gesamt-RNA unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihrer Grole
elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran Ubertragen
(Blotten). Die zu bestimmende mRNA wurde dann durch Hybridisierung mit radioaktiv

markierter DNA lokalisiert und autoradiographisch quantifiziert.

Protokoll. Das Volumendaquivalent von 10 ug Gesamt-RNA wurde in 10 ul Puffer
(1X MOPS, 6,5% Formaldehyd, 50% Formamid) bei 65 °C fur 15 min im Heizblock
denaturiert. Dann wurden die Proben mit 3 ul Farbpuffer und 2 pl Ethidiumbromidlésung
(s.o0.) in einem 1%igen Agarosegel (1X MOPS, 1,2% Formaldehyd) elektrophoretisch bei 80 -
90V im elektrischen Feld aufgetrennt. Zur Ubertragung der so fraktionierten RNA auf die
Nylonmembran wurde das Gel mit der Oberseite nach unten auf Gel-Blotting-Papier
(Schleicher&Schuell) gelegt, welches an beiden Seiten in ein Reservoir mit 20X SSC (175,3
g/l NaCl, 88,4 g/l Na-Citrat, pH 7) tauchte und vorher darin getrankt wurde. Auf das Gel
wurden erst die Nylonmembran (Hybond N, Amersham) und darauf weitere finf Schichten
des Gel-Blotting-Papiers platziert. Der Transfer der RNA beruht auf Kapillarkraften, die
zwischen der Losung und dem saugfahigen Filterpapier wirken, wodurch die RNA-Molekile
auf die Membran getragen werden. Deshalb mussten insbesondere die unteren Schichten
luftblasenfrei Ubereinandergelegt werden. Um die Kapillarkraft zu erhdhen wurden mehrere
Lagen trockene Papiertlicher dartber gelegt und der Aufbau mit einem Gewicht beschwert.
Nach ca. 21 Stunden wurde das Blotten beendet. Zur Immobilisierung der RNA auf der
Membran wurde deren Oberseite mit 0,120 J/cm? UV-Licht bestrahlt (UV-Transiluminator,
Biometra). Die Membran wurde dann bis zur Hybridisierung luftdicht in Folie verschlossen

bei 4 °C gelagert.
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2.9.3 Hybridisierung der RNA mit radioaktiv markierter Sonde

2.9.3.1 Herstellung der Sonden-DNA

Amplifizierung der Sonden. Es wurden sequenzspezifische Sonden fur UCP1 und
Leptin hergestellt. Fir die Bestimmung der UCP3-Genexpression wurde eine bereits

vorhandene Sonde genutzt.

RNA aus weillem (Leptin) und braunem Fettgewebe (UCP1) wurde wie unter Kap. 2.9.1
beschrieben isoliert und in einzelstrangige cDNA umgeschrieben (reverse Transkription, First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR(AMV), Roche). Aufgrund der Verwendung eines
Oligo-p(dT)ss-Primers wurde dabei nur mRNA transkribiert. Aus der so entstandenen cDNA
wurden dann mit sequenzspezifischen Primern (Fa. Biotez, Berlin) die Sonden durch PCR
(polymerase chain reaction) amplifiziert (PTC-200 DNA Peltier Thermal Cycler, MJ Research
Inc.). Dabei wurden pro Reaktionsansatz (50 pl) 1 pyl cDNA als Template, jeweils 1uM
foreward- und reverse-Primer, 1X PCR-Puffer (Fa. Biotherm), 0,2 mM dNTP’s (Fa. Clontech),
5,2% DMSO (Fa. ICN), 1U Tag-Polymerase (Fa. Biotherm) pipettiert. Tabelle 2-7 zeigt die
sondenspezifischen Primer mit den entsprechenden Reaktionsbedingungen zur Sonden-
Amplifizierung durch PCR. Im Anschluss wurden die DNA-Produkte von Uberschissigen
Nukleotiden, Polynukleotiden und dem Enzym gereinigt (Quick-Spin™ Columns, Boehringer

Mannheim).

Radioaktive Markierung der Sonden. Die Sonden wurden mit radioaktivem
Phosphor durch den Einbau von [*?P]JdCTP markiert (rediprime™Il random prime labelling
system, Amersham). Diese Methode beruht auf der Vervielfaltigung von DNA durch
bakterielle DNA-Polymerase | in Anwesenheit von Random-Hexanukleotid-Primern und
Nukleotiden, von denen dCTP radioaktiv markiert ist. Zur Markierung wurden 25 ng der
cDNA flr 5 min bei 95 °C denaturiert und dann mit dem Reaktionsgemisch (Polymerase,
random-Primer, dATP, dGTP, dTTP) und 20 uCi a-[32P]dCTP (3000 Ci/mmol ICN) fir 30
min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pl 0,2M EDTA gestoppt. Die
radioaktiv markierte Sonde wurde iiber Quick-Spin™ Columns (Boehringer Mannheim) von

nicht eingebauten Nukleotiden gereinigt und dann sofort flr die Hybridisierung eingesetzt.

2.9.3.2 Hybridisierung der RNA auf der Nylonmembran

Prinzip. Komplementare Basenpaare eines DNA-Doppelstrangs koénnen bei
100°C dissoziieren und Einzelstrange bilden (DNA-Denaturierung), die bei 65 °C leicht

wieder zu Doppelstrangen renaturieren (Hybridisierung). Diese Eigenschaft wird bei der
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Tab. 2-7: Primer und Reaktionsbedingungen zur Herstellung der Hybridisierungs-Sonden fiur die
Bestimmung der Genexpression in den entsprechenden Geweben (in Klammern).
Sonde Primersequenz (5'—>3") Reaktionsbedingungen
Maus-UCP1 (BAT) 1.94°C &'
2.94°C 30“
217 bp f CCGAAGTCGCGGGTTTCGTG 3.60°C 40
r GGCAGTGTCCAGCGGGAAGG 4.72°C 40
5. + 34 Zyklen 2-4
Acc.No. BC012701 6.72°C 5
7.4°C
Maus-Leptin (SAT, EAT, OAT) 1.94°C 2
2.94°C 40¢
244 bp f CCTGTGGCTTTGGTCCTATCTG 3. 54°C 40“
r AGGCAAGCTGGTGAGGATCTG 4.72°C 30
5. + 39 Zyklen 2-4
Acc.No. D49653 6.72°C 5
7.4°C
Primer sind spezifisch fir Rattensequenz
f-Primer identisch mit Maussequenz, r-Primer in
2 Basen unterschiedlich zur Maussequenz,
zur Sondenamplifizierung cDNA aus Maus-SAT
genutzt
Ratten-UCP3 (BAT, Muskel) 1.94°C 2
2.94°C 40“
305 bp f GTCCGATTTCAAGCCATGAT 3.62°C 40
r CGGGTCTTTACCACATCCC 4.72°C 1' 30"
5. + 35 Zyklen 2-4
Acc.No. AB006614 6.72°C 5’
7.4°C
zur Sondenamplifizierung cDNA aus
Rattengewebe  (Mischung  Plazenta/F6tus)
genutzt (95% Homologie zur Maussequenz)

Acc.No.: accession number (Entrez Nucleotide Database, NCBI, www.ncbi.nml.nih.gov),
entsprechende Gensequenz diente zur Auswahl der Primer-Sequenzen
bp: base pairs, f: forward, r: reverse

Northern Blot-Analyse ausgenutzt, indem die denaturierte, radioaktiv markierte Sonden-DNA
an komplementare Sequenzen der einzelstrangigen RNA auf der Nylonmembran bindet.
Durch Messung der Radioaktivitat auf der Membran kann die Genexpression quantifiziert

werden.

Protokoll. Um unspezifische Bindungen der Sonden zu vermeiden, wurde die
Nylonmembran mit der RNA fur mindestens 2 Stunden bei 63 °C in 15 ml
Hybridisierungspuffer (0,5M NaP, 1mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA) prahybridisiert. Nach

Zugabe der radioaktiv markierten (s.o.), denaturierten Sonde (2 min. 100 °C) erfolgte die
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Hybridisierung bei 63 °C uUber Nacht (ca. 20 Stunden). Durch stringentes Waschen (zweimal:
2X SSC, 0,1% SDS, danach zweimal: 0,1X SSC, 0,1% SDS; Stammlésung 20X SSC: 175,3
g/l NaCl, 88,4 g/l Na-Citrat, pH 7,5) bei 42 °C wurden locker gebundene Sondenmolekiile
von der Membran entfernt. Gegebenenfalls war ein zusatzlicher Waschvorgang bei 63 °C
notwendig (0,1X SSC, 0,1% SDS). Die Radioaktivitdt der gebundenen Sonde wurde durch
Autoradiographie (Instantimager™ Packard Instrument Company, USA) in CPM/mm? (counts

per minute) ermittelt.

Auswertung. Die Genexpression wurde durch das Verhaltnis von banden-spezifischer
Radioaktivitat (CPM) zur Intensitat der 28S-RNA-Bande auf der Nylonmembran (Anzahl der
Pixel pro Bande, Bestimmung vor der Hybridisierung) ermittelt. Da die RNA des Muskels
mehrere Banden in der Nahe der 28S-RNA aufwies, war oft eine eindeutige Differenzierung
der 28S5-RNA-Bande nicht gegeben. Deshalb wurde bei der Muskel-RNA die Intensitat aller
RNA-Banden einer Probe zur Normalisierung genutzt. Zum Vergleich der unterschiedlichen
Gruppen und Zeitpunkte, wurde der Median der Genexpression (CPM/Pixel der 28S-RNA
bzw. CPM/Pixel der Gesamt-RNA) vor Implantation (Tag 0) als 1 gesetzt und alle anderen
Werte relativ dazu ausgedrickt. Fir den Vergleich zwischen den Geschlechtern vor
Implantation wurde der Median der Genexpression der Mannchen als 1 gesetzt und die

Einzelwerte fir Mannchen und Weibchen relativ dazu berechnet.

2.10 Statistische Auswertung

Samtliche Berechnung erfolgten mit Hilfe des Kalkulationsprogramms Microsoft Excel 97
(Microsoft Corporation). Die Statistische Analyse wurde mit SPSS 8.0 (SPSS Inc.)
durchgefihrt.

Vor der Implantation wurden die Basaldaten aus folgenden Messungen ermittelt:

- Kodrpermasse (g): mittlere Kérpermasse in der Woche vor Implantation;

- Energieaufnahme (kJ/d): mittlere Energieaufnahme wahrend drei Wochen vor

Implantation;

- Energieumsatz (kJ/d): mittlerer Energieumsatz aus zwei Tagesmessungen (LZV:

zwei Wochen vor der Implantation, KZV: direkt vor der Implantation);

- Hormonspiegel (ng/ml): im Blut von Mausen, deren Blut durch Tdétung zum

Zeitpunkt der Implantation gewonnen wurde;

- Genexpression: aus Geweben von Mausen, die durch Tétung zum Zeitpunkt der

Implantation gewonnen wurden.
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Die im Folgenden dargestellte Kérpermasse entspricht der biologischen Masse (BKM, mittels
Wagung ermittelte Masse abzuglich der Masse des Implantats). Korpermasse,
Energieaufnahme, Energieumsatz und Hormonkonzentration wurden relativ zu den
entsprechenden Basalwerten ausgedriickt, die vor der Implantation ermittelt und als 100%
definiert wurden. Beim Vergleich der Hormonkonzentrationen und der Genexpression im
Kurzzeitversuch handelte es sich nicht um verbundene Stichproben. Deshalb wurde bei der
Berechnung der relativen Anderungen von Corticosteron- und Leptinkonzentration der
Mittelwert der Tiere, die zum Zeitpunkt der Implantation getétet wurden, als 100% definiert.
Fir die Bestimmung von Anderungen in der Genexpression nach der Implantation wurden
alle Werte relativ zum Median der Genexpression von Mannchen und Weibchen von Tag 0
ausgedriickt (definiert als 1). Zum Vergleich der basalen Genexpression galt der Median der

Mannchen als Bezug.

Zur Bestimmung der anzuwendenden statistischen Tests wurde jede Stichprobe mit dem
Kolmogorow-Smirnow-Test (bei n>50) bzw. mit dem Shapirow-Wilk-Test (bei n<50) auf
Normalverteilung getestet (Janssen und Laatz, 1999). Bei Ablehnung der Normalverteilung
wurden die Daten logarithmisch transformiert und erneut getestet. Lag Normalverteilung
ohne oder nach Transformation der Daten vor, wurden flr die weitere statistische Analyse

parametrische Tests ausgewahilt.

Mittels t-Test fir unabhangige Stichproben wurden alle Basalwerte vor Implantation
zwischen Mannchen und Weibchen (siehe Tabelle 3-1) verglichen. Zur Bewertung von
Unterschieden, die durch das Geschlecht und die Masse des Implantats beeinflusst wurden,
diente die Varianzanalyse (ANOVA). Der Levene-Test wurde zur Prifung der
Varianzhomogenitdt in den einzelnen Versuchsgruppen herangezogen, die eine
Voraussetzung zur Anwendung der ANOVA darstellt. Ggf. wurden die Daten logarithmisch

transformiert, um Varianzhomogenitat zu erreichen.

Berechnungen mit parametrischen Tests. Unterschiede in der Entwicklung der
Koérpermasse, der Energieaufnahme und bei Parametern des Energieumsatzes wurden
mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung (Einfluss von Geschlecht und
Implantat und Interaktion der beiden Faktoren) charakterisiert. Um akute Effekte infolge des
Operationsstresses auszuschlielien, wurden bei der Entwicklung der Korpermasse und
Energieaufnahme nur Werte ab der zweiten Woche (LZV) bzw. ab dem zweiten Tag nach
der Implantation (KZV) einbezogen. Bei Parametern des Energieumsatzes erfolgte diese
Einschrankung nur im KZV. Dabei wurden nur Werte ab dem zweiten Tag nach Implantation

einbezogen.

Unterschiede zu einem bestimmten Messzeitpunkt wurden mittels zweifaktorieller ANOVA
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untersucht. Es wurden das Geschlecht, die Masse des Implantats und die Interaktion dieser
beiden Faktoren in das Testmodell einbezogen. Die einfaktorielle ANOVA diente der
Bestimmung von Unterschieden, die durch die Masse des Implantats bei Mannchen oder
Weibchen hervorgerufen wurden. Multiple Vergleiche zwischen den Versuchsgruppen eines
Geschlechts wurden mit dem Post-hoc Test nach Scheffé durchgeflihrt. Dieser Test fasst die
verglichenen Versuchsgruppen in neue Gruppen zusammen, deren Mittelwerte sich auf dem
Signifikanzniveau von o=0,05 nicht voneinander unterscheiden (homogene Gruppen). Sie
werden jeweils mit kleinen Buchstaben gekennzeichnet, wobei die homogene Gruppe mit
den niedrigsten Werten entsprechend des Alphabets mit a, die Gruppe mit héheren Werten

mit b, ¢ usw. gekennzeichnet wird.

Berechnungen mit nicht-parametrischen Tests. Waren Normalverteilung und
Varianzhomogenitat auch nach erfolgter Transformation der Daten nicht gegeben oder lagen
sehr kleine Stichproben vor (z. B. fur Daten zur Bestimmung der Genexpression) wurden
nicht-parametrische Tests angewandt. Dabei diente der Kruskal-Wallis H-Test zur
Bestimmung von Unterschieden, die durch die Masse des Implantats beeinflusst wurden.
Multiple Vergleiche zwischen den Gruppen wurden mit dem U-Test durchgefiihrt. Der U-Test
diente ebenfalls zur Bewertung von geschlechtsspezifischen Unterschieden unabhangig vom
Implantatsgewicht. Die Untersuchung des gemeinsamen Einflusses vom Geschlecht und der
Masse des Implantats (Interaktion) war mit den nicht-parametrischen Testmodellen nicht

maoglich.

Die in der Arbeit berechneten Korrelationen beruhten auf normalverteilten Daten und wurden
deshalb mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson (rpearson) bewertet. Da jeweils eine
positive Korrelation erwartet wurde, erfolgte die Anwendung eines einseitigen Signifikanz-
Tests. Die Berechnung des mathematischen Zusammenhangs und des Bestimmtheitsmalies
r* erfolgte mittels linearer Regression. Es wurde jeweils das korrigierte Bestimmtheitsmaf

angegeben, das die Anzahl der Beobachtungen beriicksichtigt.

Alle Daten, die auf normalverteilten Stichproben beruhten, wurden als Mittelwerte +
Standardfehler angegeben. Bei Ablehnung der Normalverteilung erfolgte in den Abbildungen
die Darstellung der Einzelwerte mit Kennzeichnung des Medians. In Tabellen wurde in
diesem Fall der Median mit dem Interquartilsbereich (25. und 75. Perzentil, bei hdherem n)

bzw. mit der Spannweite (bei niedrigem n) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Phéanotypische Charakterisierung vor Implantation

Méannchen zeigten in beiden Teilversuchen eine hohere Kdrpermasse, fettfreie Masse und
Fettmasse sowie einen niedrigeren gewichtsspezifischen Gesamt-Energieumsatz (kJ/d/g) als
die Weibchen (jeweils p<0,01) (Tabelle 3-1). Die Qualitdt der Unterschiede zwischen
Mannchen und Weibchen war fir den Gesamt-Energieumsatz (kJ/d) und den Ruheumsatz
(kJ/d, kd/d/g) teilweise verschieden zwischen LZV und KZV (Tabelle 3-1). Weibchen zeigten
in beiden Teilversuchen einen héheren PAL als die Mannchen (LZV: p=0,001; KZV:
p=0,035).

Die Hormonkonzentrationen wurden nur im KZV gemessen. Die Leptinkonzentration war bei
beiden Geschlechtern gleich. Die Konzentration an Plasma-Corticosteron war bei den
Weibchen ca. 2,5mal hoher als bei den Mannchen (p<0,001).

Die Mause stammten hinsichtlich der Kérpermasse und der Energieaufnahme zum Zeitpunkt

der Implantation aus homogenen Gruppen (Tab. 3-2 und 3-3).

Im Folgenden sind die Versuchsergebnisse entsprechend der chronologischen Reihenfolge

der durchgefuhrten Teilversuche dargestellt.

3.2 Chronische Effekte der Gewichtsimplantation

3.2.1  Anderungen in Kérpermasse und Energieaufnahme

Korpermasse. In der ersten Woche nach der Implantation kam es bei beiden
Geschlechtern zu einer akuten Abnahme der Kérpermasse (Abb. 3-1A, Tab. 3-4). Die Masse
des implantierten Gewichtes hatte einen Einfluss auf die Héhe der Kdrpermasseabnahme
(p>0,001), das Geschlecht hatte darauf keinen Einfluss (p=0,306). Die relative Kérpermasse
in der ersten Woche nach Implantation war bei den HI-Mannchen signifikant niedriger im
Vergleich zu SO- und LO-Mannchen (Tab. 3-4). Weibchen mit leichten und schweren
Implantaten senkten ihre Kérpermasse jedoch in gleichem Malie und starker im Vergleich zu
SO-Weibchen ab (jeweils p<0,01 vs. SO, Tab. 3-4).



Tab. 3-1:

Physiologische Basalwerte vor Implantation der Gewichte im LZV und KZV.

Langzeitversuch (Alter 7 Monate)

Kurzzeitversuch (Alter 4 Monate)

mannl. n weibl. n p mannl. n weibl. n p
Kérpermasse (9) 35,3+ 0,4 34 26,0 + 0,3 33 <0001| 31,2+03 93 23,5+0,3 93  <0,001
Energieaufnahme (kJ/d) 76,7+1,8 34 69,7 +1,7 33 0,005 71,6+1,1 93 775+2,0 93 0,040
Kdrperzusammensetzung (DEXA):
Fettfreie Masse (g) 27,9+0,3 23 20,8+0,4 20  <0,001 249+0,2 91 19,5+0,2 90 < 0,001
Fettfreie Masse (%) 78,5+0,7 23 83,6 +0,8 20 < 0,001 82,7+0,5 91 88,4+0,7 90 < 0,001
Fettmasse (g) 75+0,3 23 4,1+0,3 20 < 0,001 54+0,2 91 2,8+0,1 90 < 0,001
Fettmasse (%) 21,5+0,7 23 16,3+ 0,5 20 < 0,001 17,4+ 0,4 91 12,2+0,4 90 < 0,001
Energieumsatz (ITK):
Gesamt-Energieumsatz (kJ/d) 55,7+1,0 17 46,6 £1,5 12 < 0,001 41,0£1,2 18 40,5+1,3 18 0,768
Gesamt-Energieumsatz (kJ/d/g) 1,60 + 0,04 17 1,86 + 0,08 12 0,004 1,32+ 0,03 18 1,75+ 0,06 18 < 0,001
Ruheumsatz (kJ/d) 38,9+0,9 17 27,7+1,4 12 < 0,001 282+1,2 18 26,3+1,2 18 0,263
Ruheumsatz (kJ/d/g) 1,12+ 0,03 17 1,08 £ 0,06 12 0,450 0,91 +0,03 18 1,13+ 0,05 18 < 0,001
Respiratorischer Quotient (RQ) 0,98 £ 0,01 17 0,97 +£0,02 12 0,587 0,96 + 0,02 18 0,97 £ 0,02 18 0,705
physical activity level (PAL) 1,44 £ 0,03 17 1,76 £ 0,07 12 0,001 1,42+ 0,05 18 1,58 £ 0,04 18 0,035
Serum-Leptin (ng/ml) n.b. n.b. 11,4+20 9 7,7+15 8 0,158
Serum-Leptin (ng/g Fettmasse) n.b. n.b. 1,9+£0,2 8 1,7+0,3 7 0,574
Plasma-Corticosteron (ng/ml) n.b. n.b. 284,1+31,2 9 710,9 £ 62,3 9 < 0,001

Mittelwerte + Standardfehler, Geschlechtsspezifische Unterschiede mittels t-Test ermittelt. n.b.= nicht bestimmt.

assiugabig

374



Ergebnisse

42

Tab. 3-2: Kérpermasse und Energieaufnahme in den Versuchsgruppen vor der Implantation im LZV.
SO n LO n HI n p

Korpermasse (g) mannl. | 35,9+0,7 12 34,9+0,6 12 351+0,8 10 | 0,546

weibl. 255+0,8 11 26,6 +0,6 12 26,0+0,6 14 | 0,474

Energieaufnahme (kJ/d) mannl. [ 77.8+26 12 743+33 12 78,3+ 3,7 10 | 0,622

weibl. 73,0127 11 69,3+4,0 12 62,5+4,5 14 | 0,173

Mittelwerte + Standardfehler. Unterschiede mittels einfaktorieller ANOVA (Faktor: Implantat) getestet.

Tab. 3-3: Kérpermasse

und Energieaufnahme
Toétungstages und des implantierten Gewichtes vor der Implantation im KZV.

in den

Versuchsgruppen

entprechend des

Tag SO n LO n HI n Prag
Pimplantat
Kérpermasse mannl.| 0 29,9+1,0 9
3 32,0+1,0 9 30,8+0,9 9 31,7+0,9 9 0,945
10 30,4+1,0 9 31,8+1,2 9 31,9+0,5 9 0,816
14 31,5+0,7 10 31,0+0,7 10 31,4+0,8 10
weibl. 0 24,4 +0,8 9
3 226+1,0 9 23,4+0,6 9 23,2+0,6 9 0,308
10 255+17 9 23,4+1,0 9 229+0,5 9 0,558
14 23,1+0,8 10 222+0,2 10 23,4+0,7 10
Energie- mannl.| O 69,6 £ 2,7 9
nahme (kJ/d) 3 742+4,5 9 721 +4,1 9 75,3 £6,1 9 0,217
10 70,0+£2,2 9 75,8 £2,8 9 72,6£2,4 9 0,538
14 66,1 +2,9 10 69,3 +3,2 10 716+ 3,3 10
weibl. 0 71,7+5,6 9
3 83,3+5,8 9 80,0+5,5 9 86,9 +6,3 9 0,077
10 80,2+8,8 9 83,2+6,9 9 75,5+6,9 9 0,870
14 746 +£7,1 10 73,6 +4,8 10 68,1+ 3,6 10

Mittelwerte + Standardfehler. Unterschiede mittels zweifaktorieller ANOVA (Faktoren: Tag der Tétung, Implantat) getestet.

Ab der zweiten Woche nach Implantation stieg die Kérpermasse wieder in allen Gruppen an.

Die weitere Entwicklung der Kérpermasse wurde sowohl durch die Masse des Implantats als

auch durch das Geschlecht beeinflusst (p=0,004 bzw. p<0,001). Bis zur vierten Woche

zeigten HI-Mannchen eine signifikant niedrigere Kérpermasse im Vergleich zu SO- und LO-

Mannchen (jeweils p<0,05 vs. SO und vs. LO). Bis zum Ende der Studie lag die
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Abb. 3-1: Korpermasse (A) und Energieaufnahme (B) im LZV fiir mannliche und weibliche Mause bis zur 14.

Woche nach Implantation. Die Daten sind relativ zu Basalwerten vor Implantation (definiert als 100%) dargestellt.
Der Implantationszeitpunkt ist definiert als 0. Die Kérpermasse entspricht der BKM. n (mannl./weibl.): SO (12/11),
LO (12/12), HI (10/14). Mittelwerte + Standardfehler.* p<0,05 vs. SO und vs. LO, # p<0,01 vs. SO (Post-hoc
Scheffé-Test).

Tab. 3-4:

Mittlere Kérpermasse und Energieaufnahme eine Wochen nach Implantation der Gewichte
relativ zu mittleren Basalwerten (entsprechend 100%).
SO n LO n HI n
Korpermasse (%) ~ mannl. [ 96,9+0,7° 12 93,6+1,2° 12 89,6+1,0** 10
weibl. 97,4 +0,7° 11 93,1+0,6%* 12 91,8+0,9*° 14
Energieaufnahme (%) mannl. [ 80,1+32° 12 615+1,7** 12 545+31** 10
weibl. 778+2,8 11 67,4+38 12 66,1 +3,6" 14

Die Kérpermasse entspricht der BKM. Mittelwerte + Standardfehler. Einfluss des Implantats bei Mannchen und

Weibchen mittels einfaktorieller ANOVA und Post-hoc Scheffé-Test getestet, (a und b entsprechen homogenen
Gruppen). $ p<0,001 vs. SO, * p=0,003 vs. SO, § p=0,025 vs. LO, #p=0,072 vs. SO.

Korpermasse der HI-Mannchen weiterhin tendenziell unter der von SO-und LO-Mannchen

(um ca. 3-5%.) Bei den Weibchen gab es ab der zweiten Woche nach Implantation keine

Unterschiede mehr in der Kérpermasse.
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Abb. 3-2: Zeitpunkt des Wiedererreichens der des implantierten Gewichtes beeinflusst

urspriinglichen Koérpermasse (100%) nach

Implantation der Gewichte bei mannlichen und (p=0,003 bzw. p=0,025). Weibchen
weiblichen Mausen. Die mittlere Kdrpermasse eine

Woche vor Implantation wurde als 100% definiert. n  benétigten signifikant weniger Zeit als die
(mannl./weibl.): SO (12/11), LO (12/12), HI (10/14). . . .
Mittelwerte + Standardfehler. Geschlechtsspezifischer ~Mannchen —und  zeigten auch keine

Unterschied mittels zweifaktorieller ANOVA, Einfluss . . . .
des Implantats mittels einfaktorieller ANOVA mit Post- Gruppenunterschlede. Die Mannchen mit

hoc Scheffé-Test fir Mannchen und Weibchen
separat getestet, § p=0,083 vs. SO. den schweren Implantaten bendtigten
tendenziell mehr Zeit zur Regenerierung

der urspriinglichen Kérpermasse als die Mannchen der SO-Gruppe (p=0,083).

Ahnlich der Kérpermasse war auch die Energieaufnahme in der ersten Woche nach der
Implantation in allen Gruppen akut vermindert (Abb. 3-1B, Tab. 3-4). Dabei hatte sowohl das
Geschlecht als auch die Masse des Implantats einen signifikanten Einfluss auf die mittlere
Energieaufnahme in der ersten Woche nach Implantation (p<0,001 bzw. p=0,026) (Tab. 3-4).
Mannchen reduzierten ihre Energieaufnahme starker als die Weibchen. Dabei war die
Reduktion der Energieaufnahme bei den LO- und HI-Mannchen signifikant starker als bei
den SO-Mannchen (jeweils p<0,001). Bei den Weibchen hatte die Masse des implantierten

Gewichtes keinen Einfluss auf die akute Reduktion der Energieaufnahme.

Ab der zweiten Woche nach Implantation war die Energieaufnahme in allen Gruppen wieder
auf das Basalniveau oder leicht darliber hinaus angestiegen (Abb. 3-1B). Weibchen erhéhten
ihre Energieaufnahme bis zum Versuchende starker als die Mannchen (p=0,042). Mannchen
und Weibchen zeigten zwischen den Versuchsgruppen jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Energieaufnahme , die ca. 90-100% der basalen Energieaufnahme
entsprach. Die mittlere, relative Energieaufnahme lag bei den HI-Weibchen um ca. 5% Uber

der Energieaufnahme der SO- und LO-Weibchen (nicht signifikant).

Die relative Koérpermasse in der 14. Woche nach Implantation wurde unterschiedlich durch

das Geschlecht und die Masse des Implantats beeinflusst (signifikante Interaktion, p=0,042,
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Abb. 3-3: Kérpermasse relativ zur Masse vor Implantation (entsprechend 100%) (A) und kumulative

Energieaufnahme (B) 14 Wochen nach Implantation der Gewichte. Die Kérpermasse entspricht der BKM. n
(méannl./weibl.): SO (12/11), LO (12/12), HI (10/14). Mittelwerte + Standardfehler. Die relative Kérpermasse wurde

vom Geschlecht und der Masse des Implantats unterschiedlich beeinflusst (Interaktion p=0,042, zweifaktorielle
ANOVA).

Abb. 3-3). Die kumulative Energieaufnahme war zu diesem Zeitpunkt bei allen Mausen
gleich.

3.2.2  Anderungen in der Kérperzusammensetzung

Die Zunahme in der Fettmasse war starker bei den Weibchen ausgepragt als bei den
Mannchen (p=0,046), war in beiden Geschlechtern aber unabhangig von der implantierten
Masse (Abb. 3-4). HI-Mannchen =zeigten nur tendenziell eine verminderte
Fettmassezunahme (p=0,087 vs. SO). Die fettfreie Masse wurde weder durch das
Geschlecht noch durch die Masse des Implantats beeinflusst und entsprach in allen Gruppen
der basalen fettfreien Masse.

3.2.3  Anderungen im Energieumsatz

Der Gesamt-Energieumsatz und der Ruheumsatz waren bei den Mannchen signifikant hdher
als bei den Weibchen (p=0,038 bzw. p=0,006) (Abb. 3-5A). Relative Anderungen im Gesamt-
Energieumsatz und im Ruheumsatz (Abb. 3-5 B und C) wurden nicht durch die implantierte
Masse, aber signifikant durch das Geschlecht beeinflusst (Gesamt-Energieumsatz: p=0,029;
Ruheumsatz: p=0,001). Weibchen erhéhten den Gesamt-Energieumsatz und Ruheumsatz
starker infolge der Implantation bzw. Schein-Operation im Vergleich zu den Mannchen. HI-

Mannchen zeigten zwei Wochen nach der Implantation einen eher erhdhten, nach 12
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Abb. 3-4: Anderung in der Kérperzusammensetzung 14 Wochen nach Implantation. Die Fettmasse (A) und
die fettfreie Masse (B) wurden aus den absoluten Massen (g) dieser Kompartimente zum entsprechenden
Messzeitpunkt relativ. zum Implantationszeitpunkt berechnet. n (mannl./weibl.): SO (7/5), LO (9/7), HI (7/7).
Mittelwerte + Standardfehler. Der Geschlechtsunterschied wurde mittels zweifaktorieller ANOVA ermittelt, der
Einfluss des Implantats mittels einfaktorieller ANOVA fiir Mannchen und Weibchen separat getestet. $ p=0,087
vs. SO (Post-hoc Scheffé-Test).

Wochen einen eher verminderten Gesamt-Energie- und Ruheumsatz im Vergleich zur
Basalmessung. HI-Weibchen zeigten eher einen permanent erhdhten Gesamt-Energie- und

Ruheumsatz im Vergleich zu vor der Implantation.

Gesamt-Energieumsatz und Ruheumsatz zeigten einen &hnlichen Verlauf. Anderungen im
Gesamt-Energieumsatz wurden offensichtlich vor allem durch Anderungen im Ruheumsatz
hervorgerufen. RQ und PAL wurden durch die Implantation nicht beeinflusst (Tab. 3-5). Der
PAL war analog zur Basalmessung bei den Weibchen auch nach der Gewichtsimplantation

hoher im Vergleich zu den Mannchen (p=0,041).
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Abb. 3-5: Absoluter Gesamt-Energieumsatz und Ruheumsatz (A) sowie relativer Gesamt-Energieumsatz und

relativer Ruheumsatz von Mannchen (B) und Weibchen (C) zwei Wochen vor und zwei und 12 Wochen nach
Implantation der Gewichte. Der relative Energieumsatz wurde aus dem absoluten Umsatz in kJ/d relativ zum
basalen Umsatz 2 Wochen vor der Implantation (definiert als 100%) berechnet. n (mannl./weibl.): SO (6/4), LO

(6/4), HI (5/4). Mittelwerte + Standardfehler. Die Statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA
mit Messwiederholung.

3.3  Akute Effekte der Gewichtsimplantation

3.3.1  Anderungen in Kérpermasse und Energieaufnahme

Die Korpermasse war wie im LZV nach der Implantation bei Mannchen und Weibchen akut
vermindert (Abb. 3-6A, Tab. 3-6). Die relative Kérpermasse wurde am ersten Tag nach der
Implantation signifikant durch das Geschlecht und die Masse des zusatzlichen Gewichtes
beeinflusst (p=0,009 bzw. p<0,001) (Tab. 3-6). Mause mit schwerem Implantat zeigten am

ersten Tag nach der Implantation eine niedrigere Kérpermasse im Vergleich zu SO- und LO-
Mausen.
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Tab. 3-5: RQ und PAL zwei Wochen vor Implantation (-2) sowie zwei und 12 Wochen nach
Implantation des zuséatzlichen Gewichtes (+2 bzw. +12).
Méannchen Weibchen
Gruppe (n) SO (6) LO (6) HI (5) SO (4) LO (4) HI (4)
Wochen
-2 0.97+0.01 0.99+0.03 0.99+0.03 | 0.98+0.02 0.96+0.03 0.97+0.05
RQ +2 0.98+0.01 1.02+0.01 1.03+0.03 | 0.97£0.03 0.97+0.03 0.92+0.03
+12 0.97+0.01 1.03+0.03 1.00+0.04 | 0.98+0.04 1,00+0.05 0.97+0.05
Zeit 0,459
p Zeit*Implantat 0,394
Zeit*Geschlecht 0,128
-2 1.44+0.03 1.46+0.07 141+003(169+0.16 190+0.12 1.69+0.08
PAL +2 1.45+0.08 1.38+0.03 1.37+0.01 |162+011 1.80+0.12 1.72+0.18
+12 1.47+0.03 1.44+006 153+0.08 [1.55+0.02 1.62+0.10 1.56+0.02
Zeit 0,209
P Zeit*Implantat 0,640
Zeit*Geschlecht 0,041

Mittelwerte + Standardfehler. Der Einfluss der Masse des Implantats und des Geschlechts wurde mittels zweifaktorieller
ANOVA mit Messwiederholung getestet.

Abbildung 3-6A zeigt Anderungen in der Kérpermasse von mannlichen und weiblichen
M&ausen, die am 14. Tag nach der Implantation getotet wurden relativ zur basalen
Kdérpermasse (n=10). Nach der akuten Abnahme am ersten Tag nach der Implantation stieg
die Koérpermasse ab dem zweiten Tag wieder langsam (SO-, LO-Mannchen, HI-Weibchen)
bzw. deutlich (SO- und LO-Weibchen) an. HI-Mannchen verloren noch bis zum vierten Tag
leicht an Gewicht und nahmen dann langsam wieder zu. Die Entwicklung der relativen
Kdérpermasse vom zweiten bis zum 14. Tag nach der Implantation wurde signifikant vom
Geschlecht und der implantierten Masse beeinflusst (p=0,001 bzw. p<0,001). Ab dem 11.
Tag nach der Implantation war die relative Kérpermasse zwischen LO- und HI-Mannchen
gleich; der Unterschied zu SO-Mannchen war aber bis zum 14. Tag signifikant (SO:
98,9+1,3%, LO: 96,5+0,8%, HI: 93,9+0,7%; p=0,001 SO vs. HI, s. a. Abb. 3-7). Bei den
Weibchen gab es ab dem 12. Tag nach der Implantation keine Unterschiede mehr in der
Korpermasse zwischen den Gruppen. Alle Weibchen regenerierten bis zum 14. Tag nach der
Implantation ihre urspringliche Koérpermasse (SO: 104,5+2,0%, LO: 104,1+1,4%, HI:
100,3+£1,9%; p=0,168).
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Abb. 3-6: Korpermasse (A) und Energieaufnahme (B) im KZV fir mannliche und weibliche Mause bis zum

Tag 14 nach Implantation (n=10). Die Daten sind relativ zu Basalwerten vor Implantation (definiert als 100%)
dargestellt. Der Implantationszeitpunkt ist definiert als 0. Die Kérpermasse entspricht der BKM. Mittelwerte +

Standardfehler.

Tab. 3-6:

Mittlere Kérpermasse und Energieaufnahme am ersten Tag nach Implantation der Gewichte

relativ zu mittleren Basalwerten im KZV (entsprechend 100%).

SO

LO

HI

Korpermasse (%) mannl.

weibl. | 98,2 (95,7; 100,5)

96,4 (95,2; 98,6)

93,1 (91,9;94,4)* 916 (90,9; 92,8)""
91,8 (90,3;934)*  90.2 (89,0;915)""

Energieaufnahme (%)

mannl. | 46,1 (35,3; 63,1)
weibl. | 53,5 (41,1;66,1)

180 (2,5: 34,6)" 512 (0;17,3)*®
14,6 (8,6;24,7)* 4.9 (0;26,6)"

Die Korpermasse entspricht der BKM. Daten beziehen sich auf Tiere die nach jeweils drei, zehn und 14 Tagen getotet
wurden (n=28). Da die Daten nicht der Normalverteilung entsprachen, wurden Unterschiede mittels Kruskal-Wallis-H-Test
und nachfolgendem U-Test ermittelt. Mediane (Interquartilsbereich: 25. Perzentil; 75. Perzentil). * p<0,001 vs. SO, #

p=0,004 vs. LO, $ p=0,046 vs. LO.

Die Energieaufnahme war am ersten Tag nach der Implantation bei Mannchen und
Weibchen ahnlich der Korpermasse stark vermindert (Abb. 3-6B, Tab. 3-6). Die relative

Energieaufnahme der LO- und HI-Mause war zu diesem Zeitpunkt signifikant niedriger im
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Vergleich zu den SO-Mausen. Nach der akuten Reduktion infolge der Implantation erfolgte
ein rascher Anstieg der Energieaufnahme (Abb. 3-6 B). Die Masse des Implantats hatte
einen signifikanten Einfluss auf die weitere Energieaufnahme, der Einfluss des Geschlechts
war nur tendenziell vorhanden (p<0,001 bzw. p=0,053). Alle Weibchen zeigten einen
progressiveren Anstieg in der Energieaufnahme am zweiten und dritten Tag nach der
Implantation im Vergleich zu den Mannchen. Die relative Energieaufnahme war bei den
Weibchen schon ab dem vierten Tag nach der Implantation in allen Gruppen gleich, bei den

Mannchen erst ab dem sechsten Tag.

Weibchen hatten nach jeweils drei, zehn und 14 Tagen weniger an Kérpermasse verloren als
Méannchen (jeweils p<0,001) (Abb. 3-7A). Bei den Mannchen hatte die implantierte Masse zu
allen drei Zeitpunkten einen signifikanten Einfluss auf die relative Korpermasse. Bei den
Weibchen war dieser Einfluss nur am dritten Tag nach der Implantation signifikant (p<0,001
SO vs. HI; p= 0,012 Hl vs. LO).
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e \ [ \ \ [ \
= b b
(0] e M ] I I -
2 100 G i 100 i 100
g b a a
@ | a SO g4 1
g 90 =0 % 90
¥ I — H|

80- 80- 80-

mannl. weibl. mannl. weibl. mannl. weibl.
B
2509 Tag 3 p<0,001 1000 Tag 10 p<0,001 12507 Tag 14 p=0,049
2
E 2001 | I Ic \ 8001 | [ \ 1000 | b 2 [ \
b b b

< 150 © 600 b 750 a
£ b a a
3 100 400 500
Ko a
o
& 504 200 250
i

0- 0- 0-

mannl. weibl. mannl. weibl. mannl. weibl.
Abb. 3-7: Relative Kérpermasse (A) und kumulative Energieaufnahme (B) an den Tagen drei (n=28), zehn

(n=19) und vierzehn (n=10) nach der Implantation. Die Ko&rpermasse entspricht der BKM. Mittelwerte +
Standardfehler. Geschlechtsspezifischer Unterschied mittels zweifaktorieller ANOVA,; Einfluss des Implantats bei
Méannchen und Weibchen mittels einfaktorieller ANOVA und Post-hoc Scheffé-Test ermittelt (a, b, ¢ bezeichnen
homogene Gruppen).
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Unterschiede in der kumulativen Energieaufnahme (Abb. 3-7B) nach drei, zehn und 14
Tagen entsprechen denen der Koérpermasse. Mannchen aller Gruppen nahmen bis zum
dritten, zehnten und 14. Tag weniger Energie auf als die Weibchen (jeweils p<0,05). Die
Implantation eines Gewichtes flhrte bei den Weibchen nur bis zum Tag drei zu einer
verminderten Energieaufnahme im Vergleich zu SO-Weibchen (p=0,01 LO vs. SO; p<0,001
HI vs. SO; p=0,016 HI vs. LO). Bei den Mannchen war der Unterschied in der
Energieaufnahme zwischen SO- und LO-Mannchen bis zum Tag 14 signifikant (Tag drei:
p=0,001 LO vs. SO; p<0,001 HI vs. SO; p=0,001 HI vs. LO; Tag zehn: p=0,030 LO vs. SO;
p<0,001 Hl vs. SO; Tag 14: p=0,031 HIl vs. SO).

3.3.2  Anderungen in der Kérperzusammensetzung

Weibchen zeigten am zehnten und vierzehnten Tag nach der Implantation eine starkere
Zunahme in der Fettmasse als die Mannchen (p=0,001 bzw. p<0,001) (Abb. 3-8A). Die

Masse des Implantats hatte bei den Weibchen keinen Einfluss auf Anderungen in der
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Abb. 3-8: Fettmasse (A) und fettfreie Masse (B) bei mannlichen und weiblichen Mausen nach drei (n=9), zehn
(n=9) und vierzehn Tagen nach Implantation (n=9-10) relativ zur K&rperzusammensetzung zum Zeitpunkt der
Implantation (entsprechend 100%). Mittelwerte + Standardfehler. Die Geschlechtsunterschiede wurden mittels
zweifaktorieller ANOVA, der Einfluss des Implantats bei Mannchen und Weibchen mittels einfaktorieller ANOVA

und Post-hoc Scheffé-Test (a, b entsprechen homogenen Gruppen) ermittelt. $ p=0,080 vs. SO, # p=0,062 vs.
LO.
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Fettmasse. Bei den Mannchen filhrte die Implantation eines schweren Gewichtes nach drei
und 14 Tagen zu einer Verminderung der Fettmasse im Vergleich zu LO- bzw. SO-
Mannchen (Tag drei: p=0,038 HI vs. LO; Tag 14: p=0,005 HI vs. SO).

Mannchen und Weibchen zeigten am dritten Tag nach der Implantation eines schweren
Gewichtes eine signifikante Abnahme in der fettfreien Masse im Vergleich zu SO-Mausen
(mannl.: p=0,001 bzw. weibl.: p=0,017 HI vs. SO) (Abb. 3-8B). Dieser Unterschied war bei
den Mannchen auch noch am zehnten Tag nach der Implantation vorhanden (p=0,005 HI vs.
SO). Die Verminderung der fettfreien Masse infolge der Implantation war am dritten und
zehnten Tag bei den Mannchen starker ausgepragt als bei den Weibchen (p=0,002 bzw.
p<0,001). HI-Weibchen reduzierten nur am dritten Tag ihre fettfreie Masse. Am Tag 14

entsprach die fettfreie Masse bei allen Mausen der basalen fettfreien Masse.

3.3.3  Anderungen im Energieumsatz

Der Energieumsatz wurde im KZV vom Zeitpunkt der Implantation an flr zwei Wochen

kontinuierlich mittels indirekter Kalorimetrie gemessen.

Der Gesamt-Energieumsatz war ahnlich der Energieaufnahme (vergl. Abb. 3-6B) von einem
akuten Abfall nach der Implantation gekennzeichnet (Abb. 3-9). Der relative Gesamt-
Energieumsatz war am ersten Tag nach der Implantation in beiden Geschlechtern ahnlich
(mannl.: SO: 91,31£3,6%, LO: 84,7+3,3%, HI: 85,7+2,9%; weibl: SO: 89,9+4,9%, LO:
78,614,1%, HI: 80,1+3,0%; p=0,160 mannl. vs. weibl.) und in LO- und HI-Mausen starker
vermindert als in SO-Mausen (Einfluss des Implantats: p=0,045). Anderungen im
Energieumsatz vom zweiten bis zum 14. Tag nach der Implantation waren zwischen den

Gruppen und bei Mannchen und Weibchen gleich.

Der Ruheumsatz anderte sich im Gegensatz zum Gesamt-Energieumsatz bis zum zweiten
Tag nach der Implantation nur wenig im Vergleich zu vor Implantation (Abb. 3-10). Auch im
weiteren Verlauf gab es keine signifikanten geschlechts- oder gruppenspezifische

Unterschiede.

Gesamt-Energieumsatz und Ruheumsatz zeigten etwa ab der zweiten Woche nach der
Implantation ein ahnliches Verlaufsmuster. In der ersten Woche nach Implantation ahnelte
der Verlauf des Gesamt-Energieumsatzes eher dem des relativen PAL (Abb. 3-11). Der PAL
war am ersten Tag nach der Implantation vermindert, aber relativ zur Basalmessung
zwischen Mannchen und Weibchen sehr dhnlich (mannl.: SO: 94,9+5,9%, LO: 90,1+5,2%,
HI: 87,3+4,5%; p=0,589; weibl.: SO: 90,5+3,2%, LO: 81,2+4,8%, HI: 88,9+5,1%; p=0,303;
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Abb. 3-9: Gesamt-Energieumsatz, absolut (A) und relativ zur Basalmessung vor der Implantation (definiert

als 100%) (B) Uber 14 Tage nach der Implantation. n=6 (aufgrund von Systemausfallen der Respirationsanlage
liegen flr die Tage 3, 7 und 13 jeweils n=5 Werte vor). Mittelwerte + Standardfehler.

p=0,329 mannl. vs. weibl.). Der PAL war infolge der Implantation bei allen Mausen bis ca.
Tag zwei vermindert, stieg bis zum Ende der ersten Woche wieder auf das Ausgangsniveau
an und blieb danach unverandert. Dabei zeigten sich keine geschlechtsspezifischen

(p=0,428) oder implantatsspezifischen Unterschiede (p=0,499).

Der RQ war am ersten Tag nach der Implantation in allen Mausen deutlich abgesunken
(mannl.: SO: 0,85+0,02, LO: 0,79+0,01, HI: 0,78+0,01; p=0,044 LO vs. SO; p=0,018 HI vs.
SO; weibl: SO: 0,89+0,03, LO: 0,80+0,01, HI: 0,78+0,01; p=0,019 LO vs. SO; p=0,005 HI vs.
SO). Danach stieg der RQ kontinuierlich bis zum Ausgangsniveau an. Alle Mannchen und
Weibchen regenerierten ab dem sechsten bzw. ab dem vierten Tag nach der Implantation

den basalen RQ. SO- und LO-Mause erreichten den basalen RQ friher als HI-Mause.

Die Entwicklung der Kérpermasse und der Energieaufnahme wahrend der Messung in der
indirekten Kalorimetrie entsprach im wesentlichen dem in Abb. 3-6 dargestellten Verlauf fur

alle Tiere, die am Tag 14 getdtet wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-10:

Ruheumsatz, absolut (A) und relativ zur Basalmessung vor der Implantation (definiert als 100%) (B)

Uber 14 Tage nach der Implantation. n=6 (aufgrund von Systemausféllen der Respirationsanlage liegen fir die
Tage 3, 7 und 13 jeweils n=5 Werte vor). Mittelwerte + Standardfehler.

Der kumulative Energieumsatz war am 14. Tag nach der Implantation zwischen allen
Versuchsgruppen gleich (Abb. 3-12). Anderungen in der Kérpermasse bis zum 14. Tag nach
der Implantation entsprachen im wesentlichen den Anderungen in der Energieaufnahme. HI-
Mannchen zeigten eine niedrigere kumulative Energieaufnahme (SO: 742,1+25,1kJ, LO:
683,8+23,1kJ, HI:
Kdérpermasse (SO: 100,0+1,8%, LO: 96,4+0,8%, HI: 93,7+0,4%; p=0,005 HI vs. SO) als die
SO-Méannchen.
729,7+51,2kJ, LO: 746,8+31,3kJ, HI: 687,0+22,3kJ; p=0,514) und relative Kérpermasse (SO:

650,8+16,8kJ; p=0,033 HI vs. SO) und eine niedrigere

Bei den Weibchen waren die kumulative Energieaufnahme

104,1+3,2%, LO: 105,4+3,1%, HI: 99,0+2,7%; p=0,312) zwischen allen Gruppen gleich.

relative

(SO:
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Abb. 3-11: Physical acticity level, PAL, absolut (A) und relativ zum PAL vor der Implantation (definiert als 100%)
(B) und respiratorischer Quotient, RQ (C), Uber 14 Tage nach der Implantation. n=6 (aufgrund von

Systemausfallen der Respirationsanlage liegen fur die Tage 3, 7 und 13 jeweils n=5 Werte vor). Mittelwerte +
Standardfehler.
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Abb. 3-12:  Kumulative Energieaufnahme (A), kumulativer Energieumsatz (B) und relative Kérpermasse (C) am
14. Tag nach der Implantation von Mausen, deren Energieumsatz in der Respirationsanlage bestimmt wurde
(n=6). Die Korpermasse entspricht der BKM. Als Bezug dienten die Mittelwerte aus der zweitdtigen
Basalmessung. Mittelwerte + Standardfehler. Signifikante Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen
wurden mittels zweifaktorieller ANOVA, der Einfluss des Implantats bei Mannchen und Weibchen mittels
einfaktorieller ANOVA mit Post-hoc Scheffé-Test (a, b entsprechen homogenen Gruppen) getestet.

3.3.4  Hormonelle Anderungen

3.3.4.1 Leptin

Die basale Konzentration von Serum-Leptin war bei Mannchen und Weibchen gleich (Tab. 3-
1, Abb. 3-13). Am dritten Tag nach der Implantation war die Leptinkonzentration mit
Ausnahme der mannlichen SO-Tiere bei allen Mausen deutlich niedriger im Vergleich zur
basal gemessenen Konzentration (Abb. 3-13). HI-Mannchen hatten signifikant niedrigere
Leptinspiegel als SO-Mannchen (SO: 12,6+2,7ng/ml, LO: 6,5+2,3ng/ml, HI: 3,5+0,7ng/ml;
p=0,026 HI vs. SO). Bei den Weibchen gab es keine Unterschiede (SO: 3,9+1,2ng/ml, LO:
2,240,5ng/ml, HI: 2,9+0,5ng/ml; p=0,533). Am zehnten und vierzehnten Tag waren weder bei
den Weibchen noch bei den Mannchen signifikante Gruppenunterschiede nachweisbar.
Weibchen hatten zu allen drei Zeitpunkten nach Implantation niedrigere Leptinspiegel als die
Mannchen (jeweils p<0,05, vergl. Abb. 3-13)
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Abb. 3-13:  Absolute Leptinkonzentration (ng/ml) (A) und Anderungen in der Leptinkonzentration (%) (B) relativ
zur basalen Konzentration (definiert als 100%) drei, zehn und 14 Tage nach Implantation der Gewichte. n=9-10.
Mittelwerte + Standardfehler. Geschlechtsspezifische Unterschiede mittels zweifaktorieller ANOVA, Einfluss des
Implantats geschlechtsspezifisch mittels einfaktorieller ANOVA und Post-hoc Scheffé-Test getestet (a, b
entsprechen homogenen Gruppen). $ p=0,087 vs. SO.
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weibl. y=2,70x-3,88 0,624 <0,001 weibl. y=0,83x-6,66 0,603 <0,001

Abb. 3-14:  Korrelation zwischen Serum-Leptinkonzentration (ng/ml) und mittels DEXA bestimmtem
Korperfettgehalt in g (A) bzw. in % der Koérpermasse (B). Die Berechnung der Regressionsgeraden erfolgte
mittels linearer Regression, Korrelationskoeffizienten nach Pearson in A: mannl. r=0,797, weibl. r=0,793; in B:
mannl. r=0,699, weibl. r=0,780. n (mannl./weibl.): 83/88.
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Die Serum-Leptinspiegel korrelierten bei Mannchen und Weibchen unabhangig von der
Intervention signifikant mit der absoluten Fettmasse (Fetty) bzw. mit der relativen Fettmasse
(Fetts,) (Abb. 3-14). Dabei war die Korrelation mit der absoluten Fettmasse als unabhangige
Variable etwas starker als mit der relativen Fettmasse (Fetty: rmsnn.=0,797; ryein =0,793; Fetty,:
Fmann.=0,699; Nweiv.=0,780).

Beim Vergleich der gemessenen Leptinspiegel (Abb. 3-13) mit der Anderung in der
Koérperfettmasse (Abb. 3-8 A) zeigte sich fur den dritten Tag nach der Implantation eine gute
Ubereinstimmung des Gruppenmusters, nicht aber des Ausmafes von Fettmasse- und
Leptinreduktion. Die Fettmasse war bei den HI-Mannchen nicht signifikant (p=0,139), die
Leptinkonzentration aber signifikant reduziert im Vergleich zu SO-Mannchen (p=0,026). Bei
den Weibchen gab es in der Fettmasse und der Leptinkonzentration keine Unterschiede
durch die Implantation. Am zehnten Tag nach der Implantation waren die Fettmasse und die
Leptinkonzentration bei Mannchen und Weibchen nicht durch die Implantation beeinflusst.
Bei signifikant niedrigeren relativen Leptinspiegeln (p<0,001) wiesen die Weibchen im
Vergleich zu den Mannchen aber eine starkere Erhdhung in der Fettmasse (p=0,001) auf.
Am 14. Tag nach der Implantation zeigten die Mannchen mit schweren Implantaten bei
signifikant reduzierter Fettmasse (SO: 105,9+3,9%; LO: 102,5+4,7%; HI: 83,4+4,3%;
p=0,005 HI vs. SO; p=0,014 HI vs. LO) jedoch eine ahnliche Leptinkonzentration wie SO-
und LO-Mannchen. Die Weibchen zeigten im Vergleich zu den Mannchen eine deutliche
Zunahme in der Fettmasse (SO: 132,4+13,5%; LO: 140,4+14,3%; HI: 107,4+11,1%; p<0.001

mannl. vs. weibl.), aber noch immer niedrigere Leptinspiegel (p=0,023 mannl. vs. weibl.).

3.3.4.2 Corticosteron

Méannchen und Weibchen =zeigten starke Unterschiede in der basalen
Corticosteronkonzentration (Tab. 3-1, Abb. 3-15A). Der Corticosteronspiegel der Weibchen
entsprach etwa dem 2,5fachen der Mannchen. Zu allen drei Zeitpunkten zeigten Weibchen
eine starkere Erhéhung in der Corticosteronkonzentration als die Mannchen (jeweils p<0,01)
(Abb. 3-15B). Das Implantat hatte keinen Einfluss auf Anderungen in der

Corticosteronkonzentration.
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Abb. 3-15: Absolute  Corticosteronkonzentration (ng/ml) (A) und Anderungen in der

Corticosteronkonzentration (%) relativ zur basalen Konzentration (definiert als 100%) (B) drei, zehn und
vierzehn Tage nach Implantation der Gewichte. n=8-10. Mittelwerte + Standardfehler. Geschlechtsspezifische
Unterschiede mittels zweifaktorieller ANOVA getestet.

3.3.5 Anderungen der mRNA-Spiegel von Leptin, UCP1 und UCP3

Die basalen mRNA-Spiegel fiir Leptin im EAT, OAT und SAT sowie von UCP1 und UCP3 im
BAT waren fir Mannchen und Weibchen gleich (Tab. 3-7). Die UCP3-Genexpression im
Skelettmuskel war bei den Weibchen signifikant hoher im Vergleich zu den Mannchen
(p=0,032). Der Northern Blot zur Bestimmung von Anderungen in der UCP1-mRNA-
Expression bei Mannchen und Weibchen infolge der Implantation ist beispielhaft fiir alle
Northern-Blot-Analysen in Abb. 3-16 dargestellt.

Der mRNA-Spiegel von Leptin im epidydimalen Fettgewebe war bei den HI-Mannchen
analog zum Serum-Leptin nach drei und 14 Tagen im Vergleich zu SO-Mannchen signifikant
vermindert (jeweils p=0,008 HI vs. SO) (Abb. 3-17). Dieser Unterschied war fir den

Leptinspiegel auch im subkutanen Fettgewebe vorhanden, aber weniger stark ausgepragt.

Im omentalen Fettgewebe zeigte sich bei den Weibchen nach drei und vierzehn Tagen
sowohl nach Schein-Operation als auch nach Implantation eines schweren Gewichtes ein
Abfall der Leptin-mRNA-Spiegel. Dieser Abfall war aber nur fir die HI-Weibchen signifikant
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Tab. 3-7: Basale mRNA-Expression von UCP1, UCP3 und Leptin (Tag 0).

UCP1 UCP3 UCP3 Leptin Leptin
BAT BAT Muskel SAT E/OAT

mannl. | 1,00 (1,21) | 1,00 (0,76) | 1,00 (0,43) | 1,00 (0,66) | 1,00 (0,68)
weibl. | 1,02 (0,32) | 1,04 (0,43) | 1,43* (0,63) | 0,65 (1,08) | 0,81 (0,85)

Die Genexpression wurde mittels Northern Blot und radioaktiver Hybridisierung bestimmt. Daten sind relativ
zum Median der Mannchen dargestellt, der als 1 definiert wurde. Alle Einzelwerte wurden relativ dazu
berechnet. Median (Spannweite), n=5. Statistische Analyse mittels U-Test *p=0,032 vs. mannl., *p=0,056
vs. mannl.

SO HI
UCP1BAT . | s =
mannl. s Beheow
SO HI
weibl. - mm '
Tag 14

Abb. 3-16: Northern Blot fir UCP1-mRNA im BAT von Mannchen und Weibchen als Beispiel fiir die
durchgefiihrten Hybridisierungen. Die RNA von Mannchen und Weibchen (vergl. Tab. 2-6) wurden auf getrennten
Blots untersucht. Jeweils 10ug Gesamt-RNA von fiinf Mausen pro Gruppe wurden hintereinander im Agarosegel
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer radioaktiv markierten
Sonde (217bp, s. Tab. 2-7) hybridisiert. Die UCP1-Blots wurden fiir 20min autoradiographisch exponiert. Die
Quantifizierung der mRNA-Spiegel der untersuchten Peptide erfolgte entsprechend Kap. 2.9.3.2. Das fehlende
Signal der ersten RNA-Probe fiir Tag 0 bei den Mannchen wurde in einem Wiederholungsversuch bestatigt.

(Tag drei: p=0,008; Tag 14: p=0,032 vs. Tag 0). Im subkutanen Fettgewebe war die Leptin-
Genexpression fur SO- und HI-Weibchen nach drei Tagen sowie fir die SO- Weibchen nach

14 Tagen leicht, aber aufgrund individueller Unterschiede nicht signifikant vermindert.

Der Vergleich mit der Serum-Leptinkonzentration zeigt, dass bei Mannchen und Weibchen
das Muster der Leptin-Genexpression im weillen Fettgewebe gut mit dem Muster der

Serumkonzentration Ubereinstimmte.

Abbildung 3-18 zeigt zum Vergleich die Anderungen in der Fettmasse und die kumulative
Energieaufnahme infolge der Gewichtsimplantation fiir die zur Untersuchung der
Genexpression genutzten Mause. Analog zur Leptin-Genexpression im EAT und SAT nach
drei und vierzehn Tagen waren bei den HI-Mannchen die Fettmasse (p=0,008 bzw. p=0,016
vs. SO) und die Energieaufnahme (p=0,016 bzw. p=0,032 vs. SO) signifikant vermindert. Bei

den HI-Weibchen zeigte sich jedoch bei verringerter Leptin-Genexpression im OAT nach drei
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und 14 Tagen eine unveranderte Fettmasse und Energieaufnahme im Vergleich zu SO-

Weibchen.

Die Untersuchungen im braunen Fettgewebe zeigten bei den HI-Mannchen am dritten Tag
nach der Implantation einen Anstieg der mRNA-Spiegel von UCP1 verglichen mit der
basalen mMRNA-Expression und den SO-Mannchen (p=0,008 vs. Tag ; p=0,016 vs. SO) (Abb.
3-19). Nach 14 Tagen entsprach die UCP1-mRNA-Expression der HI-Mannchen dem

Basalniveau. Bei den Weibchen fiihrte die Implantation des schweren Implantats nach drei
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Abb. 3-17:  Relative Leptin-Genexpression im epididymalen bzw. omentalen Fettgewebe (A) und
im subkutanen Fettgewebe (B) (jeweils n=5). Die Genexpression wurde mittels Northern Blot und
radioaktiver Hybridisierung bestimmt. Zum Vergleich ist die relative Leptin-Serumkonzentration
dieser fiir die Genexpression untersuchten Mause dargestellt (C). Héhere n-Zahlen (n=5-7) in (C)
ergaben sich dadurch, da fiir Serum-Leptin alle bei der Genexpression untersuchten Mause
einbezogen wurden (zur Untersuchung der Genexpression in EAT/OAT und SAT teilweise
verschiedene Mause genutzt). Genexpression und Serum-Leptinkonzentration wurden relativ zum
Median der Kontrollgruppe (Tag 0) dargestellt. Gezeigt sind die Einzelwerte mit dem Median. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-H-Test und U-Test innerhalb einer Gruppe und
eines Geschlechts zum Vergleich mit Tag 0 sowie mittels U-Test zum Vergleich der Gruppen zu
einem Zeitpunkt. * p=0,008 vs. SO, # p<0,001 vs. Tag 0, $ p<0,05 vs. Tag 0.
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und vierzehn Tagen zu einer verminderten UCP1-mRNA-Expression (p=0,008 bzw. p=0,032
vs. Tag 0). Die mRNA-Spiegel von UCP3 im braunen Fettgewebe wurden bei allen Mausen

nicht durch die Gewichtsimplantation beeinflusst.

Die mRNA-Expression von UCP3 im Skelettmuskel war fir HI-Mannchen nach drei und 14
Tagen, fir die SO-Mannchen nur nach 14 Tagen gegenlber der basalen Expression erhdht
(jeweils p=0,008 vs. Tag 0). SO- und HI- Weibchen zeigten im Gegensatz dazu verminderte
UCP3-mRNA-Spiegel im Skelettmuskel nach drei Tagen (jeweils p=0,008 vs. Tag 0). Nach
14 Tagen entsprach die UCP3-mRNA-Expression dem basalen Niveau. Zwischen SO- und

HI-Mausen gab es aber keine Unterschiede.
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Abb. 3-18: Fettmasse relativ zum Zeitpunkt der Implantation (A) und kumulative
Energieaufnahme (B) am dritten und 14. Tag nach Implantation der Gewichte von
Mannchen und Weibchen, die in die Untersuchung der Leptin-Genexpression (n=5)
einbezogen wurden. Hohere n-Zahlen (n=5-7) ergaben sich dadurch, da alle bei der
Genexpression untersuchten Mause einbezogen wurden (zur Untersuchung der
Genexpression in EAT/OAT und SAT teilweise verschiedene Tiere genutzt). Die
Fettmasse wurde relativ zur Messungen am Tag der Implantation berechnet
(entsprechend 100%). Gezeigt sind die Einzelwerte mit dem Median. Die statistische
Analyse erfolgte mittels U-Test zum Vergleich der Gruppen zu einem Zeitpunkt. *
p=0,008 vs. SO, # p=0,016 vs. SO, $ p=0,032 vs. SO.
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Abb. 3-19:  Relative Genexpression von UCP1 im braunen Fettgewebe (A) und von UCP3 im
braunen Fettgewebe (B) sowie im Skelettmuskel (C) fir jeweils fiunf Mannchen und Weibchen. Die
Genexpression wurde mittels Northern Blot und radioaktiver Hybridisierung bestimmt. Daten sind
relativ zum Median der Kontrollgruppe (Tag 0) dargestellt. Gezeigt sind die Einzelwerte mit dem
Median. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-H-Test und U-Test innerhalb einer
Gruppe und eines Geschlechts zum Vergleich mit Tag 0 sowie mit dem U-Test zum Vergleich der
Gruppen zu einem Zeitpunkt. # p=0,008 vs. Tag 0, $ p=0,032 vs. Tag 0, * p=0,016 vs. SO.
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4 Diskussion

Ziel der Studie war die Uberpriifung der Hypothese, dass eine kiinstliche Erhéhung der
Kdérpermasse durch Reduktion der biologischen Kdrpermasse bis zum Wiedererreichen der
Ausgangsmasse kompensiert wird. Daflir wurde die Kérpermasse von Mausen akut durch
die Implantation eines Gewichtes in die Bauchhoéhle um 10% erhdht. Die wichtigsten

Ergebnisse der Untersuchungen waren:

1. Mannchen zeigten infolge der kunstlichen Erhohung der Koérpermasse eine partielle
Reduktion in der biologischen Koérpermasse. Weibchen zeigten diese Kompensation

jedoch nicht.

2. Die Reduktion der biologischen Koérpermasse erfolgte ausschliel3lich auf Kosten der
Fettmasse. Die fettfreie Masse wurde in beiden Geschlechtern nicht durch die zusatzlich

implantierte Masse beeinflusst.

3. Anderungen in der Kérpermasse wurden kurz- bis mittelfristig eher durch Anderungen in

der Energieaufnahme als im Energieumsatz verursacht.

4. Die kinstliche Erhéhung der Korpermasse filhrte zu geschlechtsspezifischen
Anderungen im Leptin- und im Corticosteronspiegel sowie in der Genexpression von
UCP1 und UCP3.

4.1 Einfluss der Gewichtsimplantation auf die Energiebilanz

411 Anderungen in der Korpermasse, der Korperzusammensetzung und der

Energieaufnahme

Langfristige Anderungen in der Kérpermasse und der Kérperzusammensetzung waren schon
am Ende der zweiten Woche nach Implantation manifest. Die Kérpermasse war am 14. Tag
nach der Implantation bei den HI-Mannchen signifikant niedriger im Vergleich zu SO-
Mannchen und blieb auch bis zur 14. Woche nach der Implantation tendenziell um ca. 3-5%
niedriger im Vergleich zu SO- und LO-Mannchen (signifikanter Unterschied zu SO- und LO-
Méannchen bis zur 4. Woche). Die Reduktion in der Kodrpermasse beruhte auf einer
verminderten Fettmasse und entsprach etwa der Halfte der implantierten Masse von 10%.
Bei den Weibchen hatte die implantierte Masse nach jeweils 14 Tagen und 14 Wochen
keinen Einfluss auf die Kérpermasse. Im Vergleich zu den Mannchen war aber unabhangig
vom Implantat eine starkere Fettmassezunahme schon ab Tag zehn nach Implantation

nachweisbar. Im Gegensatz zur Fettmasse wurde die fettfreie Masse mittel- und langfristig
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weder durch die Implantation noch durch das Geschlecht beeinflusst und blieb bei allen

Mé&usen schon ab der zweiten Woche persistent auf dem urspringlichen Niveau.

Akut wurde die Kérpermasse durch eine stark verminderte Energieaufnahme am ersten Tag
nach der Implantation in allen Gruppen reduziert (Ausnahme SO-Weibchen), die
offensichtlich Folge des post-operativen Stresses war. Nach der Implantation von
miniosmotischen Pumpen wurde ebenfalls ein leichter Korpermasseabfall berichtet
(Velkoska et al., 2003). Die implantierten Gewichte waren aber zum Teil schwerer als die
miniosmotischen Pumpen, und die Implantation in den Bauchraum bedeutete eine etwas
hohere Belastung fir den Koérper als die Implantation unter die Haut, was den starkeren

Kdérpermasseabfall nach Gewichtsimplantation erklaren kénnte.

Weibchen zeigten infolge der akuten Korpermassereduktion in beiden Teilversuchen eine
progressivere Entwicklung in der Koérpermasse als die Mannchen. Die schnelle
Regenerierung der BKM bei den HI-Weibchen war nicht von einer kompensatorischen
Erhéhung der urspriinglichen Energieaufnahme begleitet, denn ab der zweiten Woche nach
Implantation war die Energieaufnahme bei allen Mausen wieder auf das Ausgangsniveau
angestiegen und blieb danach unverandert. Die schnellere Kérpermasseregeneration der
Weibchen basierte daher eher auf einer im Vergleich zu den HI-Mannchen friiheren und
schnelleren Erhéhung der Energieaufnahme auf das Ausgangsniveau (vergl. Abb. 3-6), was
zu einer hoheren, kumulativen Energieaufnahme bis zur zweiten Woche nach Implantation
fuhrte. Der Einfluss der Energieaufnahme auf die Kérpermasseentwicklung wurde dadurch
deutlich, dass Unterschiede in der Kérpermasse im wesentlichen denen der kumulativen
Energieaufnahme nach drei, zehn und 14 Tagen nach der Implantation entsprachen (vergl.
Abb. 3-7 und 3-12).

Die Verminderung der BKM wurde am dritten Tag nach der Implantation bei den HI-
Mannchen durch eine Verminderung der fettfreien und der Fettmasse herbeigefiihrt. Bei den
HI-Weibchen erfolgte die akute Kérpermasseabnahme nur durch eine Verminderung in der
fettfreien Masse, wahrend die Fettmasse durch das schwere Implantat nicht verandert
wurde. Die akute Reduktion (Tag drei) der fettfreien Masse war bei den HI-Mannchen mehr
als doppelt so hoch wie bei den HI-Weibchen (-2,6 + 0,4g bzw. —1,0 + 0,4g vs. Tag 0). Fur
mannliche Wistar-Ratten wurde ebenfalls eine starkere Abnahme der Proteinmasse nach
einer sechstagigen Fastenperiode im Vergleich zu Weibchen berichtet (Cortright und Koves,
2000). Es wurde vermutet, dass Weibchen die fettfreie Masse unter Bedingungen negativer
Energiebilanz stérker schitzen als die Fettmasse, was zu einem geringeren
Kdérpermasseverlust fuhren wirde, da der massenspezifische Energiegehalt von Fett hdher

ist als der von Protein (Cortright und Koves, 2000). Eine Abnahme in der Fettmasse konnte
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fur die HI-Weibchen am dritten Tag nach der Implantation jedoch nicht nachgewiesen
werden. Moglicherweise war eine Abnahme in der Fettmasse vor dem dritten Tag nach der
Implantation  bei den  HI-Weibchen eingetreten, aber aufgrund effektiver
Regenerationsmechanismen zu diesem Zeitpunkt nicht mehr messbar. Nach zehn und 14
Tagen entsprach die Kodrperzusammensetzung bei den Weibchen wieder dem
Ausgangsniveau; bei den HI-Mannchen war die Fettmasse bis zum 14. Tag nach der
Implantation noch immer reduziert (p=0,005 vs. SO). Neben einer progressiveren
Energieaufnahme kdnnte daher auch eine effizientere Energieverwertung bei den Weibchen
zur verminderten Koérpermasseabnahme im Vergleich zu den Mannchen gefiihrt haben
(Cortright und Koves, 2000). Die erhéhte Energieeffizienz wurde moéglicherweise durch den

akuten Nahrungsmangel infolge der Gewichtsimplantation hervorgerufen.

In einer neuen Betrachtung des sogenannten Minnesota-Experiments, in dem 12 Manner
einer 24-wdchigen Nahrungsrestriktion mit darauf folgender kontrollierter Steigerung der
Nahrungsaufnahme (12 Wochen) und ad libitum Nahrungsaufnahme (acht Wochen)
ausgesetzt waren, wurde ebenfalls eine Regenerierung der fettfreien Masse auf das Niveau
von vor der Nahrungsrestriktion berichtet (Dulloo et al., 1997). Die vollstandige
Wiederherstellung der fettfreien Masse war jedoch erst durch eine stark erhdhte
Nahrungsaufnahme in der ad libitum-Phase mdglich, die von einer erhdhten
Fettmassezunahme begleitet war. Die Implantation der Gewichte in die FVB-Mause flhrte zu
einer starken aber nur kurzfristigen Nahrungsrestriktion, die auch ohne nachfolgende
Erhéhung der Nahrungsaufnahme Uber das urspriingliche Mal hinaus zu einer schnellen
Regenerierung der fettfreien Masse flihrte. Die bei weiblichen Mausen unabhangig vom
implantierten Gewicht am Tag zehn und vierzehn nach der Implantation wiederhergestellte
fettfreie Masse war mit einer starkeren Zunahme in der Fettmasse und einer hdheren
kumulativen Energieaufnahme im Vergleich zu den Mannchen begleitet. Nach 14 Wochen
war die erhohte Fettmasse der Weibchen jedoch nicht mit einer signifikant hoheren
kumulativen Energieaufnahme verbunden. Akute geschlechtsspezifische Anderungen in der
Energieaufnahme hatten offensichtlich einen gro3en Einfluss auf die geschlechtsspezifische
Regenerierung der biologischen Koérpermasse nach Uberwindung des post-operativen

Stresses.

Eine den HI-Mannchen ahnliche Kérpermasseentwicklung und Energieaufnahme wurde in
Untersuchungen an mannlichen Wildmausen (Peromyscus maniculatus) beobachtet. Adams
et al. (2001) zeigten eine kompensatorische Korpermassereduktion entsprechend der
Implantation von Gewichten mit einer Masse von 1-3 g. Die Autoren postulierten daher die
Existenz eines Korpermasse-Set-points, der bei einer erhdhten Beladung des

muskuloskeletalen Systems in der neuralen Regulation der Kérpermasse eine Rolle spielt.
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Finf Wochen nach der Gewichtsimplantation betrug die Reduktion der biologischen
Kdérpermasse in der Gruppe mit dem schwersten Implantat (3 g) ca. 1,5 g, was ebenfalls
einer Kompensation der Halfte der implantierten Masse entspricht. Diese Reduktion der
Kdérpermasse war mit einer verminderten kumulativen Energieaufnahme bis zur funften
Woche nach der Gewichtsimplantation in der Gruppe mit dem schwersten Implantat
verbunden (Adams et al., 2001). Aus dieser Studie ging jedoch nicht eindeutig hervor, ob die
Energieaufnahme kontinuierlich Gber den gesamten Zeitraum nach der Implantation reduziert
war, oder ob ein akuter Abfall ahnlich wie bei der Untersuchung an den FVB-Mausen von
einer Regenerierung der Energieaufnahme gefolgt war, aber fiinf Wochen nicht ausreichten,
um den Energieverlust zu kompensieren. Eine unzureichende Energieaufnahme der Mause
mit dem 3 g-Implantat bei Adams et al. (2001) kénnte daher die Ursache der reduzierten
Koérpermasse und nicht die Folge einer metabolischen Rulckkopplung innerhalb der
Korpermasse-Set-point-Regulation sein. Weibliche Mause wurden in der erwahnten Studie

nicht untersucht.

Ratten und Mause werden durch kontinuierliche Zentrifugation (Bedingung erhdhter
Schwerkraft) einer Vervielfachung ihrer Koérpermasselast ausgesetzt. Unter diesen
Bedingungen zeigten die Versuchstiere ebenfalls eine Reduktion der Kérpermasse ahnlich
den HI-Mannchen (Warren et al., 1997). Dabei wurden eine akute Abnahme und spatere
Normalisierung in der Energieaufnahme und eine Korpermasseabnahme beobachtet, die
durch Reduktion der Fettmasse herbeigefiihrt wurde (Warren et al.,, 1997). Diese Effekte
konnten auf eine Erh6hung im Energieumsatz zurlickgefihrt werden, die vor allem einer
Steigerung des Ruheumsatzes, z. B. durch einen erhéhten Substratumsatz im
Skelettmuskel, entsprach (Wade et al., 2002). Ein erhéhter Energieumsatz konnte bei den
HI-Mannchen jedoch nicht als Ursache der leicht verminderten Fettmasse nachgewiesen

werden (s. Kap. 4.1.2).

4.1.2  Anderungen im Energieumsatz

Infolge der Implantation schwerer Gewichte wurde ein héherer Energieumsatz erwartet, da
akut mehr Energie zur Bewegung mit der zusatzlichen Masse aufgewendet werden muss.
Der kumulative Energieumsatz Uber zwei Wochen nach der Implantation wurde jedoch nicht
durch das implantierte Gewicht beeinflusst (vergl. Abb. 3-12). Akute Anderungen in der
Kdrpermasse nach der Implantation wurden daher hauptsachlich durch Anderungen in der

Energieaufnahme, nicht aber durch einen veranderten Energieumsatz hervorgerufen.

Der Zeitverlauf des Energieumsatzes zeigte analog der Entwicklung von Kérpermasse und
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Energieaufnahme eine akute Abnahme und einen darauf folgenden Anstieg. Die zeitgleiche
Abnahme von Energieaufnahme, Gesamt-Energieumsatz und PAL-Werten sowie ein
weitgehend unveranderter Ruheumsatz bei allen Mausen bis zum zweiten Tag nach der
Implantation lassen vermuten, dass der Gesamt-Energieumsatz akut hauptsachlich durch
eine verminderte Bewegungsaktivitdt und eine verminderte Nahrungsaufnahme nicht aber
durch den Ruheumsatz beeinflusst wurde. Die durch Narkose und Operation verursachte
verminderte Bewegungsfahigkeit fihrte vermutlich zu einer erschwerten Nahrungsaufnahme.
Sowohl in der Ratte (Griggio et al., 1992) als auch am Menschen (Weinsier et al., 2000;
Weinsier, 2001) ist gezeigt worden, dass der Energieumsatz unter Nahrungsentzug und
restriktiver Nahrungsaufnahme sinkt, da der Anteil der nahrungsinduzierten Thermogenese
vollstandig bzw. teilweise wegfallt. Eine verstarkte Aktivierung vorhandener Energiespeicher
aufgrund der niedrigeren Nahrungsaufnahme nach der Implantation lasst sich anhand des

ebenfalls akut verminderten respiratorischen Quotienten nachweisen (Abb. 3-11 C).

Mit zunehmender Energieaufnahme stieg auch der Energieumsatz am Ende der ersten
Woche nach Implantation wieder an, und RQ und PAL-Werte wurden entsprechend der
basalen Messung regeneriert. Die anhand der PAL-Werte abgeschatzte Bewegungsaktivitat
wurde daher mittel- und langfristig nicht durch die Implantation beeinflusst. Sie entsprach ab

der zweiten Woche nach der Implantation wieder der basalen Aktivitat.

Der Gesamt-Energieumsatz wurde ab der zweiten Woche nach Implantation durch die
Normalisierung der Futteraufnahme und der Bewegungsaktivitat hauptsachlich vom
Ruheumsatz bestimmt. Der Ruheumsatz wurde langfristig nicht signifikant durch die
zusatzliche Masse verandert. Der tendenziell verminderte Ruheumsatz der HI-Mannchen im
Vergleich zu SO-Mannchen in der 12. Woche nach der Implantation ist wahrscheinlich durch

die langfristig tendenziell verminderte BKM der HI-Mannchen erklarbar.

Der Einfluss zuséatzlicher Lasten auf Anderungen im Energieumsatz wurde bisher vor allem
in Humanstudien untersucht. Wahrend einer Gewichtsreduktion bei adipésen Mannern
wurde die diatetisch reduzierte Kérpermasse (-20%) simultan durch zusatzliche Gewichte
(entsprechend der KM vor der Diét) ersetzt, wodurch es zu Anderungen in der kdrperlichen
Aktivitat, aber nicht im Ruheumsatz kam (Weigle und Brunzell, 1990). In einer Studie an
Frauen zweier ostafrikanischer Volksstamme, die regelmafRig Lasten bis zu 70% ihrer
eigenen Korpermasse auf dem Kopf tragen, fliihrten zusatzliche Lasten mit einer Masse von
bis zu 20% der eigenen Kérpermasse nicht zu einer messbaren Erhéhung der metabolischen
Kosten (Maloiy et al., 1986). Anhand einer ahnlichen Studie bei Frauen eines Gambischen
Volksstammes wurde vermutet, dass die Schwelle zur Erhéhung des Energieumsatzes beim
Tragen von Lasten nicht durch die Kdrpermasse, sondern durch den Anteil an fettfreier

Masse bestimmt wird (Jones et al., 1987). Erst ab einer Erhdhung der Last um 40% in Bezug



Diskussion

69

auf die fettfreie Masse kam es zu einer kompensatorischen Erhéhung des Energieumsatzes.
Dabei war es unerheblich, ob diese Last durch die Fettmasse oder/und durch ein externes
Gewicht hervorgerufen wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch zusatzliche Lasten erst
eine bestimmte Masseschwelle erreicht werden muss, um Anderungen im Energieumsatz

zur Bewegung dieser Last hervorzurufen.

Moglicherweise war durch die Implantation eines Gewichtes von 10% der Kdérpermasse
diese Schwelle bei den FVB-Mausen noch nicht erreicht, was das Ausbleiben der Erhéhung
des Energieumsatzes begriinden konnte. Hinzu kommt, dass die Anderung des
Energieumsatzes durch eine zusatzliche Last auch davon beeinflusst wird, an welchem
Korperteil die Last getragen wird. So fuhrte bei Mannern das Tragen von Gewichten auf dem
Kopf oder am Oberkérper (nah am Torso) zu einem geringeren Energieaufwand als das
Tragen an den Beinen (entfernt vom Torso) (Soule und Goldman, 1969). Das zusatzliche
Gewicht in der Bauchhdhle fihrte daher bei den HI-Mausen vermutlich durch die
Okonomische Art des Tragens (Integration in den Oberkorper) zu keinem erhdhten

Energiebedarf fir die Bewegung mit dem Implantat.

Weibchen zeigten im Langzeitversuch nach zwei und 12 Wochen unabhangig vom Implantat
eine starkere Erhdhung des Energieumsatzes als die Mannchen. Dennoch konnten sie ihre
BKM trotz der zusatzlich implantierten Masse aufrechterhalten und nahmen sogar ahnlich
stark wie SO- und LO-Weibchen an Fettmasse zu. Das unterstiitzt die Vermutung einer
effizienteren Energieverwertung bei den Weibchen, die zu einer starkeren Konservierung der

Korpermasse fihrt.

Die effizientere Energieverwertung bei weiblichen Versuchstieren wurde in Studien
beschrieben, die unter energiefordernden Bedingungen (erhdhte Schwerkraft, erhéhte
korperliche Aktivitat) durchgefuhrt wurden. Bei weiblichen Ratten, die unter hodherer
Schwerkraft (2,5G) geboren und aufgezogen wurden, beobachtete man eine gegenuiber
Mannchen weniger starke Reduktion in der Kérpermasse im Vergleich zu Ratten, die unter
normaler  Gravitation (1G) aufwuchsen (Wubbels und de Jong, 2000).
Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Energieverwertung wurden auch an Ratten
gezeigt, die durch eine Erh6hung der Bewegungsaktivitat im Laufrad einem erhdhten
Energieumsatz ausgesetzt waren. Weibchen konnten bei héherer Bewegungsaktivitat ihre
Korpermasse im Vergleich zu den Mannchen trotz negativerer Energiebilanz
aufrechterhalten (Cortright et al., 1997) und zeigten dabei eine kompensatorische Erhéhung
in der Energieaufnahme (Nance et al., 1977). Untersuchungen von Stubbs (Stubbs et al.,
2002a; Stubbs et al., 2002b) zeigten &ahnliche Tendenzen auch beim Menschen. Die
Energiebilanz von Mannern war durch ein einwochiges Aerobic-Training unterschiedlicher

Intensitat (keine, mittlere, lange Trainingsdauer pro Tag) negativer bei der hochsten
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Trainingsintensitdt und die absolute Koérpermasseabnahme hdher im Vergleich zu den
Frauen. Frauen kompensierten zumindest teilweise den erhéhten Energiebedarf mit einer

hdéheren Energieaufnahme (+30%).

Infolge der Implantation war der Energieumsatz bei den HI-Mannchen und HI-Weibchen
nicht im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen erhéht. Offensichtlich bewirkte die
Gewichtsimplantation aber ahnlich einer erhdhten Schwerkraft oder erhohten Aktivitat eine
negative Energiebilanz, die zu den geschlechtsspezifischen Veranderungen in der
Korpermasse filhrte. Die negative Energiebilanz wurde durch die akute Abnahme der
Nahrungsaufnahme verursacht und loste mdglicherweise geschlechtsspezifische
Mechanismen zur Kompensation der negativen Energiebilanz aus. Bei der Aktivierung der
kompensierenden Mechanismen spielt vermutlich weniger die Ursache des Energiemangels

(Gewichtsimplantation) als der Mangel selbst eine Rolle.

Fazit. Die Ergebnisse weisen auf einen partiellen Kérpermasseverlust bei den HI-
Mannchen infolge der kinstlichen Erhéhung der Kdrpermasse hin, was die Fahigkeit zur
Wahrnehmung der Kdrpermasse per se vermuten lasst. Dagegen wurde die biologische
Koérpermasse der HI-Weibchen langfristig nicht durch die zusatzliche Masse verandert. Im
Vergleich zu den Mannchen wiesen die Weibchen zumindest mittelfristig eine Erhéhung der
kumulativen Energieaufnahme auf, was moglicherweise zur Erhaltung der biologischen
Korpermasse beigetragen hat. Der Energieumsatz hatte vermutlich keinen Einfluss auf die
geschlechtsspezifische  Regulation der biologischen Koérpermasse infolge der
Gewichtsimplantation. Da langfristige Veranderungen in der Koérpermasse und
Kérperzusammensetzung schon nach 14 Tagen infolge der Implantation manifest waren,
scheinen dafir akut eingetretene, geschlechtsspezifische Mechanismen verantwortlich zu
sein, die zu einer effizienteren Regenerierung der biologischen Kdrpermasse bei den HI-

Weibchen im Vergleich zu den HI-Mannchen fihrten.

4.2 Hormonelle Anderungen infolge der Gewichtsimplantation

4.2.1  Anderungen im Plasma- und mRNA-Spiegel von Leptin

Die basale Leptinkonzentration war bei Mannchen und Weibchen auch bei Normalisierung
mit der Fettmasse gleich (vergl. Tab. 3-1 und Abb. 3-13). Fir Frauen wurde dagegen eine
hohere Leptinkonzentration pro kg Fettmasse im Vergleich zu Mannern nachgewiesen
(Rosenbaum et al.,, 1997; Saad et al., 1997; Havel, 2000; Ahima und Flier, 2000;
Rosenbaum et al., 2001). Bei Nagern ist dieser Zusammenhang jedoch umstritten (Woods et

al., 2003; Havel, 2000; Landt et al., 1998) und mdglicherweise abhangig vom verwendeten
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Tierstamm. Langfristig korreliert die Leptinkonzentration im Serum mit der Korperfettmasse
(Havel, 2000, Ahima und Flier, 2000). Eine signifikante Korrelation zwischen Serum-Leptin
und absoluter sowie relativer Fettmasse war bei Einbeziehung aller untersuchten FVB-

Mause im KZV nachweisbar und fur Mannchen und Weibchen gleich.

Die Leptinkonzentration verminderte sich nach Implantation des schweren Gewichtes bei
den Mannchen eher implantatabhangig, bei den Weibchen eher implantatunabhangig. In
Ubereinstimmung mit einer Korrelation zur Fettmasse zeigten HI-Mannchen am dritten und
am 14. Tag nach der Implantation bei signifikant verminderter Fettmasse auch verminderte
Leptinspiegel und eine verminderte Leptin-Genexpression im Vergleich zu SO-Mannchen
und Kontroll-Mannchen (Tag 0) (vergl. Abb. 3-16 und 3-17). Im Gegensatz dazu reduzierten
SO- und HI-Weibchen die Serumkonzentration und Genexpression (v. a. im OAT) von Leptin
in gleichem Male aber bei unveranderter Fettmasse nach drei und 14 Tagen im Vergleich zu
Kontroll-Weibchen (Tag 0). Dieser Effekt hatte jedoch keinen Einfluss auf die Korrelation zur
Fettmasse, eine Beobachtung, die auch in einer Humanstudie wahrend einer

Kdrpermassereduktion berichtet wurde (Rosenbaum et al., 1997).

Langfristig wird die Leptinkonzentration und —Genexpression vor allem durch die GréRe der
Fettspeicher bestimmt und entsprechend der FettzellgréRe reguliert (Zhang et al., 2002).
Kurzfristig wird Leptin unabhéngig von Anderungen in der Fettmasse durch Fasten bzw.
Nahrungsrestriktion vermindert (Ahima, 2000). Bei Nagern kommt es dabei zu einem
schnellen Abfall der Leptin-mRNA um 50-80% und der Plasmakonzentration um 50%
(Ahima, 2000). Es wird angenommen, dass Leptin die metabolische Anpassung an den
Nahrungsentzug vermittelt (Ahima und Flier, 2000). Dabei spielen wahrscheinlich sinkende
Insulinspiegel in Verbindung mit einem verminderten Glukosestoffwechsel in der Fettzelle
eine Rolle (Ahima, 2000; Havel, 2000). Die stark gesunkene Energieaufnahme am ersten
Tag nach der Implantation besonders bei den Mausen mit leichtem und schweren Gewicht
(vergl. Abb. 3-6B) konnte demnach zu einer reduzierten Verfugbarkeit von Glukose in den
Fettzellen und damit zu einer verminderten Leptinsekretion gefiihrt haben. Die starkere
Reduktion der Leptinkonzentration bei den HI-Mannchen am dritten Tag nach der
Implantation im Vergleich zu SO-Mannchen lasst jedoch vermuten, dass das schwere
Implantat auch unabhéngig von der verminderten Energieaufnahme einen Einfluss auf die
Leptinkonzentration hatte. Da SO-, LO- und HI-Weibchen die Serumkonzentration an Leptin
akut ahnlich stark reduzierten, war der Einfluss der verminderten Energieaufnahme bei ihnen

offensichtlich starker als der Einfluss des Implantats.

Weibchen zeigten nach drei, zehn und 14 Tagen eine signifikant hohere kumulative
Energieaufnahme (vergl. Abb. 3-7) aber eine starkere Reduktion des Serum-Leptins im
Vergleich zu den Mannchen (vergl. Abb. 3-13). Offensichtlich tritt eine Reduktion der
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Genexpression und der Serumkonzentration von Leptin bei Weibchen bei hoherer
Energieaufnahme ein als bei den Mannchen. Die Reduktion der Leptin-Genexpression und
-Serumkonzentration provoziert bei den Weibchen mdglicherweise Mechanismen zum
Schutz vor dem Verlust an Kdrpermasse, die nicht mit der Regenerierung der Fettmasse
wieder aulBer Kraft gesetzt werden, sondern langerfristig wirksam sind. Die bei allen
Weibchen beobachtete rasche Regenerierung der Fett- und Kérpermasse kdnnte zudem auf
eine héhere Sensitivitat der Weibchen auf veranderte Leptinspiegel hindeuten. In diesem
Zusammenhang ist eine hohere Sensitivitat weiblicher Ratten fir die katabolische Aktivitat
von zentral appliziertem Leptin im Vergleich zu mannlichen Ratten berichtet worden (Clegg
et al., 2003; Woods et al.,, 2003). Leptin wird jedoch als Signal aufgefasst, das eher
Energieverlusten vorbeugt, als einem Energieliberschuss entgegenwirkt (Rosenbaum et al.,
1997; Wade, 2004; Flier, 2004). In diesem Kontext ist eine erhdhte Sensitivitat flr niedrigere
zentrale Leptinspiegel bei Weibchen durchaus denkbar. Da es im Prinzip keine zentrale
Leptinproduktion gibt und der Transport peripheren Leptins Uber die Blut-Hirn-Schranke tber
einen sattigbaren Mechanismus erfolgt, sollte die im Fastenzustand vorherrschende zentrale
Leptinkonzentration die periphere Blutkonzentration gut widerspiegeln. Entsprechend Abb. 1-
3 werden durch niedrige Leptinspiegel anabolische Mechanismen im Hypothalamus aktiviert,
die zu einer Stimulation der Nahrungsaufnahme und damit zur Regeneration der BKM fuhren

koénnen.

Auch nach der Wiederherstellung der urspringlichen Fettmasse nach 14 Tagen und nach
normalisierter Nahrungsaufnahme war die Leptinkonzentration bei den Weibchen niedriger
im Vergleich zu den Mannchen. Das deutet auf die Wirkung weiterer Faktoren hin, die
mdglicherweise durch eine Leptinreduktion beeinflusst werden und einer Erhéhung der
Leptinsekretion entgegen wirken oder unabhangig von Leptin durch eine akute
Verminderung der Nahrungsaufnahme oder veranderte Substratoxidation im
Energiestoffwechsel induziert werden. Bei Ratten konnte eine leptinunabhangige
Regenerierung der Kérpermasse nach einer 14tagigen Fastenperiode nachgewiesen werden
(Velkoska et al., 2003). Eine kontinuierliche Applikation  physiologischer
Leptinkonzentrationen vom Ende der Fastenperiode beginnend fiir die folgenden 12 Tage
unbegrenzter Nahrungsaufnahme flihrte nicht zu einer veranderten Kérpermassezunahme
im Vergleich zu saline-applizierten Ratten. Daher wurde vermutet, dass die momentane
Leptinkonzentration im Plasma keine Schlisselfunktion bei der Kérpermassezunahme nach
einer Gewichtsreduktion hat. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Untersuchung der
Leptinkonzentration von normal- und Ubergewichtigen Mannern und Frauen unter
kontrollierten Anderungen in der Koérpermasse (Rosenbaum et al., 1997). In der
Erhaltungsphase der reduzierten Koérpermasse (-10%) zeigten Frauen eine niedrigere

Leptinkonzentration im Vergleich zum Ausgangsgewicht, wahrend es bei den Mannern



Diskussion

73

keinen Unterschied gab. Im Gegensatz dazu hatten Manner bei einer erhdhten Kérpermasse
(+10%) erhdhte Leptinspiegel im Vergleich zum Ausgangsgewicht. Anderungen in der
Leptinkonzentration korrelierten wahrend der Kdrpermasseanderungen nicht mit dem
Energieumsatz, und trotz der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
Leptinkonzentration bei verminderter und erhdhter Kérpermasse waren auch Kkeine
geschlechtsspezifischen Unterschiede im Energieumsatz nachweisbar. Daher wurde
vermutet, dass Leptin nicht das primére Signal fiir Anderungen in der Energiebilanz darstellt
(Rosenbaum et al., 1997).

Bei der geschlechtsspezifischen Regenerierung der Korpermasse infolge der
Gewichtsimplantation  spielen mdglicherweise  veranderte Konzentrationen an
Geschlechtshormonen eine Rolle. Durch 48stindiges Fasten in Mausen kam es aufgrund
gesunkener Leptinspiegel zu einer signifikanten Reduktion der Testosteron- und
Ostradiolkonzentration (Ahima, 2000). Eine Verabreichung von Leptin wahrend des Fastens
fuhrte zu einer partiellen Regenerierung der urspringlichen Spiegel an Testosteron und
Ostradiol. Die Reduktion der Geschlechtshormone durch gesunkene Leptinspiegel unter
Fastenbedingungen entspricht der Rolle Leptins als Regulator der Reproduktionsfahigkeit
nur unter Bedingungen ausreichender Energiereserven bzw. ausreichender Verfugbarkeit
von Nahrung (Chan et al., 2003).

Verminderte oder fehlende Ostrogenspiegel (z. B. nach Ovarektomie) filhren zu einer
erhohten Energieaufnahme bei Nagern (Mystkowski und Schwartz, 2000; Ainslie et al.,
2001), niedrige Testosteronspiegel haben kurzfristig keinen Einfluss und bewirken langfristig
eine niedrigere Energieaufnahme (Mystkowski und Schwartz, 2000). Veranderte
Konzentrationen der Geschlechtshormone infolge der Gewichtsimplantation konnten
Anderungen in der Energiebilanz mit verursacht haben. lhre Konzentration wurde jedoch in

der durchgefuhrten Studie nicht gemessen.

Fazit. Die Leptinkonzentration wurde infolge der Gewichtsimplantation
geschlechtsspezifisch beeinflusst. Die akute Verminderung der Leptinkonzentration beruhte
wahrscheinlich auf der akut reduzierten Energieaufnahme nach der Implantation. Weibchen
hatten niedrigere Spiegel an Serum-Leptin als Mannchen. HI-Mannchen zeigten eine
signifikante Leptinreduktion im Vergleich zu SO-Mannchen nach drei und tendenziell nach 14
Tagen, die mit einer Reduktion in der Fettmasse Ubereinstimmte. Weibchen zeigten
hingegen eine implantatunabhangige Reduktion des Serumleptins, die aber im Vergleich zu
den Mannchen einer deutlich starkeren Fettmasseregenerierung in allen Gruppen
gegeniberstand. Die starker verminderten Leptinspiegel kénnten im Vergleich zu den

Mannchen zu einer starkeren anabolischen Reaktion (erhéhte Effizienz der
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Energieverwertung) bei den Weibchen gefuhrt haben.

4.2.2  Anderungen im Corticosteronspiegel

Die Corticosteronausschittung wird Uber die HPA-Achse reguliert und unterliegt einem
zirkadianen Rhythmus mit hohen Konzentrationen am Beginn der Wachphase (bei
nachtaktiven Nagern vor Beginn der Dunkelphase) und mit niedrigen Konzentrationen am
Beginn der Ruhephase (bei nachtaktiven Nagern vor Beginn der Lichtphase) (Wuttke, 2000;
Reinboth, 1980). Die Zeitspanne, in der die Mause in der vorliegenden Arbeit getdtet wurden
(morgens zwischen 8 und 12 Uhr), entsprach damit einem Intervall niedrigerer
Corticosteronspiegel. Die basalen Corticosteronspiegel waren bei den Weibchen etwa
doppelt so hoch wie bei den Mannchen, was auch in anderen Studien an FVB-Mausen

gezeigt wurde (Hamann et al., 1995; Hamann et al., 1996).

Die Corticosteronkonzentration wurde im KZV nicht durch die Masse des Implantats
beeinflusst, unterlag aber geschlechtsspezifischen Anderungen. Weibchen zeigten leicht
erhdhte Corticosteronspiegel ( um 10 - 40%) infolge der Gewichtserhéhung. HI- und LO-
Mannchen zeigten dagegen nach drei und zehn Tagen eher eine leichte Reduktion von ca.
10% im Vergleich zu SO-Mannchen. Am 14. Tag nach der Implantation wiesen SO- und LO-

Mannchen leicht erhdhte Corticosteronspiegel um ca. 15% auf.

Corticosteron dient Ublicherweise als Stressmarker, dessen Konzentration unter
psychologischem und kdrperlichem Stress erhoht ist (Li et al.,, 2000; Girard und Garland,
2002). In der Stressantwort agiert es unter anderem als Gegenspieler des Insulins, indem es
hauptsachlich die Glukosefreisetzung aktiviert (v. a. zur Energiebereitstellung far
glukoseabhangige Gewebe wie das Gehirn) sowie auf die Gluconeogenese in der Leber und
auf die Nahrungsaufnahme einwirkt. Bei mannlichen Mdusen wurde nach 24stundigem
Nahrungsentzug ein Corticosteronanstieg auf fast 400% beobachtet (Ahima, 2000). Es spielt
daher in der Regulation der Kérpermasse eine modulierende Rolle (Solano und Jacobson,
1999, Jeanrenaud und Rohner-deanrenaud, 2000).

Die fehlende starke Erhéhung der Corticosteronspiegel in Folge der Implantation lassen
vermuten, dass die Implantation per se zu keiner ausgepragten Stressantwort flihrte.
Deshalb scheint bei den Weibchen die leichte und vom Implantat unabhangige Erhdhung
des Plasma-Corticosterons im KZV eher Ausdruck der akut verminderten
Nahrungsaufnahme und damit verbundener  Mechanismen zur effizienteren
Energiebereitstellung zu sein. Die leichte Erhohung der Corticosteronspiegel bei den

Weibchen steht moglicherweise im Zusammenhang mit einer raschen Wiederaufnahme von
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Nahrung und mit der Regenerierung der Kérpermasse. Die Sensitivitat fir Corticosteron bzw.
fur Faktoren, die an der Corticosteronregulation beteiligt sind, kénnte bei Mannchen und
Weibchen unterschiedlich stark ausgepragt sein. Darlber ist bisher jedoch wenig bekannt.
Fir den Einfluss von CRH wurde berichtet, dass eine tagliche intracerebroventrikulare
Applikation von CRH in Ratten Uber 14 Tage zu einer verminderten Energieaufnahme und
reduzierter Kérpermasse bei Mannchen, aber nicht bei Weibchen fuhrte (Rivest et al., 1989).
Die CRH-Sekretion wird unter physiologischen Bedingungen Uuber einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus durch Corticosteron gehemmt. Die im Vergleich zu den
Mannchen relativ starkere Erhéhung der Corticosteronkonzentration bei den weiblichen
Mausen am dritten, zehnten und 14. Tag nach der Implantation kénnte zu einer zumindest
partiellen Hemmung der CRH-Sekretion und damit zu einer Verminderung der anorektischen
Wirkung des CRH geflihrt haben. Diese Vermutung wird durch die erhdéhte kumulative

Energieaufnahme nach drei, zehn und 14 Tagen im Vergleich zu den Mannchen unterstiitzt.

Aber auch die verminderten Leptinspiegel infolge der Implantation konnten die
Corticosteronspiegel beeinflusst haben. Leptin wirkt unter physiologischen Bedingungen
hemmend auf die HPA-Achse sowohl auf hypothalamischer Ebene (Hemmung der
Produktion von CRH-mRNA) als auch auf adrenaler Ebene (Hemmung der Corticosteron-
Produktion) (Leal-Cerro et al.,, 2001). Pathologisch und durchs Fasten bedingte niedrige
Leptinspiegel sind daher mit erhéhten Glucocorticoidspiegeln verbunden (Ahima, 2000).
Versuche an adrenalektomierten mannlichen Mausen und Ratten unter simultaner
Behandlung mit Leptin und unterschiedlichen Corticosteronkonzentrationen zeigten, dass
Corticosteron die hemmende Wirkung von Leptin auf die Energieaufnahme und die Korper-
und Fettmasse aufheben konnte (Solano und Jacobson, 1999, Jeanrenaud und Rohner-
Jeanrenaud, 2000). Dieser Effekt trat trotz leptininduzierter Reduktion im Plasma-Insulin und
Verminderung der hypothalamischen NPY-Genexpression auf. Daher wurde vermutet, dass
Corticosteron unter Normalbedingungen einen starkeren Einfluss auf die Nahrungsaufnahme
hat als Leptin (Solano und Jacobson, 1999). Der erhohte Corticosteronspiegel bei den
Weibchen kénnte daher eine Folge der verminderten Hemmung der Corticosteronproduktion
aufgrund niedrigerer Leptinspiegel im Vergleich zu den Mannchen sein. Die verminderten
Leptinspiegel bei den HI-Mannchen fuhrten aber offensichtlich nicht zu einer Erhéhung des
Corticosterons. Moglicherweise spielt dabei die geschlechtsspezifische Sensitivitat fir das

Leptinsignal eine Rolle (Clegg et al., 2003).

Die lipostatische Theorie der Kérpermasse nach Hervey nimmt an, dass eine niedrige
Fettmasse mit einem hdéheren Corticosteronspiegel assoziiert ist, der Uber einen
Ruckkopplungsmechanismus zur Wiederherstellung der urspriinglichen Fettmasse fihrt

(Hervey, 1969). Diese Vermutung impliziert, dass der Corticosteronspiegel negativ mit der
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Fettmasse korreliert. Diese Korrelation konnte jedoch in der durchgefuhrten Studie nicht

bestatigt werden (r5,, =0,066; r =0,192, jeweils p>0,05, Daten nicht gezeigt). Daher

weibl.
war der Einfluss von Corticosteron auf die Kérpermasse unabhangig von der Fettmasse und

wurde vermutlich eher durch Anderungen in der Nahrungsaufnahme modifiziert.

Fazit. Anderungen in der Corticosteronkonzentration wurden nur durch das
Geschlecht, nicht aber durch die implantierte Masse beeinflusst. Die erhdhten
Corticosteronspiegel nach drei, zehn und vierzehn Tagen koénnten zu einer effizienteren

Regenerierung der biologischen Kérpermasse bei den Weibchen beigetragen haben.

4.3  Anderungen im mRNA-Spiegel von UCP1 und UCP3 infolge der

Gewichtsimplantation

Die Entkopplerproteine (UCP) sind Proteine der inneren Mitochondrienmembran, deren
Aktivitat zur Entkopplung der Atmungskette von der ATP-Produktion fuhrt. UCP1 wird fast
ausschlief3lich im braunen Fettgewebe (BAT) (Klaus, 2001), UCP3 vorwiegend im BAT und
im Skelettmuskel exprimiert (Schrauwen et al., 1999). Durch seine entkoppelnde Aktivitat
bewirkt UCP1 im BAT die Abgabe der dabei frei werdenden Energie als Warme
(Thermogenese), was zu messbaren Anderungen im Energiestoffwechsel fiihrt. Die
entkoppelnde Funktion von UCP3 im Skelettmuskel liegt vermutlich in der Kontrolle der ATP-
Synthese und des mit der Atmungskette verbundenen Protonengradienten, wodurch die
Regulation des Substratstoffwechsels beeinflusst wird (Ricquier und Bouillaud, 2000). Um
den Anteil einer veranderten UCP1- bzw. UCP3-Genexpression an Anderungen im Energie-
und Substratstoffwechsel infolge der Gewichtsimplantation abzuschatzen, wurde die mRNA-
Menge von UCP1 und UCP3 im braunen Fettgewebe und von UCP3 im Skelettmuskel

untersucht.

Die Genexpression von UCP1 und UCP3 im BAT war vor der Implantation bei Mannchen
und Weibchen gleich (vergl. Tab. 3-7). Die basale UCP3-Genexpression im Skelettmuskel
war jedoch bei den weiblichen Mausen hoéher als bei den Mannchen. Die
geschlechtsspezifische Expression der Entkopplerproteine ist bisher wenig untersucht
worden, und vorhandene Daten stutzen sich vor allem auf Untersuchungen an Ratten. An
mannlichen und weiblichen Wistar-Ratten wurden unter Standardbedingungen ebenfalls
gleiche UCP1-mRNA-Spiegel im BAT (Rodriguez et al., 2001) und eine erhdhte UCP3-
Genexpression im Skelettmuskel der Weibchen beobachtet (Rodriguez et al., 2003). Die
UCP3-Genexpression im BAT war bei weiblichen Wistar-Ratten im Vergleich zu den

Mannchen jedoch vermindert (Rodriguez et al., 2001).
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4.3.1 Einfluss der Gewichtsimplantation auf die UCP1-Genexpression

Nach Implantation der schweren Gewichte war die UCP1-Genexpression im BAT bei den
Mannchen akut (Tag 3) im Vergleich zum Tag 0 erhoht, bei den Weibchen jedoch bis zum
Tag 14 gegeniiber Tag 0 reduziert. UCP1 spielt im BAT bei Nagern die wichtigste Rolle bei
der Regulation der adaptiven Thermogenese. Die Aktivitat der Thermogenese im BAT wird
primar durch das sympathische Nervensystem (SNS) und seinen Neurotransmitter
Noradrenalin stimuliert (Klaus, 2001). Die Stimulierung der UCP1-Aktivitat durch das SNS
erfolgt durch Wechselwirkung von Noradrenalin am ps;-adrenergen Rezeptor, wodurch die
Lipolyse in der braunen Fettzelle aktiviert wird und Fettsduren freigesetzt werden. Freie
Fettsduren aktivieren die UCP1-Aktivitdt und flhren zu erhdéhter Thermogenese (Klaus,
2001). Da UCP1 hauptsachlich der Regulation durch das SNS unterliegt, weist die akut
erhohte UCP1-Genexpression bei den HI-Mannchen auf eine Aktivierung des SNS hin. Die
verminderte BAT-Masse der HI-Mannchen im Vergleich zu SO- und LO-Mannchen am
dritten Tag nach der Implantation (Daten nicht gezeigt) wurde daher wahrscheinlich durch
eine mit der erhdhten SNS-Aktivitat assoziierte Lipolyse im BAT herbeigefiihrt. In einer
Untersuchung an BAT-Primarzellkulturen von mannlichen NMRI-Mausen wurde gezeigt,
dass Testosteron die Noradrenalin-stimulierte UCP1-Genexpression hemmte (Rodriguez et
al., 2002). Die induzierte UCP1-Genexpression bei den HI-Mannchen am Tag 3 nach der
Implantation koénnte madglicherweise durch einen verminderten Testosteronspiegel
hervorgerufen worden sein (mdglicherweise verursacht durch verminderte Leptinspiegel), der

zur Enthemmung der sympathischen Aktivierung des BAT fihrte.

Die UCP1-Genexpression ist normalerweise bei hochkalorischer Nahrung erhdht (Klaus,
2001) und unter Fastenbedingungen vermindert (Ricquier und Bouillaud, 2000; Dulloo und
Samec, 2001). Die verminderte UCP1-Genexpression im BAT bei den Weibchen mit
schweren Implantaten gegeniber unbehandelten Weibchen weist daher auf eine
verminderte Aktivitdt des SNS hin, die mdglicherweise durch die akut verminderte
Nahrungsaufnahme infolge der Implantation herbeigefiihrt wurde. Die damit im
Zusammenhang stehende Verminderung der Thermogenese korrespondiert mit einem unter
Fastenbedingungen erwarteten Spareffekt zum Schutz der endogenen Energiespeicher vor
zu raschem Verbrauch. So ist eine verminderte Aktivitdt des SNS auch beim Menschen mit
einem verminderten Energieumsatz und einer erhdhter Fettmasse in Verbindung gebracht
worden (Webber und Macdonald, 2000). Allerdings kann die noch immer nachweisbare
Reduktion der UCP1-Genexpression am Tag 14 nach der Implantation nicht mit einem
Nahrungsentzug erklart werden, da die Energieaufnahme der HI-Weibchen schon ab ca. Tag
5-6 nach der Implantation wieder normalisiert war. Moglicherweise handelt es sich dabei um

einen unbekannten Einfluss der zusatzlich implantierten Masse, der zur effizienteren
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Energieverwertung bei den Weibchen im Vergleich zu den Mannchen beitragt, um die
Energieressourcen zu regenerieren bzw. zu erhalten. Eine schon ab dem zehnten Tag
wiederhergestellte Kérper- und Fettmasse entspricht vermutlich dieser effektiven Regulation

der Energiereserven bei den Weibchen.

Der geschlechtsspezifische Unterschied in der UCP1-Genexpression infolge der Implantation
schwerer Gewichte ist anhand der vorliegenden Daten und der verfligbaren Literatur nicht
eindeutig zu erklaren. Der Einfluss des Geschlechts auf die Aktivitdt des SNS und von UCP1
ist bisher nur wenig untersucht worden. Da die UCP1-Expression auch hormonell
(Triiodthyronin, Leptin) reguliert wird (Ricquier und Bouillaud, 2000), koénnte die
geschlechtsspezifische Regulation oder Sensitivitdt dieser Hormone ebenfalls zu den

beobachteten Anderungen in der UCP1-Genexpression gefiihrt haben.

4.3.2 Einfluss der Gewichtsimplantation auf die UCP3-Genexpression

Die Genexpression von UCP3 im BAT unterliegt generell den gleichen
Regulationsmechanismen wie UCP1 (Ricquier und Bouillaud, 2000). Sie wurde aber weder
durch die Gewichtsimplantation noch durch das Geschlecht beeinflusst. Hingegen zeigte die
UCP3-Genexpression im Skelettmuskel v. a. geschlechtsspezifische Unterschiede, die
implantierte Masse war von marginalem Einfluss. Die Expression war bei den HI Mannchen
nach drei und vierzehn Tagen sowie bei den SO-Mannchen nach 14 Tagen im Vergleich
zum Tag 0 erhoht, bei den Weibchen unabhangig vom Implantat am dritten Tag nach der

Operation im Vergleich zum Tag 0 reduziert.

Die UCP3-Genexpression im Skelettmuskel ist im Gegensatz zum BAT unter
Nahrungsmangel induziert (Dulloo und Samec, 2001; Schrauwen und Hesselink, 2002;
Rodriguez et al., 2003). Unter physiologischen Bedingungen ist eine erhdhte Expression von
UCP3 jedoch nicht mit einer erhéhten entkoppelnden Aktivitat bzw. erhéhter Thermogenese
verbunden (Ricquier und Bouillaud, 2000; Dulloo und Samec, 2001). Es wird angenommen,
dass die Bedeutung von UCP3 eher in der Regulation des intramuskuldren Stoffwechsels
von Glukose und Fettsauren durch Kontrolle des mit der Entkopplung verbundenen
Protonengradienten und der ATP-Synthese liegt (Ricquier und Bouillaud, 2000; Dulloo und
Samec, 2001; Schrauwen und Hesselink, 2002). Der Einfluss einer erhéhten UCP3-
Genexpression auf den Glukose- und Fettsdurestoffwechsel steht auflerdem im
Zusammenhang mit einer erhohten Expression des Glukosetransporters GLUT4 im
Skelettmuskel und mit einem vermehrten Transport von Fettsaure-Anionen aus dem

Mitochondrium in das Cytosol, um eine Fettakkumulation in der Mitochondrienmatrix bei
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vermehrtem Fettsdureangebot zu verhindern (Schrauwen und Hesselink, 2002).
Entsprechend der Bedeutung von UCP3 fir den Substratstoffwechsel der Muskelzelle ist die
Expression in Situationen induziert, die mit einer erhdhten Freisetzung von Fettsduren
assoziiert sind (z. B. bei Fasten, unter Hochfettdiat oder unter akuter korperlicher Belastung)
(Schrauwen und Hesselink, 2002). Die erhéhten mRNA-Spiegel von UCP3 bei den HI-
Mannchen am driten Tag stehen daher in Ubereinstimmung mit einer bei
Kohlenhydratmangel vermehrten Energiebereitstellung aus Lipiden, die vermutlich durch den
akuten Nahrungsentzug infolge des Operationsstresses hervorgerufen wurde. Die stark
erhdhte Expression nach 14 Tagen war jedoch unerwartet. Zwar wiesen HI-Mannchen zu
diesem Zeitpunkt eine signifikant reduzierte Fettmasse auf, die Nahrungsaufnahme war zu

diesem Zeitpunkt aber wieder normal und kann nicht als Ursache herangezogen werden.

Eine geschlechtsspezifische Regulation von UCP3 im Skelettmuskel ist auch in anderen
Studien gezeigt worden. Mannliche Ratten, die fir 14 Wochen mit einer Cafeteria-Diat
Uberernahrt wurden und danach Standardfutter erhielten, zeigten im Skelettmuskel ebenfalls
eine Induktion der UCP3-Genexpression, die Weibchen zeigten dagegen eine unveranderte
Genexpression (Rodriguez et al., 2003). Auch nach einem 24stlindigen Fasten war die
UCP3-Genexpression bei den Mannchen starker induziert als bei den Weibchen. Die
Autoren vermuteten, dass die mangelnde Induzierbarkeit der UCP3-Genexpression bei den
Weibchen zu einer verstarkten Fetteinlagerung bei unbegrenztem Nahrungszugang fiihrte
(Rodriguez et al., 2003).

Ein Absinken der UCP3-Genexpression unter das Basalniveau wurde bei Wiederaufnahme
fettarmer Nahrung nach einer Fastensituation berichtet (Dulloo und Samec, 2001). Dieser
Mechanismus dient vermutlich der Begrenzung der Lipolyse zur Energiebereitstellung und
ermdglicht eine effiziente Fetteinlagerung nach der durchs Fasten hervorgerufenen
Fettmasseabnahme (Dulloo und Samec, 2001). Die verminderte UCP3-Genexpression im
Skelettmuskel der Weibchen im Zusammenhang mit einer normalen Fettmasse am dritten
Tag nach der Implantation stimmt mit einer effizienten Regenerierung der Fettspeicher
Uberein. Eine akut reduzierte Aktivitdt von UCP3 koénnte demnach zur effizienten

Regenerierung der Fett- und Kérpermasse bei den Weibchen beigetragen haben.

Diese Vermutung wird durch Studien am Menschen und an der Ratte unterstitzt. Adipose
Frauen, die resistent gegentiber einem langfristig kontrollierten Diatprogramm waren, zeigten
im  Skelettmuskel eine niedrigere UCP3-Genexpression und eine verminderte
Entkopplungsaktivitat in den Mitochondrien im Vergleich zu Frauen, die unter den gleichen
Bedingungen 43% an Masse verloren (Harper et al., 2002). Mannliche Ratten, die resistent
fur eine Kérpermassezunahme unter moderater Fettdiat (31% Fett) waren, zeigten nach zwei

Wochen unter Fettdiat eine um das Dreifache hdhere UCP3-Genexpression im
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Skelettmuskel im Vergleich zu Ratten, die empfanglich fur die Fettdiat waren. Dieser Effekt
trat trotz vergleichbarer Energieaufnahme auf, flhrte aber nur bei den Fettdiat-
empfanglichen Ratten zu einer Fettmassezunahme (Weigle und Levin, 2000). Diese Studien
zeigen, dass eine verminderte UCP3-Aktivitdt im Skelettmuskel vermutlich mit einer

verminderten Lipidoxidation und mit einer erhéhten Fetteinlagerung verbunden ist.

Fazit. Anderungen in der Genexpression von UCP1 im BAT waren abhangig von
der implantierten Masse, der Effekt auf UCP3 im Skelettmuskel jedoch implantatunabhangig
(vergl. Abb. 3-19). Beide Parameter wurden ausserdem geschlechtsspezifisch reguliert. Die
bei den Weibchen reduzierte Genexpression von UCP1 im BAT und von UCP3 im
Skelettmuskel weist auf eine verminderte Thermogenese und eine verminderte
Energiebereitstellung aus Lipiden zugunsten einer effizienten Regenerierung der Koérper- und
Fettmasse hin. Bei den Mannchen weist die akut erhéhte Genexpression von UCP1 im BAT
und von UCP3 im Sklettmuskel auf eine erhohte Thermogenese und eine vermehrte
Energiebereitstellung aus Lipiden hin, die offensichtlich akut zur Abnahme der Fettmasse
beitrugen. Die Rolle der verminderten Nahrungsaufnahme bei akuten Anderungen in der
UCP1- und UCP3-Genexpression am dritten Tag nach der Implantation kann mit dem
genutzten Versuchsdesign nicht eindeutig vom Effekt der implantierten Masse getrennt
werden. Da die Nahrungsaufnahme aber nach 14 Tagen wieder normalisiert war, ist zu
vermuten, dass die zu diesem Zeitpunkt noch immer reduzierte UCP1-Genexpression im

BAT der HI-Weibchen auf einen Einfluss der zusatzlichen Masse zurlickzufihren ist.

4.4  Anderungen in der Kérpermasse infolge der Gewichtsimplantation erfolgten

geschlechtsspezifisch

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Regulation der
biologischen Koérpermasse infolge der Implantation von Gewichten geschlechtsspezifisch
erfolgte. Mannchen mit schweren Implantaten kompensierten die kinstlich erhdhte
Kdérpermasse durch eine Reduktion der Fettmasse im Vergleich zu SO-Mannchen. Dieser
Unterschied war bereits nach 14 Tagen ausgepragt und blieb tendenziell auch bis zur 14.
Woche nach der Gewichtsimplantation persistent. Die kompensatorische Verminderung der
Koérpermasse erfolgte allerdings nur partiell und entsprach in etwa der Halfte der
implantierten Masse. Weibchen kompensierten die Implantation des schweren Gewichtes
jedoch nicht mit einer Reduktion der biologischen Kérpermasse und zeigten nach
Uberwindung des postoperativen Stresses eine unveranderte Kérperzusammensetzung im
Vergleich zu SO- und LO-Weibchen. Eine Regulation der Kérpermasse entsprechend eines

massespezifischen Set-points konnte daher eher bei den Mannchen als bei den Weibchen
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und nur partiell gezeigt werden.

Von der kompensatorischen Reduktion der BKM war nur die Fettmasse betroffen. Die
fettfreie Masse wurde bei allen Mausen nach Uberwindung des postoperativen Stresses auf
das Ausgangsniveau regeneriert und entsprach auch nach 14 Wochen der urspriinglichen
fettfreien Masse. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die fettfreie Masse in beiden
Geschlechtern einer strikten Kontrolle unterliegt und Anderungen in der fettfreien Masse
durch effiziente Regulationsmechanismen schnell wieder kompensiert werden. Die
Fettmasse war hingegen variabler und insbesondere bei den Weibchen unabhangig von der
implantierten Masse sowohl kurzfristig (ab Tag zehn) als auch langfristig (nach 14 Wochen)
starker erhdht als bei den Mannchen. Die Regenerierung der fettfreien Masse bei
gleichzeitiger Erhohung der Fettmasse wurde auch nach kontrolliertem Fasten und
kontrollierter Wiederaufnahme von Nahrung bei Mannern wahrend des Minnesota-

Experiments beobachtet (Dulloo et al., 1997). Im Vergleich dazu war die Nahrungsrestriktion
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Abb. 4-1: Mogliche Mechanismen, die zur geschlechtsspezifischen Entwicklung der biologischen
Korpermasse und der Kodrperzusammensetzung infolge der Implantation zusatzlicher Gewichte flihrten. Zum
Vergleich ist die entsprechend einer ponderostatischen Regulation erwartete Verminderung der Kérpermasse
modellhaft dargestellt. BKM = biologische K&érpermasse, FFM = fettfreie Masse, FM = Fettmasse, T deutliche
Erhohung, T leichte Erhéhung, J deutliche Reduktion, { leichte Reduktion, <> keine Anderung. * beobachtete
Effekte kdnnten auch durch die akut verminderte Energieaufnahme mitbewirkt worden sein. Einzelheiten s. Text.
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nach der Gewichtsimplantation wahrend des post-operativen Stresses relativ kurz. Jedoch
war die Nahrungsaufnahme besonders am ersten Tag bei den Mausen mit LO- und HI-
Implantat drastisch reduziert und kdnnte zur geschlechtsspezifischen Aktivierung von

Regenerationsmechanismen gefuhrt haben.

Dabei koénnten die geschlechtsspezifischen Unterschiede in  den Leptin- und
Corticosteronspiegeln sowie in der Genexpression von UCP1 im BAT (UCP1gar) und von
UCP3 im Skelettmuskel (UCP3suettmuskel) €ine Rolle gespielt haben (s. Abb. 4-1). HI-
Mannchen zeigten akut infolge der Implantation eine reduzierte Leptinkonzentration,
unveranderte Corticosteronspiegel sowie eine induzierte Genexpression von UCP1gar und
UCP3skettmuske- EiNe erhdhte Aktivitat dieser Entkopplerproteine lielRe auf eine Aktivierung
energiekonsumierender Prozesse sowie auf eine verstarkte Lipidverwertung zur
Substratbereitstellung hindeuten. Diese Vermutung gemeinsam mit der im Vergleich zu HI-
Weibchen verzdgerten Nahrungsaufnahme infolge des post-operativen Stresses kénnte die
reduzierte Fettmasse der HI-Mannchen zumindest bis zum Tag 14 nach der Implantation

erklaren.

Im Vergleich dazu zeigten HI-Weibchen akut infolge der Implantation ebenfalls reduzierte
Leptinspiegel, aber leicht erhéhte Corticosteronspiegel und eine verminderte Genexpression
von UCP1gar und UCP3gsyettmuskel- Diese Veranderungen waren jedoch nicht zwischen den
Gruppen sondern nur im Vergleich zur basalen Messung bzw. zu den Mannchen
unterschiedlich. Das bedeutet, dass die implantierte Masse bei den Weibchen einen
geringeren Einfluss auf diese Veranderungen hatte als bei den Mannchen. Eine verminderte
Aktivitdt von UCP1gar und UCP3sketmusker  lieRe auf eher energiekonservierende
Mechanismen und auf eine gedrosselte Lipidverwertung zur Substratbereitstellung
schlieRen. Mdglicherweise hat die leicht erhdhte Corticosteronkonzentration mit zu einer
raschen Wiederaufnahme von Nahrung infolge der operationsbedingten, akut reduzierten
Nahrungsaufnahme beigetragen. Diese Mechanismen konnten zu der schon nach 10 Tagen
infolge der Gewichtsimplantation regenerierten Kérpermasse und Kdérperzusammensetzung
bei den HI-Weibchen gefuhrt haben.

Sowohl Leptin als auch Corticosteron und die Entkopplerproteine werden stark durch Fasten
bzw. durch restriktive Nahrungsaufnahme reguliert. Die hier diskutierten Anderungen dieser
Parameter infolge der Gewichtsimplantation kdénnten daher allein auf die mit dem post-
operativen Stress verbundene Reduktion in der Nahrungsaufnahme zurickgefihrt werden.
Jedoch kam es auch zu implantatabhéngigen Anderungen in der Leptinkonzentration und
der UCP1gar-Genexpression. Inwieweit die genannten Parameter jedoch unabhangig von
der akuten Nahrungsrestriktion die langfristige Entwicklung der Koérpermasse und der

Korperzusammensetzung bei den Mausen beeinflussten, kann anhand der hier dargestellten
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Untersuchungen nicht eindeutig geklart werden.

Die erwartete Erhdhung des Gesamt-Energieumsatzes infolge eines hdheren
Energieaufwandes fiur die Bewegungsaktivitat durch das zusatzliche Gewicht konnte nicht
nachgewiesen werden. Offensichtlich entsprach die resultierende Koérpermasse nach
Anhebung der biologischen Kdérpermasse um 10% einem so geringen Ausmal, dass die
Bewegung keinen erhéhten Energieaufwand erforderte. Die Implantation der Gewichte in die
Bauchhohle entsprach daher durch ihre Integration in den Oberkérper einer 6konomischen
Art des Tragens der zusatzlichen Masse (Soule und Goldman, 1969), sodass kein oder nur

ein geringfugiger zusatzlicher Energiebedarf entstand.

Das Muster (regenerierte fettfreie Masse, eher erhdhte Fettmasse) und die Effektivitat der
Regeneration der Korperzusammensetzung der Weibchen infolge der akuten
Kdrpermassereduktion nach Implantation der Gewichte dhnelt Beobachtungen, die mehrfach
durch Dulloo und Jacquet im Zusammenhang mit einer verminderten Fettmasse-spezifischen
Thermogenese sowohl am Menschen als auch an der Ratte beschrieben wurde (Dulloo und
Jacquet, 2001; Dulloo et al., 2002). Die fettmassespezifische Thermogenese unterliegt im
Gegensatz zur unspezifischen Thermogenese nicht dem Einfluss des sympathischen
Nervensystems, wird unter Nahrungsentzug langsam und entsprechend der Abnahme an
Fettmasse reduziert und steigt bei Wiederaufnahme von Nahrung auch nur langsam wieder
an. Der so reduzierte Energieverbrauch dient bei beginnender Nahrungsaufnahme nach der
Nahrungsrestriktion offensichtlich einzig dem Zweck der effizienten Wiederauffillung
verlorengegangener Fettspeicher und meist tber das urspringliche Maf hinaus (Dulloo und
Jacquet, 2001). Die hier gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass dieser Mechanismus,
der bisher v. a. an mannlichen Individuen untersucht wurde, bei Weibchen méglicherweise
starker ausgepragt ist und sensibler reagiert (auf klirzer andauernde Nahrungsrestriktion). Im
Vergleich zu den Untersuchungen von Dulloo und Jacquet (Dulloo und Jacquet, 2001), die
nach kontrolliertem zweiwochigen Fasten an Ratten durchgefuhrt wurden, war die durch die
Gewichtsimplantation hervorgerufene Nahrungsrestriktion kurzfristiger und individuell
unterschiedlich stark. Die signifikant starkere Fettzunahme der Weibchen kdnnte jedoch auf

die Wirksamkeit einer verminderten Fettmasse-spezifischen Thermogenese hindeuten.

Die geschlechtsspezifische Entwicklung der Kérpermasse infolge der Gewichtsimplantation
zeigte, dass Weibchen ihre biologische Kérpermasse bzw. ihre Energiereserven effizienter
vor einer Reduktion schitzen bzw. nach einer Reduktion regenerieren als Mannchen.
Offensichtlich flhrt eine effizientere Energieverwertung bei Frauen und weiblichen
Versuchstieren unter Bedingungen, die eine negative Energiebilanz provozieren (Fasten,
korperliche Aktivitat), zu einer starkeren Erhaltung der Energiespeicher (Cortright und Koves,

2000; Tate und Holtz, 1998). Aufgrund der Rolle des weiblichen Organismus zum Austragen
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und Aufziehen von Nachkommen, die stark Energie konsumierende Prozesse darstellen, ist
eine starkere Kontrolle der Energiereserven sinnvoll (Cortright und Koves, 2000). Es wird
vermutet, dass Weibchen wahrend der Evolution aufgrund ihrer Verantwortung fur die
Nachkommenschaft einem hoéheren Selektionsdruck ausgesetzt waren und deshalb
effiziente Mechanismen zur Sicherung von Energiereserven entwickelt haben (Cortright und
Koves, 2000). Ausreichende Energiereserven der Weibchen sind deshalb fir das
Fortbestehen der Arten von existenzieller Bedeutung. Fir die Mannchen bedeutet eine
verminderte Koérpermasse bzw. eine verminderte Fettmasse demnach keinen
Selektionsnachteil. Eine geringere Kérpermasse konnte sogar von Vorteil sein, da sie zu
einem geringeren Energiebedarf fihrt und in Zeiten verminderten Nahrungszugangs eine
héhere Uberlebenschance bietet. Diese geschlechtsspezifischen Mechanismen sind auch
von medizinischer Bedeutung, da Frauen unter heute herrschender aktivitatsarmer
Lebensweise und energiereicher Ernahrung haufiger und starker von Adipositas und deren

assoziierten Sekundarerkrankungen betroffen sind als Manner (Kopelman, 2000).

4.5 Schlussfolgerungen

Die hier vorgestellten Untersuchungen dienten der Uberpriifung folgender Hypothesen:

1. Eine kinstliche Erhdhung der Kérpermasse per se wird durch Reduktion der biologischen

Kérpermasse bis zum Wiedererreichen der Ausgangsmasse kompensiert.

2. Aufgrund der effizienteren Energieverwertung zur Aufrechterhaltung der Kérpermasse
unter negativer Energiebilanz ist die Regulation der Kérpermasse entsprechend eines
massespezifischen Set-points bei weiblichen Mausen starker ausgepragt als bei

mannlichen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen unterstitzen die Hypothese der Kompensation einer
erhdhten Korpermasse durch Reduktion der biologischen Koérpermasse bis zum
Wiedererreichen der Ausgangsmasse nur partiell und nur fur die Mannchen. Das |&sst
vermuten, dass die Koérpermasse per se zumindest bei den Mannchen durch einen
unbekannten Mechanismus in die Regulation des Korpergewichts integriert ist. Im
Gegensatz zur Koérpermasse unterlag aber die fettfreie Masse infolge der akuten
Kérpermasseabnahme nach Implantation einer effizienten Regenerierung und blieb auch
langfristig in beiden Geschlechtern unverandert. Ob daher ein Set-point eher auf die fettfreie
Masse als auf die Kérpermasse per se bezogen sein kdnnte, kann hier nicht beantwortet
werden. Die Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass offensichtlich eine minimal

notwendige fettfreie Masse in beiden Geschlechtern verteidigt wird.
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Entgegen Hypothese 2 regulierten die Weibchen ihre Kérpermasse nicht entsprechend eines
massespezifischen Set-points, sondern neigten eher dazu, ihre biologische Kérpermasse zu
erhalten bzw. sogar zu erhdéhen. Dieser Mechanismus entspricht der wahrscheinlich
evolutionar entstandenen effizienteren Kontrolle der Energiereserven bei weiblichen
Individuen. Eine Kompensation der erhdhten Koérpermasse in dem hier genutzten
Modellsystem musste unweigerlich mit einem Verlust an Energiereserven einhergehen
(inertes Gewichtsimplantat verdrangt energiehaltige Korpersubstanz zur Erhaltung eines
massespezifischen Set-points). Dieser Effekt konnte eher fir die Mannchen als fir die
Weibchen gezeigt werden, sodass Hypothese 2 nicht bestatigt werden konnte. Sie traf nicht

fur die Weibchen, sondern eher fiir die Mannchen zu.

Diese Uberlegungen zeigen, dass die Frage nach der Regulation der Kérpermasse
entsprechend eines massespezifischen Set-points durch die Versuchsergebnisse nicht
endgultig beantwortet werden kann. Die Ergebnisse insbesondere fur die Weibchen weisen
darauf hin, dass ein Set-point eher auf die biologische Kérpermasse aber nicht auf die
Kdrpermasse per se bezogen sein kdnnte. Bei isolierter Betrachtung der BKM konnte in
unserem Versuchsmodell gezeigt werden, dass sie nach einer Reduktion infolge des
postoperativen Stresses bei den Weibchen sehr effizient regeneriert wurde, bei den
Mannchen jedoch weniger effektiv. Natirlicherweise sind Anderungen in der Kérpermasse
immer auch mit Anderungen in der BKM und damit auch mit Anderungen der dem Kérper
verfugbaren Energie verbunden. Fur den Kérper erscheint es daher sinnvoll und notwendig,
die Koérpermasse entsprechend der bendtigten Energiereserven und angepasst an die
momentane Lebenssituation zu regulieren. Diese Vorstellung entspricht der Hypothese, dass
nicht die Koérpermasse per se, sondern die Energiehomoostase reguliert wird (Berthoud,
2002; Macdonald, 2003). Die von Mcdonald (Macdonald, 2003) postulierten Hauptfunktionen
dieser Regulation (Entwicklung und Erhaltung der fettfreien Masse, Aufrechterhaltung einer
ausreichenden Versorgung des ZNS mit Kohlenhydraten, Sicherung eines flir Reproduktion
und Wachstum erforderlichen Ernahrungsstatus) kénnen auch auf die hier diskutierten
Ergebnisse projiziert werden. Offensichtlich ist die Sicherung eines fur Reproduktion und
Wachstum erforderlichen Ernahrungsstatus bedingt durch evolutionare
Entwicklungsprozesse geschlechtsspezifisch reguliert. Weibchen sind daher programmiert,
ihre Energiereserven starker zu erhalten als Mannchen, was den Unterschied in der

Regenerierung der Fettmasse nach Implantation der schweren Gewichte erklaren konnte.

Die Hypothese der Regulation der Energichomoostase stellt eine Alternative zum Modell der
Set-point-Theorie dar, weil damit Schwankungen in der Kérpermasse besser erklarbar sind.
Die klassische Set-point-Theorie muss mdglicherweise in diesem Zusammenhang Uberdacht
werden (Wade, 2004).
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Die

4.6 Ausblick

in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse =zeigten erste Hinweise auf eine

geschlechtsspezifische Regulation der Kdrpermasse bezlglich eines massespezifischen

Set-points. Zur Unterstitzung und Prazisierung dieser Hinweise sind jedoch weitere

Versuche notig.

1.

Die geschlechtsspezifische Entwicklung der Kdérpermasse und der
Korperzusammensetzung und die akute geschlechtsspezifische Regulation der
Hormonkonzentration (Leptin, Corticosteron) sowie der Genexpression (UCP1gar,
UCP3sieietimuskel) 1assen einen Einfluss der Geschlechtshormone vermuten. Da Ostradiol
eher katabolische und Testosteron eher anabolische Wirkungen hat, werden
Energieaufnahme und Energieumsatz durch die Geschlechtshormone unterschiedlich
beeinflusst (Mystkowski und Schwartz, 2000). Auch Progesteron hat einen deutlich
Einfluss auf die Energieaufnahme (stimulierend) (Guyard et al., 1991; Richard, 1986)
und kénnte im Versuchsmodell der Gewichtsimplantation einen Einfluss auf die rasche
Erhéhung der Energieaufnahme im Zuge des post-operativen Stresses haben. Da
Ostradiol und Progesteron wahrend des Ostruszyklusses unterschiedliche
Konzentrationen annehmen, koénnte der Zeitpunkt der Gewichtsimplantation wahrend
des Zyklus einen Einfluss auf darauf folgende Anderungen in der Kérpermasse haben.
Zur Klarung dieser Fragen sollte zuerst ein Profil der Konzentration der
Geschlechtshormone vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Implantation
erstellt werden. Fur die Untersuchung des direkten Einflusses der Geschlechtshormone
auf Anderungen in der Kérpermasse und Kérperzusammensetzung nach der
Gewichtsimplantation sollten ovarektomierte (Modell fiir Ostradiolmangel) bzw. kastrierte
Versuchstiere (Modell fir Testosteronmangel) der gleichen Behandlung unterzogen
werden. Unter Annahme z. B. eines entscheidenden Einflusses von Ostradiol auf die
Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen, ist bei den ovarektomierten HiI-
Weibchen eine ahnliche Korpermasseentwicklung zu erwarten wie bei intakten HI-
Mannchen. Zukilnftige Versuche mit Gewichtsimplantation sollten auflerdem den
Ostruszyklus der Weibchen beriicksichtigen und immer im gleichen Zyklusstadium

erfolgen.

Im KZV wurden Anderungen in der Leptin- und Corticosteronkonzentration und im
MRNA-Spiegel der Entkopplerproteine in der akuten Phase nach der Implantation
beobachtet, die einen Einfluss auf die weitere Entwicklung der Kdrpermasse haben
kénnten. Diese Parameter werden aber auch durch Fasten bzw. durch restriktive

Nahrungsaufnahme reguliert. Zur Trennung des Einflusses der akuten
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Nahrungsrestriktion in der post-operativen Phase vom Einfluss des Gewichtsimplantats
auf diese Parameter sollte ein Versuch mit pair-feeding-Design durchgefuhrt werden.
Dabei erhalten Mause gleichen Alters Uber zwei Wochen nach der Implantation die im
KZV gemessene Energieaufnahme von SO-, LO- und HI-Mausen. Nach drei, zehn und
14 Tagen werden Leptin- und Corticosteronkonzentration und die Expression der

Entkopplerproteine im BAT und Skelettmuskel gemessen.

Akute Anderungen in der Kérpermasse konnten vor allem auf Anderungen in der
Energieaufnahme zuriickgefiihrt werden. Sollte ein akuter Einfluss des Implantats auf die
0. g. Hormonkonzentration mit Hilfe des pair-feeding-Experiments nachgewiesen
werden, kénnten z. B. Uber Leptin und Corticosteron vermittelte zentrale Mechanismen
(v. a. im Hypothalamus) daran beteiligt sein (Woods et al., 2003 ; Berthoud, 2002).
Entsprechend Abb. 1-3 kdnnten dabei z. B. Neuropeptide der first order und second
order Neurone beteiligt sein, deren Expression Uber quantitative PCR (real time PCR)

oder Northern Blot-Analyse bestimmt werden kdnnen.

Im Erklarungsansatz zur Interpretation der gezeigten Ergebnisse wurde vermutet, dass
die Verminderung der fettmassespezifischen Thermogenese bei Weibchen starker
ausgepragt ist als bei Mannchen. Diese Fragestellung ist bisher noch nicht untersucht
worden. Eine Untersuchung dieser Hypothese sollte unabhangig vom
Implantationsmodell an normalen mannlichen und weiblichen Mausen unter kontrollierten
Fastenbedingungen und Wiederaufnahme von Nahrung mit pair-feeding-Design

(Kontrolltiere mit gleicher Kérpermasse) erfolgen (s. Dulloo und Jacquet, 2001).
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5 Zusammenfassung

Die Set-point-Theorie der Korpermasse postuliert, dass die Korpermasse individuell
festgelegt ist und Uber lange Lebensphasen hinweg stabil bleibt. Es wird davon
ausgegangen, dass Anderungen in der Kérpermasse vom Kdrper wahrgenommen werden
kdénnen und diese Wahrnehmung zur Aktivierung kompensatorischer
Ruckkopplungsmechanismen flihrt, die Energieaufnahme und Energieumsatz beeinflussen
und die individuelle Set-point-Kérpermasse regenerieren. Der Einfluss der Kérpermasse per
se auf die Regulation der Kérpermasse konnte bisher nicht nachgewiesen werden. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob eine kunstliche Erhéhung der Koérpermasse durch die
Implantation eines zusatzlichen Gewichtes zu einer kompensatorischen Reduktion der
biologischen Koérpermasse (BKM, Kérpermasse ohne Implantat) bis zum Wiedererreichen

der Ausgangsmasse fiihrt.

Mannliche und weibliche FVB-Mause (inbred) wurden einer Schein-Operation (SO, kein
Implantat) unterzogen oder erhielten entweder ein leichtes (LO, 2-3% der Kdrpermasse) oder
ein schweres Gewicht (HI, 10% der Kérpermasse) von gleichem Volumen in die Bauchhéhle
implantiert. Anderungen in der Energiebilanz (u. a. indirekte Kalorimetrie) und der
Koérperzusammensetzung (DEXA) sowie hormoneller Parameter (Leptin, Corticosteron;
ELISA) und der Genexpression (Leptin, UCP1, UCP3; Northern Blot) wurden chronisch (lber

14 Wochen) und akut (Uber 14 Tage) infolge der Gewichtsimplantation untersucht.

Die Mause reagierten auf die kinstlich erhdohte Koérpermasse geschlechtsspezifisch.
Mannchen zeigten eine partielle Reduktion in der BKM. Weibchen zeigten diese
Kompensation jedoch nicht. Die reduzierte BKM entsprach einer reduzierten Fettmasse. Die
fettfreie Masse wurde in beiden Geschlechtern nicht durch die zusatzlich implantierte Masse
beeinflusst. Anderungen in der Kérpermasse wurden kurz- bis mittelfristig durch Anderungen
in der Energieaufnahme hervorgerufen. Ein Einfluss des Energieumsatzes auf Anderungen
in der Kérpermasse konnte nicht nachgewiesen werden. Leptin- und Corticosteronspiegel
sowie die Genexpression von UCP1 und UCP3 unterlagen akuten geschlechtsspezifischen

Anderungen infolge der Gewichtsimplantation.

Die Regulation der Kérpermasse entsprechend eines massespezifischen Set-points konnte
partiell fir die Mannchen gezeigt werden. Das weist darauf hin, dass die Wahrnehmung der
Kdrpermasse bei den Mannchen in die Regulation der Kérpermasse teilweise integriert sein
konnte. Die Weibchen regulierten dagegen ihre Kérpermasse eher entsprechend ihrer BKM.
Dieser Mechanismus ermdglicht vermutlich die Bewahrung der Energiereserven und spricht

eher fir die Regulation der Energiehomdostase im Vergleich zur Kérpermasse per se.
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