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PHF-Diät................ "palatable, high-fat diet", attraktive, fettreiche Diät

POMC.................... "pro-opiomelanocortin", Proopiomelanokortin



                                                                                                     Abkürzungen & Fachausdrücke

XII

PVN........................Nucleus paraventricularis des Hypothalamus

r...............................Korrelationskoeffizient

RIA.........................Radioimmunoassay

RQ...........................Respiratorischer Quotient

sCT......................... "salmon calcitonin", Lachs-Calcitonin

SE............................"standard-error", Standardfehler eines Mittelwertes

sense-Sonde............RNA, die die identische Basensequenz der im Gewebe nachzuweisenden
RNA aufweist

SFO........................."Organum subfornicale", Subfornikalorgan

STAT......................"signal transducers and activators of transcription"

STPD......................"standard temperature pressure dry", Standardbedingungen: T= 273 K,
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(Luft-)Volumina

T3............................Trijodthyronin
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template.................. linearisiertes cDNA-Fragment als Vorlage für die Transkription der
RNA-Sonde im Rahmen der in situ-Hybridisierung
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1 EINLEITUNG

1.1 DAS LEPTIN-SYSTEM UND SEINE ZENTRALE ROLLE BEI DER REGULATION

DES ENERGIEHAUSHALTES

Obwohl bereits vor mehr als 25 Jahren aufgrund von Parabioseversuchen zwischen genetisch

adipösen und normalgewichtigen Mäusen die Existenz eines humoralen Signalstoffes bei der

Regulation der Nahrungsaufnahme postuliert worden war (Coleman, 1973), wurde das ent-

sprechende Hormon Leptin erst 1994 durch die Identifizierung und Klonierung des ob-Gens

entdeckt (Zhang et al., 1994). Die intensive Erforschung dieses Hormons in den nach-

folgenden Jahren hat jedoch verdeutlicht, dass die Funktion des Leptins im Organismus weit

über die eines Sättigungsfaktors hinausgeht und bezüglich seiner metabolischen Wirkung

vielmehr die Charakteristika eines Rückkopplungssignals für die Größe der Fettspeicher

aufweist, so dass Leptin heute als "Adipositas-Signal" bezeichnet wird (Woods & Seeley,

2000). Neben seiner zentralen Rolle bei der Regulation des Körperfettgehaltes, auf die im

Folgenden näher eingegangen werden wird, übt das Leptin-System vielfältige weitere

Funktionen aus (Ahima & Flier, 2000; Harris, 2000; Trayhurn et al., 1999). So spielt Leptin

eine Rolle im Zusammenhang mit der Immunabwehr (Lord et al., 1998), der Angiogenese

(Sierra-Honigmann et al., 1998), der Hämatopoese und Osteogenese (Pighetti et al., 1999) und

der Gehirnentwicklung (Steppan & Swick, 1999; Ahima et al., 1999a), ist ferner maßgeblich

am Vorgang der sexuellen Reifung und an den Reproduktionsfunktionen des Körpers beteiligt

(Zamorano et al., 1997; Bi et al., 1999; Harris, 2000; Ahima & Flier, 2000) und vermittelt die

komplexe Adaptation des Körpers an Hungerperioden (Flier, 1998; Ahima & Flier, 2000).

1.1.1 Physiologische Regulation des Plasmaleptinspiegels

1.1.1.1 Zusammenhang zwischen Plasmaleptinspiegel und Körperfettmasse

Die grundlegende Eigenschaft eines Adipositas-Signals besteht in der engen Korrelation

seiner Konzentration im Plasma bzw. am eigentlichen Wirkort mit der gespeicherten Fett-

menge. Im Hinblick auf den Plasmaleptinspiegel konnte dieser Zusammenhang in Studien an

Menschen und Nagern mehrfach belegt werden (Maffei et al., 1995; Considine & Caro, 1997;

Rosenbaum et al., 1996; Eiden et al., 2001). Übereinstimmend mit der Funktion des Leptins

als Adipositas-Signal wurde das weiße Fettgewebe als Hauptproduktionsort identifiziert

(Zhang et al., 1994). Bisher konnte allerdings noch nicht geklärt werden, ob dabei die Kon-

zentration an Triglyzeriden oder an anderen Metaboliten des Lipidstoffwechsels bzw. die
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Richtung der Metaboliten- und Energieströme oder eventuell physikalische Faktoren, die in

Zusammenhang mit dem Füllungszustand der Fettzellen stehen, die Leptin-Expression und

-Sekretion bestimmen (Ahima & Flier, 2000; Mason et al., 1998; Hamilton et al., 1995).

Interessanterweise treten innerhalb des Fettgewebes von Mäusen, Ratten und Menschen

regionale Unterschiede in der Leptin-mRNA-Konzentration zwischen den einzelnen Fett-

depots auf (Trayhurn et al., 1995; Rousseau et al., 1997; Masuzaki et al., 1995), wobei bisher

noch nicht bekannt ist, wie die Leptin-Expression der verschiedenen Fettdepots geregelt und

koordiniert wird und inwieweit diese Koordination über zentralnervöse Mechanismen

vermittelt wird (Trayhurn et al., 1998).

Eine Leptin-Expression konnte außer im weißen Fettgewebe auch in anderen Geweben und

Organen wie der Skelettmuskulatur, dem Magen-Darm-Trakt, dem Milchdrüsenepithel, sowie

im braunen Fettgewebe und in der Plazenta nachgewiesen werden (Oliver et al., 2001;

Dessolin et al., 1997; Masuzaki et al., 1997b; Bado et al., 1998; Morton et al., 1998; Wang J.

et al., 1998a). Zudem existieren Studien, die eine Leptin-Expression innerhalb des Gehirns

vermuten lassen (Morash et al., 1999; Wiesner et al., 1999). Über die Beiträge der meisten

dieser weiteren Leptinproduktionsorte zum zirkulierenden Plasmaleptinspiegel und über die

Faktoren, die sie regulieren, liegen bisher noch keine genauen Informationen vor. Speziell bei

juvenilen Tieren konnte allerdings gezeigt werden, dass die Leptin-Expression im braunen

Fettgewebe, das im Gegensatz zum weißen Fettgewebe weniger ein Energiedepot als einen

Ort der sympathisch vermittelten thermoregulatorischen Thermogenese darstellt, entscheidend

die Höhe des Plasmaleptinspiegels mitbestimmt (Zhang et al., 2001).

1.1.1.2 Fettmassenunabhängige Beeinflussung des Plasmaleptinspiegels

Obwohl die Plasmaleptin-Konzentration im Allgemeinen ein zuverlässiger Indikator des

Körperfettgehaltes ist (Woods & Seeley, 2000), kann es zu Veränderungen des Plasmaleptin-

spiegels kommen, die nicht in direktem Zusammenhang mit einer Änderung der Fettspeicher

stehen. Neben zu erwähnenden Einflussfaktoren wie Geschlecht, Alter, Tages- und Jahreszeit

(Ahrén et al., 1997; Rosenbaum et al., 1996; Ahima et al., 1998; Klingenspor et al., 1996;

Drazen et al., 2000) scheinen auch Änderungen des Ernährungsstatus für die fettmassen-

unabhängige Veränderung der Plasmaleptin-Konzentration verantwortlich zu sein. So steigt

die Plasmaleptin-Konzentration bei Nagern innerhalb weniger Stunden nach der Futter-

aufnahme an (Saladin et al., 1995; Harris et al., 1996), umgekehrt fällt der Plasma-

leptinspiegel während des Fastens innerhalb kurzer Zeit bei Menschen und Nagern deutlich ab

(Wagner et al., 2000; Kolaczynski et al., 1996; Boden et al., 1997, Frederich et al., 1995;
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Ahima et al., 1996; Trayhurn et al., 1995), wobei die Größe dieser Veränderung in keinem

Bezug zu der Änderung der Fettmasse in diesem Zeitraum steht. Diese Beobachtung könnte

im Zusammenhang mit der Hypothese stehen, dass der Stimulus für die Leptin-Sekretion

mehr mit der Stoffwechselaktivität der Fettzelle als mit der aktuell gespeicherten Fettmenge

zusammenhängt (Coleman & Herrmann, 1999; Havel et al., 1996 & 1999; Hufnagel, 2001).

Als weitere wichtige Einflussgröße muss das sympathische Nervensystem angesehen werden,

da die Leptin-Expression im weißen und braunen Fettgewebe einer direkten sympathischen

Kontrolle unterliegt (Zhang et al., 2001; Trayhurn et al., 1998; Evans et al., 1999; Giacobino,

1996) und zudem indirekte Einflüsse auf die Leptin-Expression über die sympathisch

stimulierte Freisetzung von Katecholaminen aus den Nebennieren angenommen werden

(Trayhurn et al., 1998; Gettys et al., 1996; Moinat et al., 1995). Auch die negative Rück-

kopplung von Leptin auf die eigene Produktion (Wang J. et al., 1999b) könnte über eine

zentral vermittelte Wirkung auf das sympathische Nervensystem erfolgen (Slieker et al.,

1996; Zhang et al., 2001), wobei in diesem Zusammenhang aber auch ein peripherer,

autokriner Mechanismus vermutet wird (Wang J. et al., 1999b; Zhang et al., 1997).

Neben den bisher erwähnten Einflussfaktoren scheint auch die Interaktion mit anderen

Hormonsystemen an der fettmassenunabhängigen Veränderung der Plasmaleptin-

Konzentration beteiligt zu sein. So wird im Hinblick auf die unabhängig vom Körperfett-

gehalt bestehende enge Korrelation zwischen den Plasmakonzentrationen an Leptin und

Insulin (Boden et al., 1997; Dagogo-Jack et al., 1996; Kamoda et al., 1998) von einer

wechselseitigen Beeinflussung des Leptin- und Insulin-Systems ausgegangen, bei der Insulin

die Leptin-Expression und -Sekretion stimuliert (Barr et al., 1997; Wabitsch et al., 1996;

Hardie et al., 1996; Kolaczynski et al., 1996; Leroy et al., 1996; Sivitz et al., 1998; Cusin et

al., 1995; Koopmans et al., 1998), während Leptin umgekehrt einen hemmenden Effekt auf

die Insulinsekretion auszuüben scheint (Emilsson et al., 1997; Kulkarni et al., 1997; Kieffer et

al., 1997). Trotz eines postulierten direkten Effekts ist die Möglichkeit allerdings nicht auszu-

schließen, dass die vermutete Interaktion nur ein sekundäres Phänomen aufgrund des für

beide Hormone beschriebenen Zusammenhangs mit dem Fettstoffwechsel und der Fett-

deposition ist (Harris et al., 2000).

Neben dem Insulin-System scheint auch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-

(HPA)-Achse an der Regulation des Plasmaleptinspiegels beteiligt zu sein. So wird von einer

generell stimulierenden Wirkung der Glukokortikoide auf die Leptin-Synthese und -Sekretion

ausgegangen (Considine et al., 1997; Murakami et al., 1995; Zakrzewska et al., 1999; Elimam
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et al., 1998; De Vos et al., 1995; Newcomer et al., 1998). Dabei werden sowohl zentrale wie

periphere Mechanismen angenommen, wobei im letzteren Fall vor allem eine indirekte

Wirkung über eine Stimulierung der Insulin-Sekretion diskutiert wird (Solano & Jacobson,

1999; Casanueva & Dieguez, 1999; Harris et al., 2000). Leptin zeigt umgekehrt eine

hemmende Wirkung auf die Glukokortikoid-Sekretion (Glasow et al., 1998; Bornstein et al.,

1997; Pralong et al., 1998), wobei sowohl von einer zentral vermittelten Wirkung über die

Beeinflussung von CRH (corticotropin-releasing hormone) als auch von einem direkten

Effekt auf die Nebennierenrinde ausgegangen wird (Wauters et al., 2000; Harris et al., 2000).

1.1.2 Zentrale Vermittlung der Leptinwirkung

1.1.2.1 Mediatoren der Leptinwirkung − beteiligte Gehirnstrukturen und Neuropeptide

Eine weitere Voraussetzung für die Klassifizierung als Adipositas-Signal ist die zentrale

Vermittlung der Leptinwirkung. Die lange Isoform (Ob-Rb) des Leptinrezeptors, die als

einzige der Splicevarianten alle intrazellulären Strukturen besitzt, um als membranständiger

Rezeptor eine effiziente Aktivierung der JAK (janus kinase) -STAT (signal transducers and

activators of transcription)-Signalkaskade im Zellinneren auszulösen (Bjorbæk et al., 1997;

Ghilardi et al., 1996; Vaisse et al., 1996), konnte in einer hohen Konzentration im Hypo-

thalamus, speziell im ventrobasalen und ventromedialen Bereich, nachgewiesen werden

(Elmquist et al., 1998; Fei et al., 1997; Mercer et al., 1996a). Als Strukturen mit einer hohen

Rezeptordichte sind dabei vor allem bilateral angelegte Kerngebiete wie der Nucleus arcuatus

(ARC), dorsomedialis (DMH), ventromedialis (VMH) und der ventrale Nucleus praemam-

millaris hervorzuheben. Zusätzlich konnten Leptinrezeptoren auch außerhalb des Hypo-

thalamus wie z.B. im Thalamus und im Cerebellum nachgewiesen werden (Elmquist et al.,

1998; Håkansson et al., 1998; Mercer et al., 1996a), deren Rolle bisher allerdings − auch im

Hinblick auf die Erreichbarkeit dieser Strukturen für im Blut zirkulierendes Leptin − noch

weitgehend ungeklärt ist (Ahima et al., 2000). Leptinrezeptoren werden auch in verschie-

densten peripheren Geweben und Organen wie Lunge, Leber, Herz, Pankreas, Skelettmuskel,

Fettgewebe und Gonaden exprimiert (Hoggard et al., 1997; De Matteis et al., 1998; Emilsson

et al., 1997). Aufgrund von in vitro-Experimenten sind direkte periphere Leptineffekte u.a.

auf die β-Zellen der Bauchspeicheldrüse, die Niere, Nebenniere, Leber, Skelettmuskulatur,

braune und weiße Fettzellen sowie die Ovarien nicht auszuschließen (Cohen et al., 1996;

Greisen et al., 2000; Siegristkaiser et al., 1997; Cao et al., 1997; Takahashi et al., 1996; Berti

et al., 1997; Müller et al., 1997; Poitout et al., 1998). Trotz des Nachweises des Ob-Rb-
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Rezeptors in den meisten dieser peripheren Gewebe, spricht nicht zuletzt die im Vergleich

dazu deutlich höhere Rezeptordichte in hypothalamischen Kerngebieten, im Speziellen dem

Nucleus arcuatus, für eine überwiegend zentrale Vermittlung der wesentlichen Leptin-

wirkungen im Zusammenhang mit der Regulation des Energiehaushalts.

Leptin-sensitive Neurone im ARC, VMH und DMH exprimieren Neuropeptide, denen eine

wichtige Funktion bei der zentralen Regulation des Energiehaushaltes zugeschrieben wird

(Ahima & Flier, 2000). So wurde z.B. im ARC eine Coexpression der langen Leptinrezeptor-

form mit den orexigenen Neuropeptiden NPY (neuropeptide Y) und AgRP (agouti-related

peptide) auf der einen Seite, sowie mit dem anorexigenen CART (cocaine- and amphetamine-

regulated transcript) und POMC (pro-opiomelanocortin), einem Vorläufer des αMSH

(α-melanocyte stimulating hormone), auf der anderen Seite nachgewiesen (Mercer et al.,

1996b; Cheung et al., 1997; Baskin et al., 1999; Elmquist et al., 1999; Ahima et al., 2000).

Außerdem ist eine Leptinwirkung auf andere Neurotransmitter wie MCH (melanin-

concentrating hormone) oder Orexin nicht auszuschließen (Elmquist et al., 1999). NPY und

αMSH wird allerdings eine Schlüsselrolle bei der Vermittlung der Leptinwirkung hinsichtlich

der Regulation von Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch zugewiesen (Friedman, 1997).

1.1.2.2 NPY als wesentliches orexigenes Neuropeptid bei der zentralen Vermittlung der

Leptinwirkung

Obwohl NPY-mRNA sowie das entsprechende Peptid in zahlreichen Hirnarealen nach-

zuweisen sind, scheinen vor allem NPY-erge Neurone im ARC von spezieller Bedeutung für

die Kontrolle des Energiehaushalts zu sein (Woods & Seeley, 2000). So synthetisieren diese

Neurone als Antwort auf eine negative Energiebilanz mehr NPY-mRNA, was zu einer

verstärkten Ausschüttung von NPY im Nucleus paraventricularis (PVN) führt, dem eine

wichtige Rolle als Integrationszentrum bei der Regulation des Energiehaushaltes zuge-

schrieben wird (Williams et al., 2000; Kalra et al., 1991). NPY-Injektionen in die Region des

PVN steigern dementsprechend die Nahrungsaufnahme (Stanley & Leibowitz, 1985; Billing-

ton et al., 1994). Zusätzlich ist NPY in der Lage, durch eine Verminderung der sympathisch

aktivierten thermoregulatorischen Thermogenese den Energieverbrauch zu senken (Billington

et al., 1994; Egawa et al., 1991). Dabei scheint vor allem die Bindung an die im PVN

zahlreich exprimierten NPY-Typ5-(Y5)-Rezeptoren von Bedeutung zu sein, eine Beteiligung

von Y1-Rezeptoren an der Vermittlung der orexigenen Wirkung des NPY wird momentan

aber ebenfalls diskutiert (Marsh et al., 1998; Elmquist et al., 1999; Williams et al., 2001).
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Das NPY-System wird prinzipiell als Vermittler der biologischen Antwort auf einen niedrigen

Leptinspiegel im Zusammenhang mit Hungern angesehen (Friedman, 1997; Williams et al.,

2001). Grundsätzlich wird von einer hemmenden Wirkung des Leptins auf die NPY-

Expression ausgegangen (Elmquist et al., 1999). So konnte im ARC von Mäusen, bei denen

infolge eines Futterentzugs ein Abfall der Plasmaleptin-Konzentration zu verzeichnen ist,

sowie von genetisch adipösen ob/ob-Mäusen, die kein funktionelles Leptin synthetisieren

können, eine erhöhte NPY-mRNA-Konzentration nachgewiesen werden. Auf der anderen

Seite unterdrückt eine Leptinbehandlung bei Ratten nach einem Nahrungsentzug sowie bei ad

libitum gefütterten ob/ob-Mäusen diese NPY-Überexpression (Stephens et al., 1995; Ahima et

al., 1996 & 2000; Schwartz et al., 1996a; Mercer et al., 1997b). Obwohl kein Zweifel an der

Rolle des NPY bei der Vermittlung der Leptinwirkung hinsichtlich der Regulation der

Nahrungsaufnahme und des Energieverbrauchs besteht, zeigen Untersuchungen an NPY-

Knockout-Mäusen, dass das NPY-System nicht der alleinige Mediator der Leptinwirkung ist,

da eine Ausschaltung des NPY-Gens nicht grundsätzlich mit einer verminderten Nahrungs-

aufnahme bzw. einer reduzierten Körpermasse einhergeht (Erickson et al., 1996a & b; Ahima

et al., 2000). Werden NPY-Knockout-Mäuse mit ob/ob-Mäusen gekreuzt, so kann die

ansonsten extreme Adipositas der ob/ob-Mäuse zwar vermindert werden, die Tiere sind

allerdings immer noch schwerer als Wildtyp-Mäuse und weisen weiterhin neuroendokrine

Abnormalitäten auf.

1.1.2.3 αMSH als wesentliches anorexigenes Neuropeptid bei der zentralen Vermittlung der

Leptinwirkung

Das Peptidhormon αMSH gehört zur Familie der Melanokortine und wird aus POMC

gebildet, das u.a. in Neuronen des ARC synthetisiert wird. αMSH ist der Agonist für die

beiden im Zentralnervensystem vorherrschenden Melanokortin-Rezeptoren, MC3 und MC4

(Fan et al., 1997; Schioth et al., 1997). MC3-Rezeptoren werden in verschiedenen Gebieten

des Hypothalamus sowie innerhalb des limbischen Systems exprimiert, eine Expression

konnte aber auch in der Peripherie wie z.B. im Magen-Darm-Trakt und in der Plazenta

nachgewiesen werden (Gantz et al., 1993a; Roselli-Rehfuss et al., 1993). Die Expression der

MC4-Rezeptoren ist dagegen nur auf das Gehirn beschränkt, zeigt dort allerdings eine weite

Verbreitung und konnte z.B. in Neuronen im PVN, DMH und im lateralen Hypothalamus

(LHA) sowie auch in zahlreichen extrahypothalamischen Gehirngebieten wie z.B. dem

Thalamus, Cortex und in verschiedenen Bereichen des Stammhirns lokalisiert werden (Gantz

et al., 1993b; Mountjoy et al., 1994). Die Beteiligung des Melanokortin-Systems an der
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Körpergewichtsregulation konnte in pharmakologischen Studien gezeigt werden, in denen die

intracerebroventrikuläre Gabe von αMSH-Antagonisten die Futteraufnahme von normal-

gewichtigen und adipösen Tieren steigert, während umgekehrt αMSH und dessen Agonisten

einen anorektischen Effekt auslösen (Fan et al., 1997; Thiele et al., 1998; McMinn et al.,

2000). Untersuchungen mit spezifischen MC4-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten unter-

streichen dabei die vorrangige Rolle des MC4-Rezeptors bei der Kontrolle der Nahrungs-

aufnahme (Kask et al., 1998; Seeley et al., 1997). Diese Vermutung wurde durch die

Generierung einer adipösen MC4-Rezeptor-Knockout-(MC4-r-KO)-Maus bestätigt (Huszar et

al., 1997). Eine zusätzliche Beteiligung des MC3-Rezeptors an der Regulation des Energie-

haushalts ist bisher aber nicht auszuschließen (Cummings & Schwartz, 2000). Auch beim

Menschen wurde die Bedeutung des Melanokortin-Systems im Zusammenhang mit der

Körpergewichtsregulation deutlich, als heterozygote Träger eines Defekts im MC4-Rezeptor-

Gen sowie Träger einer Mutation im POMC-Gen bei der Untersuchung eines durch extreme

Adipositas auffallenden Patientenkollektivs entdeckt wurden (Krude et al., 1998; Vaisse et al.,

1998; Rankinen et al., 2002).

Prinzipiell wird dem αMSH/MC4-System eine wichtige Rolle bei der zentralen Vermittlung

der Leptinwirkung in Zusammenhang mit der endokrinen Antwort auf eine positive Energie-

bilanz zugewiesen (Friedman, 1997). Aufgrund der Colokalisation von Leptinrezeptoren und

POMC in Neuronen des ARC wird davon ausgegangen, dass Leptin einen direkten Einfluss

auf die POMC-Expression ausübt (Håkansson & Meister, 1998). Dies bestätigt sich in Unter-

suchungen an Ratten mit limitiertem Futterzugang sowie an ad libitum gefütterten ob/ob-

Mäusen: sie zeigen eine gegenüber Kontrolltieren deutlich verminderte POMC-Expression im

ARC, die durch eine Leptinbehandlung wieder normalisiert werden kann (Schwartz et al.,

1997; Thornton et al., 1997; Mizuno et al., 1998). Zudem konnten Untersuchungen zeigen,

dass die Hemmung der Futteraufnahme und die Aktivierung des sympathischen Nerven-

systems infolge einer Leptinbehandlung durch die gleichzeitige Gabe eines MC4-Rezeptor-

Blockers vermindert werden kann (Satoh et al., 1998).

1.1.3 Wirkung von rekombinantem Leptin in Tiermodellen mit genetisch bedingter

Adipositas

1.1.3.1 Monogenetische Defekte im Leptin-System von Nagern

In der Vergangenheit konnten mehrere monogenetische Formen von Adipositas bei Nagern

identifiziert werden (Rankinen et al., 2002; Campfield et al., 1996), die wesentlich zum
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Verständnis des Leptin-Systems und seiner zentralen Rolle bei der Regulation des Energie-

haushalts beigetragen haben:

Die ob-Mutation wurde erstmals im Jahre 1950 beschrieben, nachdem sie in der C57Bl/6J-

Mäusezucht des Jackson Laboratory (Bar Harbour, ME, USA) spontan aufgetreten war

(Ingalls et al., 1950) und bei homozygoten ob/ob-Mäusen mit einer exzessiven Fettdeposition

und damit verbundenen sekundären Störungen einherging. Erst mit der Klonierung des

Leptin-Gens wurde als genetische Grundlage dieser Störung eine Cytosin→Thymin Punkt-

mutation innerhalb des Leptin-Gens identifiziert, durch die sich bei der Transkription an

Position 105 ein Stop-Codon ergibt, so dass ob/ob-Mäuse ein verkürztes Peptid syntheti-

sieren, das nicht sezerniert werden kann (Zhang et al., 1994; Rau et al., 1999). Der genetische

Hintergrund scheint bei der Ausbildung des ob/ob-Phänotyps eine große Rolle zu spielen. So

zeigen ob/ob-Mäuse auf einem C57Bl/6J-Hintergrund eine milde Form von Diabetes in

Kombination mit moderater Hyperglykämie und deutlich erhöhten Plasmainsulinspiegeln,

sowie einer Hypertrophie und Hyperplasie der Langerhans`schen Inseln. Später auf einem

C57Bl/KsJ-Hintergrund gezüchtete ob/ob-Mäuse mit vergleichbarem Adipositasgrad zeich-

nen sich dagegen durch eine kürzere Lebenserwartung aufgrund eines schweren Diabetes

mellitus, mit deutlicher Hyperglykämie und nur vorübergehender Hyperinsulinämie in

Kombination mit einer Atrophie der Langerhans`schen Inseln aus (Coleman, 1973). Der

Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die Ausprägung von Adipositas und Sterilität

konnte auch durch die Kreuzung von C57Bl/6J-ob/ob-Mäusen mit dem BALB/cJ-Stamm

gezeigt werden (Qiu et al., 2001).

Die db-Mutation trat ebenfalls im Rahmen der Mäusezucht des Jackson Laboratory auf dem

C57Bl/KsJ-Hintergrund spontan auf (Hummel et al., 1966). Erst 1996, nach der Identifi-

zierung des Leptinrezeptors (Tartaglia et al., 1995) konnte gezeigt werden, dass die bei diesen

Mäusen auftretende Adipositas auf einer 106 bp langen Insertion innerhalb des Leptin-

rezeptor-Gens beruht. Diese führt während der Proteinsynthese zur Synthetisierung einer

verkürzten Form des Ob-Rb-Rezeptors, bei der − vergleichbar mit der Ob-Ra-Isoform − der

größte Teil der für die Aktivierung der Signalkaskade wichtigen intrazellulären Domäne fehlt

(Chen et al., 1996; Chua et al., 1996; Lee et al., 1996). Im Gegensatz zu den Leptin-

defizienten ob/ob-Mäusen besitzen db/db-Mäuse einen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen

deutlich erhöhten Plasmaleptinspiegel (Halaas et al., 1995), der nicht allein durch den Anstieg

der Körperfettmasse erklärt werden kann (Chung et al., 1998). Um die direkte Möglichkeit

eines Vergleiches zwischen ob/ob- und db/db-Mäusen zu ermöglichen, wurde auch diese
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Mutation auf einen C57Bl/6J-Hintergrund übertragen. Analog zu den ob/ob-Mäusen kommt

es in Abhängigkeit vom jeweiligen genetischen Hintergrund zu der Ausbildung unterschied-

licher db/db-Phänotypen (Coleman, 1973).

1961 wurde erstmals der Phänotyp einer monogenetischen Form von Adipositas bei Ratten

beschrieben, die bei Kreuzungen zwischen zwei Rattenstämmen spontan aufgetreten war

(Zucker & Zucker, 1961; Bray, 1977). Erst 1996 konnte diese fa-Mutation als eine Punkt-

mutation innerhalb des Leptinrezeptor-Gens identifiziert werden, die dazu führt, dass

innerhalb der extrazellulären Domäne, die allen bisher bekannten Spliceformen des Rezeptors

gemein ist, die Aminosäure Glutamin durch Prolin ersetzt ist (Chua et al., 1996). Dieser

Defekt beeinträchtigt erheblich die Translokation des Rezeptors in die Zellmembran (Chua et

al., 1996) und führt zu einer verminderten Expression (Crouse et al., 1998; Da Silva et al.,

1998). Es konnte gezeigt werden, dass die totale hypothalamische Leptinbindung in Ab-

hängigkeit von der Gendosis sinkt (Schmidt et al., 2000). In in vitro-Untersuchungen wurde

eine reduzierte, jedoch nicht vollständig unterbrochene Signalübertragung infolge der fa-

Mutation nachgewiesen (White et al., 1997; Da Silva et al., 1998). Wie bei den db/db-Mäusen

konnten auch bei fa/fa-Ratten in Bezug auf die Körperfettmasse überproportional erhöhte

Plasmaleptin-Konzentrationen nachgewiesen werden, die auf eine Beeinträchtigung dieses

Parameters infolge der fa-Mutation − unabhängig von der Veränderung des Körperfettgehalts

− hindeuten (Zhang et al., 1997 & 2001).

1.1.3.2 Wirkung von rekombinantem Leptin bei genetisch adipösen Tieren

Die Wirkung von rekombinant hergestelltem Leptin konnte zuerst an ob/ob-Mäusen gezeigt

werden (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Weigle et al.,

1995; Stephens et al., 1995; Levin et al., 1996). Aufgrund des fehlenden endogenen Leptins

zeigen diese Mäuse eine hohe Sensitivität gegenüber dem exogen applizierten Leptin. So kann

eine 1-monatige Leptinbehandlung (5 µg·g-1·d-1, intraperitoneal) die anfänglich bei etwa 70 g

liegende Körpermasse der Tiere um etwa 40% verringern, wobei die Gewichtsreduktion über-

wiegend auf die Senkung des Körperfettgehalts infolge einer reduzierten Futteraufnahme

zurückzuführen ist (Halaas et al., 1995; Pelleymounter, 1995). Eine Leptinwirkung auf den

Sauerstoffverbrauch der ob/ob-Mäuse konnte anfänglich nicht überzeugend belegt werden

(Himms-Hagen, 1997; Pelleymounter et al., 1995; Halaas et al., 1995; Levin et al., 1996),

muss aber aufgrund der Normalisierung der zuvor verminderten Körpertemperatur der Mäuse

vermutet werden, und zwar im Zuge einer Disinhibierung der sympathisch aktivierten thermo-

regulatorischen Thermogenese. Durch die Analyse von tagesperiodischen Verlaufskurven des
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Sauerstoffverbrauchs konnte schließlich eine Leptinwirkung auf den Energieumsatz von

ob/ob-Mäusen klar nachgewiesen werden (Hwa et al., 1997). Dass Leptin nicht in der Lage

ist, den Sauerstoffverbrauch über eine Disinhibierung hinaus zu steigern, konnte bereits

mehrfach am Beispiel von adulten Wildtyp-Mäusen (Döring et al., 1998) und Marsupialiern

(Geiser et al., 1998) unter der Voraussetzung eines limitierten Futterzugangs sowie von

Wildtyp-Ratten in der Säuglingsphase (Stehling et al., 1996) gezeigt werden.

In Kombination mit einer Reduktion des Adipositasgrads konnten im Fall der ob/ob-Mäuse

durch die Leptinbehandlung zusätzlich sekundäre Abnormalitäten wie die erhöhten Plasma-

konzentrationen an Glukose und Insulin (Halaas et al., 1995; Levin et al., 1996) und die

Sterilität normalisiert werden (Chehab et al., 1996). Auch in Folgestudien wurde die im

Vergleich zu Wildtyp-Mäusen erhöhte Sensitivität der ob/ob-Mäuse gegenüber exogen

appliziertem Leptin und die dosisabhängige Reduktion der zuvor übersteigerten Futter-

aufnahme in Kombination mit einer zunehmenden Normalisierung der Körpermasse bestätigt

(Schwartz et al., 1996a; Chehab et al., 1996; Pelleymounter, 1997; Harris et al., 1997 & 1998;

Mercer et al., 1997b; Huang et al., 1999; Breslow et al., 1999). Aber erst in einer neueren

Studie unter thermoneutralen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass sich die Körper-

massenabnahme der ob/ob-Mäuse während einer Langzeit-Leptinbehandlung über einen

Zeitraum von 75 Tagen allmählich verlangsamt und die Körpermasse sich schließlich auf

einem niedrigen Wert stabilisiert, obwohl die Leptinbehandlung unverändert fortgesetzt wird

(Rafael & Herling, 2000). Ob dieser Befund in einer nachlassenden Leptinresponsivität der

ob/ob-Mäuse oder in der Beteiligung weiterer der Leptinwirkung entgegenwirkender Faktoren

begründet ist, wurde bisher nicht geklärt.

Werden db/db-Mäuse mit Leptin behandelt, so kommt es erwartungsgemäß aufgrund des

defekten Leptinrezeptors zu keiner Reduktion der Futteraufnahme bzw. der Körpermasse

unabhängig davon, ob das rekombinante Leptin peripher oder zentral appliziert wird (Halaas

et al., 1995; Campfield et al., 1995). Bei fa/fa-Ratten konnte die Wirkung einer peripheren

Leptininjektion ebenfalls ausgeschlossen werden (Dryden et al., 1999; Stehling et al., 1997;

Kraeft et al., 1999). Die Wirkung einer zentralen Leptininjektion wird gegenwärtig noch

diskutiert (Seeley et al., 1996; Dryden et al., 1999; Wang T. et al., 1998; Al-Barazanji et al.,

1997), da zumindest eine intracerebroventrikuläre Leptingabe in unphysiologisch hohen

Dosierungen eine Wirkung auszulösen scheint (Dryden et al., 1999). In jedem Fall ist von

einer deutlich verminderten Wirkung im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen auszugehen. Leptin-

behandlungen wurden ebenfalls bei homozygoten (-/-) MC4-r-KO-Mäusen durchgeführt
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(Marsh et al., 1999). Dabei konnte zwar bei jungen, noch normalgewichtigen Mäusen ein

signifikanter hemmender Leptineffekt auf die Futteraufnahme festgestellt werden, bei einer

fortgeschrittenen Adipositas ab einem Alter von drei Monaten zeigten die Tiere allerdings

keine signifikante Reaktion mehr.

1.1.4 Diätinduzierte Adipositas und funktionelle Leptinresistenz

1.1.4.1 Diätinduzierte Adipositas als dominierende Adipositasform bei Menschen

Ende 2001 existierten weltweit nur 83 dokumentierte Fälle einer monogenetischen Form von

Adipositas beim Menschen, die auf 25 Mutationen in 6 verschiedenen Genen zurückzuführen

sind (Rankinen et al., 2002). Dabei sind Mutationen im MC4-Rezeptor die häufigste Ursache,

da sie 70 der 83 Fälle zugrunde liegen (Vaisse et al., 2000; Sina et al., 1999; Hinney et al.,

1999; Farooqi et al., 2000; Mergen et al., 2001). Hochrechnungen gehen davon aus, dass bis

zu 3% der adipösen Patienten eine Haploinsuffizienz im MC4-Rezeptor-Gen aufweisen und

somit Mutationen des MC4-Rezeptors die momentan häufigste Form vererbter Adipositas

beim Menschen darstellen. Mutationen innerhalb des Leptin-Gens sind bisher nur in 6 Fällen

(Montague et al., 1997; Strobel et al., 1998; Farooqi et al., 1999; Ozata et al., 1999),

Mutationen im Leptinrezeptor-Gen nur in 3 Fällen beschrieben worden (Clément et al., 1998).

Aufgrund der genannten Zahlen und der nur geringen Anzahl an betroffenen Familien ist

offensichtlich, dass solche monogenetischen Defekte nur einen Bruchteil der Adipositas-

prävalenz beim Menschen erklären. Auch wenn die Vererbung von polygenetischen Defekten

als Grundlage einer Adipositas-Prädisposition wahrscheinlich ist, müssen vor allem auch

Umweltbedingungen und deren Interaktion mit dem jeweiligen Genotyp berücksichtigt

werden (Schmidt, 2002; Levin, 2000). Da das Auftreten einer Adipositas sowohl beim Tier

wie beim Menschen in den meisten Fällen mit einem erhöhten Plasmaleptinspiegel

kombiniert ist (Maffei et al., 1995; Frederich et al., 1995; Sinha & Caro, 1998), dieser aber

offensichtlich nicht in der Lage ist, einer weiteren Fettdeposition effizient entgegenzuwirken,

muss davon ausgegangen werden, dass sich in solchen Fällen eine funktionelle Leptin-

resistenz ausgebildet hat (Arch et al., 1998; Wauters et al., 2000). Für die Entstehung dieses

weitverbreiteten Typs der Adipositas scheint vor allem die Zusammensetzung und Attrak-

tivität der Nahrung von Bedeutung zu sein (Levin & Dunn-Meynell, 2002). So konnte eine

positive Korrelation zwischen dem Fettgehalt der "westlichen" Nahrung und dem Auftreten

von Adipositas nachgewiesen werden (Friedman & Halaas, 1998). Gerade in den sogenannten

"neu-verwestlichten" Bevölkerungen kommt es mit dem Zugang zu einer fettreichen
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Ernährung zu einem vermehrten Auftreten von metabolischen Erkrankungen wie Adipositas

und Diabetes mellitus Typ 2 (Ravussin, 1995).

1.1.4.2 Wirkung von rekombinantem Leptin bei diätinduziert adipösen Tieren

Auch im Tiermodell wurde eine Neigung zu diätinduzierter Adipositas im Zusammenhang

mit einer Makronährstoffpräferenz für Fett nachgewiesen (Smith et al., 1997). In mehreren

Studien konnte gezeigt werden, dass bei Nagern infolge des Zugangs zu attraktivem,

hochkalorischen Futter eine Leptinbehandlung fortschreitend an Wirkung verliert. Der dabei

beschriebene Zeitrahmen ist allerdings sehr variabel. So wurde bei C57Bl/6J-Mäusen nach 8

Wochen fettreicher Nahrung eine periphere Leptinresistenz (120 pmol·g-1·d-1 intraperitoneal)

beobachtet; nach 19 Wochen kommt es bei zentraler Verabreichung des Leptin (6-120

pmol·g-1·d-1) zumindest zu einer deutlichen Wirkungsbeeinträchtigung (Lin et al., 2000b). In

einer weiteren Studie konnte bei C57Bl/6J-Mäusen bereits 16 Tage nach dem Angebot einer

fettreichen Diät keine Leptinwirkung (600 pmol·g-1·d-1, intraperitoneal) mehr nachgewiesen

werden (Van Heek et al., 1997). Bei einem parallel untersuchten anderen Mäuse-Stamm

(AKR/J) konnte dieser Wirkungsausfall erst nach 56 Tagen beobachtet werden, wobei aber

weiterhin eine dosisabhängige Reduktion der Futteraufnahme bei zentraler Gabe (6-600

pmol·g-1·d-1) festgestellt werden konnte. Halaas et al. (1997) konnten bei AKR/J-Mäusen nach

10-wöchigem Angebot einer fettreichen Diät ebenfalls eine verminderte Responsivität gegen-

über intraperitoneal applizierten supraphysiologischen Leptindosen (bis zu 1500 pmol·g-1·d-1)

im Vergleich zu normalgewichtigen, auf Standard-Diät gehaltenen Mäusen des gleichen

Stammes nachweisen. In einer neueren Studie (Lin et al., 2001) wurde bei zu diätinduzierter

Adipositas neigenden Osborne-Mendel-Ratten eine deutliche Abnahme der Responsivität

gegenüber einer moderaten Leptindosis (30 pmol·g-1·d-1 intraperitoneal) bereits nach 5-tägiger

Fütterung einer fettreichen Diät beobachtet. Untersuchungen an C57Bl/6J-Mäusen (C. Daniel1

& I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse) sowie Untersuchungen an Ratten (Widdowson et

al., 1997) zeigen zwar, dass bei Versuchstieren nach Entzug der fettreichen Diät bei

ausschließlichem Angebot der üblichen kohlenhydrat- und faserreichen, fettarmen Standard-

Nagetierdiät die massive Beeinträchtigung der Leptinresponsivität in einem relativ kurzen

Zeitraum reversibel ist, der Versuch einer solchen erzwungenen Nahrungsumstellung ist aber

bei der Therapie der menschlichen Adipositas langfristig wenig Erfolg versprechend. Zudem

zeigen Studien bei Übergewichtigen auch bei reduzierter Energieaufnahme durch die

                                                
1 Diplomarbeit C. Daniel, Justus-Liebig-Universität Gießen, 2002
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Aufnahme einer ausgewogenen, hypokalorischen Diät nur eine minimale Steigerung des

Gewichtsverlustes aufgrund einer zusätzlichen Leptinbehandlung (Heymsfield et al., 1999;

Hukshorn et al., 2000).

1.1.5 Komplexe Regulation des Energiehaushaltes

Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass der Regulation des Energiehaushalts ein komplexes

Netz an neuronalen und humoralen Signalen, die auf verschiedensten Ebenen miteinander

interagieren, zugrunde liegt. Auch ohne die volle Funktionstüchtigkeit des Leptin-Systems als

einem der zentralen Regulatoren des Körperfettgehaltes scheint eine Kontrolle der Nahrungs-

aufnahme und eine Regulation des Energieverbrauchs weiterhin zu bestehen (Proietto et al.,

2000). Schwartz & Brunzell (1997) weisen auf die Tatsache hin, dass − unabhängig vom Grad

der Adipositas − bei Abweichungen vom aktuellen Körperfettgehalt kompensatorische

Mechanismen einsetzen, die die Fettspeicher wieder auf den Ausgangswert zurückbringen.

Studien an dätinduziert adipösen Ratten belegen die Verteidigung der infolge einer fettreichen

Diät erhöhten Körpermasse (Levin & Keesey, 1998; Levin & Dunn-Meynell, 2000).

Adipositas scheint also keinesfalls durch eine fehlende Regulation sondern vielmehr durch

eine − wenngleich abnorme − Regulation des Körperfettgehaltes auf einem höheren Niveau

gekennzeichnet zu sein, dem eine Sollwert-Verschiebung vorausgegangen ist. Ein hoher Fett-

gehalt der Nahrung scheint in diesem Zusammenhang das regulierte Niveau zu höheren

Werten hin zu verschieben und an der Ausbildung einer diätinduzierten Adipositas

entscheidend beteiligt zu sein. Inwieweit bei dieser permanenten Sollwert-Verschiebung

neuronale Veränderungen, wie veränderte Neurotransmitter-Konzentrationen oder die

Bildung neuer synaptischer Verbindungen, eine Rolle spielen, wird gegenwärtig noch

diskutiert (Levin, 2000).

Auf der Basis dieser Überlegungen scheint eine Therapie der Adipositas nur möglich zu sein,

wenn Faktoren gefunden werden, die das Regelniveau für den Körperfettgehalt wieder zu

niedrigeren Werten hin verschieben oder die zumindest die kompensatorische Gegen-

regulation bei Senkung des Körperfettgehaltes unter dieses erhöhte Regelniveau außer Kraft

setzen. Pharmakologische Studien konnten zeigen, dass durch den Einsatz von zentral

wirksamen Pharmaka − wie z.B. Sibutramin, einem Noradrenalin- und Serotonin-Wieder-

aufnahmehemmer, oder Fenfluramin, einem Stimulator der Serotonin-Ausschüttung − eine

Reduktion des zuvor erhöhten Sollwertes erreichbar ist (Levin, 2000). Die zugrunde liegenden

Mechanismen sind bislang allerdings noch nicht geklärt. Erst die Aufdeckung der komplexen
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Zusammenhänge bei der Regulation des Energiehaushaltes wird neue gezielte Ansatz-

möglichkeiten für eine Adipositas-Therapie bieten können. Bei bestehendem fettreichen

Nahrungsangebot und damit einhergehender funktioneller Leptinresistenz muss davon aus-

gegangen werden, dass eine mögliche Adipositas-Therapie nur auf Basis einer Manipulation

anderer ins komplexe Netzwerk der Regulation des Energiehaushaltes eingebundener Systeme

erfolgen kann.

1.2 DIE HPA-ACHSE UND IHRE MÖGLICHE ROLLE BEI DER REGULATION DES

ENERGIEHAUSHALTES

1.2.1 Glukokortikoide

Glukokortikoide sind Steroid-Hormone, die von der Nebennierenrinde unter der Kontrolle der

HPA-Achse in den Blutkreislauf sezerniert werden. Die Glukokortikoid-Freisetzung wird

durch ACTH (adrenocorticotropic hormone) kontrolliert, das im Hypophysenvorderlappen

gebildet wird und dessen Freisetzung wiederum durch CRH und Vasopressin gesteuert wird.

Die Synthese bzw. die Sekretion von CRH und ACTH stehen unter der negativen Rück-

kopplungs-Kontrolle des Glukokortikoids Kortisol (beim Menschen) bzw. Kortikosteron (bei

Nagern). Glukokortikoide regulieren eine Vielzahl von physiologischen Prozessen durch die

Bindung an zwei eng verwandte, zytoplasmatische Rezeptorproteine, den Glukokortikoid-

Rezeptor (GR) und den Mineralokortikoid-Rezeptor (MR). In beiden Fällen beeinflussen die

Hormon-Rezeptor-Komplexe durch direkte Bindung an entsprechende DNA-Segmente bzw.

durch die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren die Transkription von Zielgenen.

Glukokortikoid-Bindungsstellen lassen sich u.a. in der Skelett-, Herz- und glatten Muskulatur,

im Gehirn, in Magen, Leber, Lunge sowie im Lymph- und Fettgewebe nachweisen (Silber-

nagel & Despopoulos, 1991). Glukokortikoide sind ebenso wie die bei vielen Tieren

sezernierten Mineralokortikoide (z.B. Aldosteron) essentielle Hormone, da ihr völliger

Ausfall ohne besondere, u.a. diätische Vorkehrungen nicht mit dem Leben vereinbar ist.

1.2.2 Rolle der HPA-Achse bei der Regulation des Energiehaushaltes

Abgesehen von ihren essentiellen Funktionen steht die Wirkung der Glukokortikoide

grundsätzlich im Zusammenhang mit Stressreaktionen des Körpers. So führt ein erhöhter

Glukokortikoidspiegel zu einer Erhöhung der Herzleistung und einer Mobilisierung des

Energiestoffwechsels. In hohen Konzentrationen wirken sie entzündungshemmend, können
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aber auch wegen ihres stimulierenden Einflusses auf die Magensaftsekretion zu Magen-

geschwüren führen. Es ist seit längerem bekannt, dass Glukokortikoide neben vielen anderen

Reaktionen (Baxter & Forsham, 1972) auch die Regulation des Körpergewichts und der

Körperfettmasse beeinflussen. So kann bei Patienten mit Cushing-Syndrom − einem auf

exzessiver Kortikosteroidbildung beruhenden Krankheitsbild, das vorwiegend durch eine

tumoröse Entartung der Nebennierenrinde oder des Hypophysenvorderlappens ausgelöst wird

− in Kombination mit dem chronisch erhöhten Glukokortikoidspiegel eine veränderte Fett-

deposition mit viszeraler Fettleibigkeit beobachtet werden (Peeke & Chrousos, 1995).

Außerdem konnte in mehreren Modellen mit schwerer Adipositas ein Zusammenhang

zwischen der übersteigerten Fettdeposition und der Glukokortikoid-Konzentration hergestellt

werden (York, 1996). So wurde z.B. für ob/ob-Mäuse postuliert, dass eine der primären

Abnormalitäten eine gesteigerte zentrale Empfindlichkeit gegenüber Glukokortikoiden ist

(Tokuyama & Himms-Hagen, 1989). Durch eine Adrenalektomie kann die übersteigerte

Fettdeposition bei adulten ob/ob-Mäusen sowie auch bei adulten fa/fa-Ratten vermindert

werden (Saito & Bray, 1984; Bruce et al., 1982; Freedman et al., 1986a; Marchington et al.,

1983; Fletcher, 1986; Bazin et al., 1986; Bray et al., 1992). Die Tatsache, dass eine Adrena-

lektomie bei juvenilen fa/fa-Ratten das Einsetzen einer exzessiven Fettdeposition bis zum 12.

Lebenstag nicht verhindern kann (Bazin et al., 1987), zeigt, dass entwicklungsbedingte

Unterschiede in der Rolle der Glukokortikoide bei der Regulation des Energiehaushaltes

bestehen. Die infolge einer Adrenalektomie beobachtete Verminderung des Adipositasgrads

bei adulten Tieren beruht in erster Linie auf einer Reduktion der übersteigerten Futter-

aufnahme (Smith & Romsos, 1985). Eine künstliche Erhöhung der Glukokortikoid-

Konzentration bei bestehender Adrenalektomie kann diese Hemmung der Futteraufnahme

wieder rückgängig machen (Freedman et al., 1986a).

Grundsätzlich besitzen Glukokortikoide einen stimulierenden Effekt auf die Nahrungs-

aufnahme, dieser wird aber in einem intakten Organismus durch die gleichzeitige Stimulation

der Insulin-Sekretion reduziert (Dallman et al., 1993; Freedman et al., 1986b). Erst bei sehr

hohen Glukokortikoidspiegeln bzw. bei bestehendem Diabetes, wie es in adipösen Tier-

modellen der Fall ist, tritt die stimulierende Wirkung der Glukokortikoide auf die Futter-

aufnahme in den Vordergrund (Strack et al., 1995; Dallman et al., 1993). Neben dieser

Interaktion mit dem Insulin-System konnte auch ein Glukokortikoid-Effekt auf den Plasma-

leptinspiegel nachgewiesen werden. So wurde in vitro an isolierten Fettzellen eine stimu-

lierende Glukokortikoid-Wirkung auf die Leptin-Synthese und -Sekretion beobachtet

(Wabitsch et al., 1996; Hardie et al., 1996; Murakami et al., 1995; Slieker et al., 1996). Diese
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Befunde werden durch in vivo-Versuche unterstützt, bei denen eine periphere Glukokortikoid-

Infusion zu einer gesteigerten Leptin-Expression im Fettgewebe und zu der Ausbildung einer

Hyperleptinämie bei Ratten führte (De Vos et al., 1995; Zakrzewska et al., 1999). Bei

Patienten mit Cushing-Syndrom ist der Plasmaleptinspiegel bei gegebenem prozentualen

Körperfettgehalt signifikant erhöht im Vergleich zu Kontrollpersonen (Masuzaki et al.,

1997a). Da die betroffenen Patienten aber trotz der erhöhten Leptin-Konzentrationen einen

gesteigerten Appetit zeigen, ist zu vermuten, dass hohe Glukokortikoidspiegel die Sensitivität

gegenüber Leptin hinsichtlich der Regulation der Nahrungsaufnahme herabsetzen (Solano &

Jacobson, 1999; Björntorp & Rosmond, 2000).

Neben der Interaktion mit Hormonsystemen, die für die Regulation des Energiehaushalts

wichtig sind, könnten auch direkte periphere und zentrale Glukokortikoid-Wirkungen bei der

Beeinflussung der Nahrungsaufnahme eine Rolle spielen. So wird postuliert, dass die

allgemein katabole Wirkung der Glukokortikoide auf die Knochen- und Muskelmasse

(Ganong, 1985; Chrousos, 2000; Delany et al., 1994; Hasselgren, 1999; Block & Buse, 1990)

zu einem kompensatorischen Anstieg der Nahrungsaufnahme führt (Flatt, 1993). Wahr-

scheinlicher ist allerdings die Möglichkeit, dass die HPA-Achse in die zentrale Regulation der

Nahrungsaufnahme eingreift. Über ihre zentrale Wirkung beeinflussen Glukokortikoide dabei

das somatische und autonome Nervensystem hinsichtlich der Kontrolle des Energieverbrauchs

und der Energieaufnahme sowie der Freisetzung von Hormonen wie z.B. Insulin (Dallman et

al., 1993; Ahima & Osei, 2001). In diesem Zusammenhang konnte für Glukokortikoide eine

Wirkung auf wichtige Neurotransmitter nachgewiesen werden (Kalra et al., 1999; Zakrzewska

et al., 1999; Dallman et al., 1995). Dabei ist vor allem das CRH hervorzuheben, das neben

seiner Rolle bei der Regulation der POMC-Expression im Hypophysenvorderlappen auch als

Neurotransmitter eine katabole Wirkung über die Hemmung der Nahrungsaufnahme und/oder

die Steigerung des Energieverbrauchs infolge der Aktivierung des sympathischen Nerven-

systems ausübt (Heinrichs et al., 1993; Tataranni et al., 1996).

1.2.3 Knockout-Modelle

Durch Studien an Patienten mit Cushing-Syndrom konnten bereits frühzeitig Aussagen über

die Folgen eines überhöhten Glukokortikoidspiegels gemacht werden. Der umgekehrte Fall,

nämlich das Fehlen einer Glukokortikoid-Wirkung, konnte im Tiermodell nach der Durch-

führung einer Adrenalektomie untersucht werden. Aufgrund der Weiterentwicklung des

molekularbiologischen und genetischen Methodenspektrums war es zudem in neuerer Zeit
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möglich, die Auswirkungen einer gezielten Ausschaltung der Glukokortikoid-Rezeptoren bei

Mäusen zu untersuchen (Cole et al., 1995; Tronche et al., 1998 & 1999). Aufgrund der viel-

fältigen, über eine Bindung an diese Rezeptoren vermittelten Funktionen der Glukokortikoide

führte allerdings die ubiquitäre GR-Inaktivierung zu einer extrem hohen perinatalen Sterb-

lichkeitsrate der homozygoten Mäuse infolge einer deutlich verzögerten Lungenreifung (Cole

et al., 1995). Untersuchungen dieser Mäuse zeigten eine − aufgrund der fehlenden negativen

Rückkopplung − um mehr als 20-fach erhöhte ACTH-Konzentration im Vergleich zu Wild-

typ-Mäusen. Dieser erhöhte ACTH-Spiegel führte wiederum zu einem 2-3-fachen Anstieg der

Glukokortikoid-Konzentrationen. Erst durch die gewebsspezifische Inaktivierung des GR

gelang es, lebensfähige Mäuse zu züchten, bei denen der Ausfall des GR in bestimmten

Gewebestrukturen hinsichtlich seiner Folgen auf unterschiedlichste Körperfunktionen

untersucht werden konnte (Tronche et al., 1998 & 1999). Die selektive Inaktivierung des GR

in Neuronen und Gliazellen ist bereits hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf das Angst-

verhalten der Mäuse untersucht worden (Tronche et al., 1999). Weiterhin wurde in der

genannten Arbeit nachgewiesen, dass diese Mäuse − analog zu Mäusen mit einem kompletten

GR-Knockout − erhöhte Glukokortikoidspiegel im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen besitzen.

Messungen des CRH-Peptid-Spiegels im PVN zeigten zusätzlich eine 8-fache Erhöhung

dieses Parameters. Trotz einer erhöhten POMC-Expression im Hypophysenvorderlappen ist

die Plasmakonzentration an ACTH infolge der weiterhin bestehenden negativen Rück-

kopplungs-Wirkung der Glukokortikoide auf die ACTH-Sekretion aber erniedrigt (Tronche et

al., 1999). Hinsichtlich der Beteiligung der HPA-Achse an der Regulation des Energie-

haushalts ist in diesem Zusammenhang der Befund interessant, dass diese Knockout-Mäuse

infolge des zentralen GR-Defekts im Vergleich zu adulten Wildtyp-Mäusen eine verminderte

Körpermasse in Kombination mit einem reduzierten Längenwachstum aufweisen (Tronche et

al., 1999).

1.3 DAS AMYLIN-SYSTEM UND SEINE MÖGLICHE ROLLE BEI DER REGULATION

DES ENERGIEHAUSHALTES

1.3.1 Amylin

Amylin ist ein 37 Aminosäuren langes Peptid, das hauptsächlich in den β-Zellen der Bauch-

speicheldrüse gebildet wird (Westermark et al., 1986). Prä-Proamylin wird dabei zusammen

mit Proinsulin im Golgi-Apparat durch das Enzym Prohormon-Convertase in die jeweils
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wirksame Form überführt (Badman et al., 1996). Amylin und Insulin werden anschließend

gemeinsam in sekretorischen Granuli gespeichert und infolge der gleichen Nahrungsstimuli

cosezerniert (Butler et al., 1990; Pieber et al., 1994; Stridsberg et al., 1993). Trotz dieser

engen Verknüpfung zwischen Amylin und Insulin scheint das molare Amylin:Insulin-Verhält-

nis auf Basis der jeweiligen Plasmakonzentrationen starken Schwankungen zu unterliegen, so

dass in der Literatur Werte zwischen 0,003 und 0,39 beschrieben sind (Cooper, 1994). Inwie-

weit dabei − abgesehen von möglichen Messungenauigkeiten bzw. grundlegenden Unter-

schieden zwischen den in den jeweiligen Studien untersuchten Versuchstieren − eine Amylin-

produktion in anderen Geweben eine Rolle spielt, kann nur vermutet werden. So konnte

Amylin in Geweben des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen werden (Toshimori et al., 1990;

Nakazato et al., 1989; Ferrier et al., 1989), inwieweit diese enterale Amylinproduktion die

Höhe des Plasmaamylinspiegels beeinflusst, ist allerdings fraglich. Zusätzlich gibt es aber

auch Hinweise auf eine Amylinproduktion in der Lunge und in den Hinterhornganglien

(Nicholl et al., 1992).

Amylin ruft biologische Effekte in einer Vielzahl von Geweben hervor, wie Skelett-

muskulatur, Leber, Bauchspeicheldrüse und Zentralnervensystem (Clausen, 2000; Smith &

Bloom, 1995; Castillo et al., 1995), es beeinflusst den Knochen- und Calziumstoffwechsel

(MacIntyre, 1989; Zaidi et al., 1990) und das kardiovaskuläre System (Brain et al., 1990).

Vorrangig wird Amylin aber als Gegenspieler des Insulins angesehen, da es in der Skelett-

muskulatur den Glykogenabbau fördert und gleichzeitig die durch Insulin stimulierte Gluko-

genese hemmt (Young et al., 1991; Pittner et al., 1994; Dimitriadis et al., 1998). Amylin-

Bindungsstellen konnten in peripheren Geweben wie Skelettmuskel, Niere, Darm und Lunge

(Wookey et al., 1997; Tomlinson & Poyner, 1996; Aiyar et al., 1995), sowie in verschiedenen

Bereichen des Gehirns nachgewiesen werden. Dabei sind aufgrund der hohen Dichte vor

allem der mittlere caudale Bereich des Nucleus accumbens, die Amygdala, der Fundus der

Stria terminalis, der Nucleus raphe dorsalis, der Locus coeruleus und der Nucleus der Stria

medullaris hervorzuheben (Beaumont et al., 1993; Christopoulos et al., 1995; Sexton et al.,

1994). Desweiteren konnten Amylin-Bindungsstellen in den meisten hypothalamischen Kern-

gebieten wie dem PVN, dem medialen und medianen Nucleus praeopticus, dem Nucleus peri-

ventricularis, dem Nucleus commissurae anterioris und dem dorsomedialen bzw. medialen

Nucleus tuberalis nachgewiesen werden (Sexton et al., 1994; Christopoulos et al., 1995). Wie

bereits für Insulin, wird im Zusammenhang mit einer zentralen Wirkung auch für Amylin ein

Transport über die Blut-Hirn-Schranke postuliert (Banks et al., 1995; Banks & Kastin, 1998).

Die z.T. hohe Dichte an Amylin-Bindungsstellen in Gehirnarealen mit durchlässiger Blut-
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Hirn-Schranke konnte zudem für einige zirkumventrikuläre Organe wie z.B. die Area

postrema (AP), das Organum subfornicale (Subfornikalorgan, SFO) oder das Organum

vasculosum laminae terminalis (OVLT) gezeigt werden (Sexton et al., 1994; Riediger et al.,

2001; Christopoulos et al., 1995).

1.3.2 Rolle des Amylin-Systems bei der Regulation des Energiehaushaltes

Woods & Seeley (2000) reihen Amylin neben Insulin und Leptin in die Kategorie der

"Adipositas-Signale" ein. Dies beruht zum einen auf der Tatsache, dass sich die Amylin-

Sekretion in der Bauchspeicheldrüse proportional zum Körperfettgehalt verhält (Pieber et al.,

1994; Butler et al., 1990). Zum anderen wurden in mehreren Studien Amylin-Effekte

beschrieben, die in direkten Zusammenhang mit der Regulation des Energiehaushaltes,

speziell der Futteraufnahme stehen. So hemmt Amylin Magenentleerung und Magensaft-

sekretion (Young et al., 1995a; Guidobono, 1998) und kontrolliert neben Insulin den Blut-

glukosespiegel. Die Gabe von Amylin bei Ratten und Mäusen führt sowohl bei zentraler wie

peripherer Applikation zu einer dosisabhängigen Reduktion der Futteraufnahme (Chance et

al., 1991; Lutz et al., 1994 & 1998a; Rushing et al., 2000a), die in keinem direkten Zusam-

menhang mit der Beeinflussung der Magenmotilität zu stehen scheint (Lutz et al., 1995b;

Young et al., 1997). Dabei erweist sich sowohl die akute wie kontinuierliche Verabreichung

als wirkungsvoll (Rushing et al., 2000a; Arnelo et al., 1996). Neben der kurzzeitigen Wirkung

als Sättigungssignal durch eine akute Reduktion der Mahlzeitengröße (Lutz et al., 1995a)

bzw. Mahlzeitenanzahl (Arnelo et al., 1996) scheint Amylin über eine zentrale Wirkung auch

bei der Langzeit-Regulation von Futteraufnahme und Körpergewicht eine Rolle zu spielen

(Rushing et al., 2000b). Dies bestätigen auch Untersuchungen an Amylin-Knockout-Mäusen,

die im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen eine − wenn auch nur leicht − erhöhte Körpermasse auf-

weisen (Gebre-Medhin et al., 1998). Der für viele adipöse und/oder insulinresistente Tier-

Modelle − darunter auch genetisch adipöse ob/ob- und db/db-Mäuse (Kreutter et al., 1991;

Leckström et al., 1999) sowie fa/fa Zucker-Ratten (Tokuyama et al., 1991; Pieber et al.,

1994) − beschriebene erhöhte Plasmaamylinspiegel scheint allerdings keine direkte Folge der

Hyperphagie bzw. Adipositas der Tiere zu sein, sondern vielmehr in Zusammenhang mit der

sekundär sich entwickelnden Insulinresistenz, der daraus resultierenden Hyperinsulinämie und

der damit einhergehenden Hypertrophie und Hyperplasie des Inselzell-Apparats der

Bauchspeicheldrüse zu stehen (Cooper, 1994). Auch im Falle einer diätinduzierten Adipositas

konnten bei Mäusen erhöhte Plasmakonzentrationen an Amylin nachgewiesen werden
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(Mulder et al., 2000). Inwieweit die in Adipositasmodellen zu beobachtende Hyperamylin-

ämie mit einer funktionellen Amylinresistenz einhergeht, kann bislang nur vermutet werden.

Über welche zentralen Systeme speziell die anorektische Wirkung des Amylins vermittelt

wird, ist bisher nicht ausreichend bekannt. Auf der Basis von Läsions-Studien wurden

Neurone in der AP bzw. im Nucleus tractus solitarii (NTS) als beteiligte Gehirnstrukturen

identifiziert (Lutz et al., 1998b & 2000; Rowland & Richmond, 1999). In einigen Studien

wird aber auch eine Interaktion zwischen Amylin und NPY auf der Ebene des Hypothalamus

postuliert (Morris & Nguyen, 2001; Balasubramaniam et al., 1991). So konnte sowohl infolge

einer intracerebroventrikulären wie intrahypothalamischen Amylininjektion eine anorektische

Reaktion bei Ratten ausgelöst werden (Balasubramaniam et al., 1991; Chance et al., 1991 &

1992).

1.3.3 Lachs-Calcitonin und seine Interaktion mit dem Amylin-System

Amylin, Calcitonin, CGRP (calcitonin gene-related peptide) und Adrenomedullin sind

strukturell und funktionell verwandte Peptide mit unterschiedlichen, z.T. aber auch über-

lappenden Aktivitäten (Wimalawansa, 1997; Muff et al., 1995; Beeley & Prickett, 1996),

deren Wirkung über Rezeptoren aus der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

vermittelt wird (Sexton et.al., 1999). Die molekulare Struktur der zugrunde liegenden

Rezeptoren sowie die Anzahl der verschiedenen Splicevarianten und deren jeweilige Substrat-

spezifität sind bisher noch nicht vollständig aufgeklärt. Verschiedene Studien haben aber

gezeigt, dass Amylin-Bindungsstellen − als C3-Rezeptoren klassifiziert − im Rattengehirn

neben ihrer hohen Affinität für Amylin gleichzeitig eine mindestens ebenso hohe Affinität

gegenüber Lachs-Calcitonin (sCT), einem seit langem therapeutisch eingesetzten Substitut für

das Knochen-wirksame Calcitonin der Säuger, aufweisen (Beaumont et al., 1993 & 1995;

Sexton et al., 1994 & 1999). In Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass die Amylin-

Rezeptoren eine Untergruppe der Lachs-Calcitonin-Bindungsstellen bilden (Christopoulos et

al., 1995). Im Gegensatz dazu zeigen C3-Rezeptoren nur eine moderate Affinität gegenüber

CGRP und eine sehr geringe Affinität zu humanem bzw. Säugetier-Calcitonin (Beaumont et

al., 1993 & 1995; Sexton et al., 1994), und auch Calcitonin- bzw. CGRP-Bindungsstellen

weisen nur eine geringe Affinität gegenüber Amylin auf (Zimmermann et al., 1997; Sexton et

al., 1994). Eine mögliche Erklärung für die außergewöhnlich hohe Affinität der Amylin-

Bindungsstellen gegenüber Lachs-Calcitonin könnte die im Vergleich zu CGRP und Säuge-

tier-Calcitonin große Homologie vor allem innerhalb der C-terminalen Region beider Peptide
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sowie die vergleichsweise stärker ausgeprägte helikale Struktur des Lachs-Calcitonins sein

(Sexton et al., 1994 & 1999; Houssami et al., 1995; Hilton et al., 1995).

Neben seiner primären Funktion im Knochen- und Calziumstoffwechsel, sowie der Beein-

flussung von lokomotorischer Aktivität, Schmerzempfindung und Magensaftsekretion (de

Beaurepaire & Freed, 1987; Sellami & de Beaurepaire 1993; Morley et al., 1981) ist für

Calcitonin bereits seit Beginn der 80er-Jahre des vorigen Jahrhunderts eine Wirkung auf die

Nahrungsaufnahme bekannt (Perlow et al., 1980; Gaggi et al., 1985). Die anorektische

Wirkung intracerebroventrikulärer Injektionen deutete dabei schon frühzeitig auf eine zentrale

Vermittlung hin (Freed et al., 1979; Twery et al., 1982). Im Rahmen von Klonierungsstudien

konnten bei Ratten zwei Isoformen an Calcitonin-Rezeptoren − C1a- und C1b-Rezeptoren −

nachgewiesen werden (Sexton et al., 1993; Albrandt et al., 1993), die beide eine hohe

Affinität gegenüber Lachs-Calcitonin besitzen, während Säugetier-Calcitonin mit moderater

Affinität nur an C1a-Rezeptoren bindet (Hilton et al., 1995). Die Verteilung der beiden

Rezeptor-Isoformen im Gehirn ist weitgehend übereinstimmend und umfasst neben den

bereits für C3-Rezeptoren beschriebenen Arealen u.a. den NTS, Teile des lateralen Septums,

den Nucleus paraventricularis thalamii und den ventralen Anteil des Striatum (Hilton et al.,

1995). Zusätzlich konnten Calcitonin-Bindungsstellen in einer Vielzahl von peripheren

Geweben wie Niere, Schilddrüse, Lunge, Plazenta und Osteoklasten nachgewiesen werden

(Chai et al., 1998; Firsov et al., 1995; Kuestner et al., 1994; Fouchereau-Peron et al., 1981;

Hilton et al., 1995; Nicholson et al., 1988; Ikegame et al., 1995; Lee et al., 1995).

Basierend auf Untersuchungen, bei denen Mikroinjektionen von Lachs-Calcitonin in

verschiedenste Gehirnareale durchgeführt wurden, werden der Hypothalamus, im Speziellen

der PVN und die perifornikale Region, als die wichtigsten Gehirnstrukturen im Zusammen-

hang mit der anorektischen Wirkung von zentral appliziertem Lachs-Calcitonin angenommen

(Chait et al., 1995; Lutz et al., 1999). Bei peripherer Applikation wird dagegen davon

ausgegangen, dass die anorektische Wirkung des Lachs-Calcitonins wie die des Amylins über

Neurone in der AP bzw. im NTS vermittelt wird (Lutz et al., 1998b & 2000; Rowland &

Richmond, 1999). Da die Anwendung des spezifischen Amylin-Antagonisten AC187 die

anorektische Wirkung des sCT vermindert, scheint der sCT-Effekt dabei zumindest teilweise

über Amylin-Bindungsstellen (C3-Rezeptoren) vermittelt zu werden (Lutz et al., 2000).

Dieser Befund wird durch die Tatsache unterstützt, dass die anorektische Wirkung von

Säugetier-Calcitonin bedeutend schwächer ausgeprägt ist (Twery et al., 1982; Yamamoto et
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al., 1982), so dass eine spezifische Vermittlung über C1a-Calcitonin-Rezeptoren weitgehend

auszuschließen ist (Sexton et al., 1999).

Aufgrund der im Vergleich zu einer Amylininjektion deutlich länger anhaltenden anorek-

tischen Wirkung (Gaggi et al., 1985; Lutz et al., 2000) könnte Lachs-Calcitonin einen

therapeutischen Ansatz für die Behandlung von Adipositas bieten. Für die der längeren

Wirkung zugrunde liegende irreversible Bindung des sCT an die entsprechenden Amylin- und

Calcitonin-Bindungsstellen (Houssami et al., 1994; Riediger et al., 1999b; Hilton et al., 2000)

wird eine Desensitivierung der Rezeptoren weitgehend ausgeschlossen, da ein dauerhafter

Anstieg der entsprechenden "Second Messengers" in diesem Zusammenhang zu beobachten

ist (Lamp et al., 1981; Stroop & Moore, 1994). Bisher wurde eine hemmende Wirkung auf die

übersteigerte Futteraufnahme von adipösen und diabetischen db/db- und ob/ob-Mäusen nur in

Kurzzeit-Experimenten für eine Amylin-Behandlung gezeigt, wobei den Tieren 15-20

Stunden zuvor das Futter entzogen worden war (Morley et al., 1982 & 1994). Inwieweit eine

Behandlung mit Lachs-Calcitonin einer Hyperphagie aufgrund eines genetischen Defekts

innerhalb des Leptin-Systems unter normalen Fütterungsbedingungen entgegengewirken

kann, ist bisher nicht bekannt. Auch bei Tieren, deren Körperfettgehalt aufgrund einer fett-

reichen Diät erhöht ist, wurde die Auswirkung einer sCT-Behandlung auf die Futteraufnahme

noch nicht untersucht.

1.4 ZIELE DER ARBEIT

Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen sollten grundlegende

Zusammenhänge hinsichtlich der Rolle des Leptin-Systems bei der komplexen Regulation des

Energiehaushaltes erarbeitet werden. Von besonderem Interesse waren dabei die Interaktionen

von pharmakologischen und genetischen Manipulationen des Leptin-Systems und anderer mit

der Regulation des Energiehaushaltes in Zusammenhang stehender Hormonsysteme in ihren

Auswirkungen auf die Energiebilanz unter Berücksichtigung nutritiver Einflüsse. In einer

ersten Versuchsreihe wurde zunächst unter einer pharmakologischen Langzeit-Leptin-

behandlung der Zusammenhang zwischen Plasmaleptin-Konzentration und Körpermasse bei

genetisch adipösen ob/ob-Mäusen untersucht (Versuchsserie A). In zwei weiteren Versuchs-

serien wurde anschließend beispielhaft die Interaktion des Leptin-Systems mit anderen in die

Regulation des Energiehaushalts eingreifenden Hormonsystemen betrachtet. Hierfür wurden

zum einen Mäuse mit einem selektiv im Zentralnervensystem inaktivierten Glukokortikoid-
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Rezeptor (GRNesCre-Mäuse) charakterisiert (Versuchsserie B). Diese genetische Manipulation

der HPA-Achse war vor allem hinsichtlich ihres Effektes auf den Energiehaushalt der Mäuse

von Interesse. Die Untersuchungen im Rahmen der dritten Versuchsreihe beschäftigten sich

schließlich mit der Interaktion zwischen dem Leptin- und dem Amylin-System (Versuchsserie

C). Durch die Gabe von Lachs-Calcitonin, einem Analogon des Amylins, wurde untersucht,

ob Manipulationen dieses Hormonsystems in Fällen eines genetisch gestörten oder durch das

Angebot einer attraktiven Nahrung außer Kraft gesetzten Leptin-Systems einen Ansatz für die

Therapie der damit einhergehenden Adipositas bieten können.

1.4.1 Versuchsserie A

Aufbauend auf bereits zuvor durchgeführte mehrtägige Leptinbehandlungen bei ob/ob-

Mäusen, im Speziellen den Untersuchungen von Rafael & Herling (2000) unter thermo-

neutralen Bedingungen, sollte in der vorliegenden Arbeit die Einstellung einer stabilen

Körpermasse als Folge einer Langzeit-Leptinbehandlung bei einer für ob/ob-Mäuse üblichen

Haltungstemperatur von 22°C bestätigt werden. Durch die gleichzeitige Bestimmung von

Futteraufnahme und Sauerstoffverbrauch wurde dabei der Zeitverlauf der Leptinwirkung auf

die beiden potentiellen Effektorsysteme der Leptinwirkung analysiert. Um zu überprüfen, ob

die Einstellung einer stabilen Körpermasse unter der Leptin-Dauerinfusion und der gegen

Ende der Behandlung zu beobachtende Anstieg der Futteraufnahme durch eine nachlassende

Leptinresponsivität hervorgerufen wird, wurden bei einer Versuchsgruppe neben der eigent-

lichen Leptininfusion in regelmäßigen Abständen zusätzliche Leptininjektionen verabreicht.

Durch die Bestimmung des Leberfettgehalts von mit Leptin behandelten ob/ob-Mäusen zu

verschiedenen Zeitpunkten der Leptininfusion sollte außerdem die Hypothese überprüft

werden, ob es während einer starken Gewichtsabnahme von adipösen Individuen durch die

übermäßige Mobilisierung von Speicherfetten vorübergehend zu einer Anreicherung von Fett

in der Leber kommt.

Darüber hinaus wurde die Frage untersucht, ob die gegen Behandlungsende eingestellte

Körpermasse in Beziehung zu der eingesetzten Leptindosis und/oder zum Ausgangskörper-

gewicht der ob/ob-Mäuse steht. Dies schloss die Prüfung der Alternative ein, dass eine

Erhöhung der Leptindosis lediglich zu einer schnelleren Gewichtsabnahme bei gleich-

bleibendem Endgewicht führen könnte. Aus diesem Grund kamen innerhalb derselben

Versuchsgruppe drei unterschiedliche Leptin-Dosierungen zum Einsatz, deren Wirkung auf

Körpermasse und Futteraufnahme mit der Auswirkung einer Leptinbehandlung bei zu
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Versuchsbeginn deutlich leichteren Tieren verglichen wurden. Ergänzend wurden die

Plasmainsulin-Konzentrationen im zeitlichen Verlauf der Leptininfusion bestimmt und ihre

Veränderungen ebenfalls auf eine Dosisabhängigkeit hin untersucht.

1.4.2 Versuchsserie B

Der inhibierende Effekt des hier untersuchten zentralen GR-Defekts auf das Längenwachstum

und die Körpermasse der GRNesCre-Mäuse wurde bereits von Tronche et al. (1998 & 1999)

beschrieben. Diese Befunde basieren jedoch auf dem Vergleich von adulten Mäusen, der

Entwicklungsverlauf ist nicht dokumentiert, und sie geben nur bedingt Auskunft über das

Verhältnis von Körperfettgehalt und fettfreier Masse als Maß für die Körperproportionen.

Durch die Untersuchung der Körperzusammensetzung in verschiedenen Altersstufen sollten

hier vor allem Aussagen über den Entwicklungsverlauf dieser Störung gewonnen werden.

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede zwischen GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen hinsicht-

lich Körpermasse und Körperzusammensetzung auf einer veränderten Energieaufnahme

und/oder auf einer veränderten Stoffwechselrate beruhten, wurden Futteraufnahme und Sauer-

stoffverbrauch der Mäuse unmittelbar nach dem Absetzen und im adulten Zustand bei der

üblichen Umgebungstemperatur von 22°C bestimmt. Um Unterschiede im Basalstoffwechsel

von Unterschieden in der thermoregulatorischen Thermogenese unterscheiden zu können,

wurden bei adulten Tieren zusätzlich entsprechende Messungen unter thermoneutralen

Bedingungen durchgeführt. Ergänzend erfolgte eine Bestimmung der Plasmathyroxin-

Konzentration unter beiden Versuchsbedingungen.

Eine mögliche Erklärung für die Beeinflussung von Körpermasse und Körperzusammen-

setzung infolge des zentralen GR-Defekts könnte die Interaktion zwischen der HPA-Achse

und anderen für die Regulation des Energiehaushaltes wichtigen Hormonsystemen sein.

Aufgrund dieser Überlegungen wurden die Plasmakonzentrationen an Leptin und Insulin im

Entwicklungsverlauf untersucht und in Relation zum Körperfettgehalt der Tiere betrachtet.

1.4.3 Versuchsserie C

Ziel dieses Versuchsteiles war es, die relative Wirkungsstärke zweier anorektisch wirkender

Peptidhormone − Lachs-Calcitonin, als Analogon des Amylins, und Leptin − hinsichtlich

ihres hemmenden Effekts auf die Futteraufnahme zu vergleichen. So wurde zunächst die

Wirkungsstärke beider Substanzen bei C57Bl/6J-Mäusen unter normalen Haltungsbedin-
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gungen, d.h. bei Fütterung einer pelletierten Standard-Nagetierdiät, miteinander verglichen.

Durch die zeitgleiche Behandlung mit Leptin und sCT sollte eine mögliche Interaktion des

Leptin- und Amylin-Systems bei der Beeinflussung der Futteraufnahme untersucht werden.

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Versuche wurde anschließend die Wirkung einer sCT-

Behandlung bei C57Bl/6J-Mäusen getestet, die infolge eines hochkalorischen, fettreichen

Zusatzfutters in Form von Schokolade über einen Zeitraum von mehr als 50 Tagen eine

periphere Leptinresistenz in Kombination mit einer moderaten diätinduzierten Adipositas

entwickelt hatten.

Anhand von Dosis-Wirkungskurven wurde schließlich auch die Wirkung einer sCT-

Behandlung auf die Futteraufnahme von genetisch adipösen Tieren im Vergleich zu normalen

C57Bl/6J-Mäusen untersucht. Als Tiermodell dienten dabei zum einen ob/ob-Mäuse, zum

anderen homozygote (-/-) MC4-r-KO-Mäuse. Ein Unterschied zwischen den drei Mäuse-

stämmen wäre ein Hinweis auf eine mögliche Abhängigkeit der sCT-Wirkung von einem

funktionierenden Leptin-System. Unterschiede zwischen ob/ob- und -/- MC4-r-KO-Mäusen

könnten zudem Auskunft darüber geben, auf welcher Ebene die beiden Hormonsysteme

miteinander interagieren. Ergänzend dazu wurden Vergleiche zwischen Wildtyp- und fa/fa-

Zucker-Ratten durchgeführt, um auch diese Form einer Störung des Leptin-Systems in den

Vergleich mit einzubeziehen.

Um eine Erklärung für potentielle Unterschiede in der sCT-Wirkung zwischen den

untersuchten Tiermodellen zu finden, wurden zum einen die jeweiligen Plasmainsulin-

Konzentrationen bestimmt. Da sowohl die diätinduzierte wie genetisch bedingte Adipositas in

den meisten Fällen mit einer Hyperinsulinämie einhergeht, könnte eine unterschiedlich starke

Ausprägung dieser sekundären Störung einen Einfluss auf die sCT-Wirkung ausüben. Da das

NPY-System neben dem αMSH/MC4-System der zweite wichtige zentrale Reaktionsweg des

Leptin-Systems ist und somit eine potentielle Beteiligung des NPY an der Vermittlung der

anorektischen sCT-Wirkung durch Störungen im Leptin-System beeinflusst werden könnte,

wurde zum anderen die relative NPY-mRNA-Konzentration im Nucleus arcuatus der

jeweiligen Mausmodelle untersucht.



                                                                                                                     Material & Methoden

26

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERSUCHSPROTOKOLL FÜR VERSUCHSSERIE A

2.1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Untersuchungen wurden an 3 Versuchsgruppen (A1-A3) adulter ob/ob-Mäuse durch-

geführt. Die Mäuse wurden von Harlan Winkelmann (Borchen, BRD) bezogen und nach dem

Eintreffen in Einzelkäfigen bei 22°C und einer relativen Luftfeuchte von ca. 45% in einem

12:12 Licht:Dunkel-Zyklus mit Wasser und pelletierter Standard-Diät (Altromin, 1324, Lage,

BRD) ad libitum gehalten.

2.1.2 Versuchsbeschreibung

Die ob/ob-Mäuse wurden − nach einer Eingewöhnungszeit von mindestens 10 Tagen sowie

einer in die Auswertung mit einbezogenen Vorlaufphase − durch die Implantation von

osmotischen Mini-Pumpen über 44-59 Tage kontinuierlich mit Leptin unterschiedlicher

Dosierungen behandelt (Tab. 1). Die Pumpen wurden dabei jeweils nach einer Laufzeit von

15 Tagen durch neue ersetzt. Während des Versuchszeitraumes wurden täglich Körpermasse

und Futteraufnahme bestimmt. In regelmäßigen Abständen während der Leptinbehandlung

bzw. am Versuchsende wurde ein Teil der Mäuse etwa 2,5-5 h nach Beginn der Lichtphase

getötet. Um Verfälschungen bei der späteren Bestimmung der Plasmainsulin-Konzentrationen

zu vermeiden, wurde den Tieren etwa 3 h vor der Tötung das Futter entzogen. Nach dem Tod

der Mäuse erfolgte die Bestimmung der Körper- bzw. Leberzusammensetzung sowie die

Messung der Plasmaparameter.

2.1.2.1 Versuchsgruppe A1

Neben der Bestimmung der Futteraufnahme und der Veränderung der Körpermasse wurde bei

den 2 Monate alten ob/ob-Mäusen der Versuchsgruppe A1 der Sauerstoffverbrauch während

des Vorlaufs und des Infusionszeitraumes von maximal 7 Tieren gemessen. Zur Überprüfung

der Leptinresponsivität erhielten die Tiere neben der Dauerinfusion in regelmäßigen Ab-

ständen insgesamt 8 zusätzliche subkutane Leptininjektionen. Durch eine retroorbitale

Blutentnahme am narkotisierten Tier wurden zudem vor Versuchsbeginn und beim

Auswechseln der Pumpen die Plasmakonzentrationen an Leptin und Insulin bestimmt (Tab.

1). Aufgrund der zunächst angewandten Narkosemethode bei der Implantation der Pumpen

(siehe 2.4.2.2) kam es während des Versuchsverlaufs zu Tierverlusten. Die Körperzusammen-
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setzung dieser Tiere wurde mit der von Tieren verglichen, die bereits vor Versuchsbeginn

getötet worden waren.

Tabelle 1: Versuchsübersicht für die Untersuchungen im Rahmen einer Langzeit-Leptin-
behandlung bei ob/ob-Mäusen (Versuchsserie A). N= Anzahl der Tiere; m=Männchen;
Baseline=unbehandelte Tiere der jeweiligen Versuchsgruppe, die vor Behandlungsbeginn
getötet wurden. Bei A2 wurde zusätzlich bei 20 bzw. 9 Tieren vor Behandlungsbeginn der
Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel bestimmt. I1=Implantation der ersten Pumpe,
entsprechend I2-I4; P1= 14-tägiger Behandlungszeitraum bei implantierter 1. Pumpe, ent-
sprechend P2-P4.

2.1.2.2 Versuchsgruppe A2

In dieser Versuchsgruppe wurde der Verlauf von Futteraufnahme und Körpergewicht im

Rahmen einer Leptininfusion an ausgewachsenen, deutlich schwereren ob/ob-Mäusen im Ver-

gleich zu Versuchsgruppe A1 untersucht. Dabei wurden drei unterschiedliche Leptin-

Dosierungen angewandt, die hinsichtlich der Reduktion der Futteraufnahme und der erreich-

ten Körpermasse am Ende des Behandlungszeitraumes miteinander verglichen wurden. Wie

schon in Versuchsgruppe A1 wurden die Plasmakonzentrationen an Leptin und Insulin sowie

die Körperzusammensetzung im Versuchsverlauf bestimmt und mit Werten von bereits vor

Versuchs-
gruppe

N

A1 14

A2 29

A3 20

4 4 4
1 10 9
2 9 9
3 7 5
6  26 15
 - 6 5
 - 17 17
 - 17 10
2 16 16

10 14 14
 -  -  -
 -  -  -
 -  -  -
 -  -  -

A2

Ge-
schlecht

Alter bei 
Behandlungs-

beginn [Monate]

KM bei 
Behandlungs-

beginn [g]
m 2 34 ± 1

m 5-5,5 59 ± 1

N    
I1

N    
I2

N    
I3

N    
I4   

10 9 7 4
5
4

13

5
4
7

5
4
7

4
3
7

m 3,5 48 ± 1 16 8 2  -

P1

 -

 -
 -
 -
 -

Plasma-
Leptin

Versuchs-
gruppe

I2

untersuchte Parameter (N)
Zeitpunkt der 
Bestimmung

Baseline

A1
I2

I3

I4

Baseline

A3
P1

P2

P3

210
116
233
461
376

Leptindosis 
[pmol/d]    

Plasma-
Insulin

Leberzusam-
mensetzung

Körperzusam-
mensetzung

3

 -

6
 -
 -

2

I3

I4

P4

Baseline
4
4
8



                                                                                                                     Material & Methoden

28

Versuchsbeginn getöteten Tieren verglichen. Ein Teil der Tiere wurde am Anfang und in der

Endphase der Leptinbehandlung getötet, um Gewebeproben für andere Untersuchungen zu

entnehmen. Aus diesem Grund konnten für die vorliegende Studie nur die Leberzusammen-

setzung und die Plasmaparameter dieser Tiere bestimmt werden (Tab. 1).

2.1.2.3 Versuchsgruppe A3

In dieser Versuchsgruppe sollte eine mittlere Alters- bzw. Gewichtsgruppe von ob/ob-Mäusen

hinsichtlich ihrer Reaktion auf eine Langzeit-Leptinbehandlung untersucht werden. Die Mehr-

zahl der Tiere wurde im Behandlungsverlauf getötet, um Gewebeproben für andere Unter-

suchungen zu entnehmen, von diesen wurden − wie bereits in Versuchsgruppe A2 − nur die

Leberzusammensetzung und die Plasmaparameter bestimmt (Tab. 1). Von zwei über eine

Zeitraum von 44 Tagen mit Leptin behandelten Tieren wurde zudem die in der Endphase der

Leptinbehandlung erreichte Körpermasse in die Versuchsgruppen-übergreifende Auswertung

mit einbezogen.

2.2 VERSUCHSPROTOKOLL FÜR VERSUCHSSERIE B

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

2.2.1.1 Gewebsspezifische Inaktivierung des Glukokortikoid-Rezeptors (GR)

Die in dieser Versuchsserie untersuchten Mäuse entstammten einer Kooperation mit der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Günther Schütz am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ,

Heidelberg, BRD). Der gewebsspezifische Knockout des GR wurde unter Anwendung des

CreLoxP-Systems durch die Verpaarung von zwei Mauslinien erzeugt. Die detaillierte

Vorgehensweise zur Erzeugung des hier untersuchten Mausmodells ist von Tronche et al.

(1999) beschrieben und soll hier nur kurz zusammengefasst werden. Bei den Mäusen der

ersten Linie (Grl1loxp-Linie) war auf beiden Allelen das GR-Gen von zwei LoxP-sites

flankiert. Bei der zweiten Mauslinie (Nestin-Cre-Linie) wurde die Cre-Rekombinase unter der

Kontrolle des Nestin Promoters und eines im 2. Intron des Nestin-Gens gelegenen, Nerven-

system-spezifischen Enhancers exprimiert. Durch Kreuzung entstanden Mäuse, die einen

selektiv in Neuronen und Gliazellen inaktivierten Glukokortikoid-Rezeptor besaßen, während

dessen Funktion in den übrigen Geweben nicht gestört war. Diese im folgenden als Mutanten

oder GRNesCre-Mäuse bezeichneten Tiere konnten bereits ab der 2. Lebenswoche anhand ihres

Phänotyps identifiziert werden: so fielen sie in ihrem Körperwachstum immer deutlicher
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hinter den Wildtyp-Geschwistern zurück und zeichneten sich durch eine verdickte Halsregion,

eine kürzere Schnauze, einen dünneren Schwanz und eine geringere Felldichte aus. Wegen

der noch relativ schwachen Ausprägung dieser Merkmale bei den Jungtieren, wurde bei

diesen neben der Phänotypisierung zusätzlich eine PCR zur Bestimmung des Genotyps durch-

geführt. Die zum Vergleich herangezogenen Wildtyp-Mäuse zeichneten sich zwar gegenüber

normalen Wildtyp-Mäusen durch die Insertion zweier LoxP-sites aus, das alleinige Einfügen

der beiden LoxP-sites hat aber keinerlei Einfluss auf die Expression des flankierten Gens.

2.2.1.2 Untersuchte Altersgruppen und Haltungsbedingungen

Die vergleichenden Untersuchungen an GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen wurden im Alter von

10, 21 und 35 Tagen sowie im adulten Zustand durchgeführt. Die Mäuse wurden − mit Aus-

nahme des Thermoneutralversuchs bei den adulten Tieren − bei einer Umgebungstemperatur

von 22°C und einer relativen Luftfeuchte von ca. 45% in einem 12:12 Licht:Dunkel-

Rhythmus mit Wasser und pelletierter Standard-Diät (Altromin, 1314, Lage, BRD) ad libitum

gehalten.

Die Jungtiere entstammten in Bad Nauheim geborenen, hinsichtlich Genotyp und Geschlecht

gemischten Würfen, bei denen ein für das "gefloxte" Exon 3 des GR-Gens homozygotes

Weibchen mit einem männlichen Mutanten verpaart wurde. Sie wurden bis zum Zeitpunkt des

Absetzens im Alter von 21 Tagen im Wurfverband bei der Mutter, anschließend in Gruppen

von zwei bis drei Tieren gleichen Geschlechts gehalten oder im Falle einer Sauerstoffmessung

auf Einzelkäfige verteilt. Die adulten Tiere wurden direkt vom DKFZ (Heidelberg, BRD)

bezogen und für die Bestimmung von Futteraufnahme und Sauerstoffverbrauch in Einzel-

käfigen untergebracht. Die Tiere der Gruppe I waren etwa 4 Monate alt, bei Gruppe II und III

betrug das Alter etwa 9 Monate. Trotz dieses Altersunterschiedes ergab sich in keinem der

hier untersuchten Parameter ein signifikanter Gruppenunterschied, so dass alle adulten

Gruppen gemeinsam ausgewertet wurden.

2.2.2 Versuchsbeschreibung

Bei allen Tieren dieser Versuchsserie wurden während des Versuchszeitraumes täglich die

Körpermasse und − mit Ausnahme der Säuglinge − die Futteraufnahme bestimmt. Am

Versuchsende wurden die Tiere grundsätzlich etwa 2-3 Stunden vor dem Ende der Lichtphase

getötet, da in diesem Fall ohne zusätzlichen Futterentzug von Nüchternwerten für die Plasma-
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hormonbestimmungen ausgegangen werden kann. Im Anschluss daran erfolgte die Bestim-

mung der Körperzusammensetzung sowie die Messung der Plasmaparameter.

2.2.2.1 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf Körpermasse und Körperzusammensetzung im

Entwicklungsverlauf

Von Säuglingen aus 3 Würfen wurde zunächst die Entwicklung der Körpermasse während der

2. und 3. Lebenswoche verfolgt. Nach der Tötung von Mäusen im Alter von 10, 21 und 35

Tagen sowie im adulten Zustand wurde außerdem die Körperzusammensetzung im Ent-

wicklungsverlauf bestimmt und auf Unterschiede zwischen GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen

hin untersucht.

Tabelle 2: Versuchsübersicht für die vergleichenden Untersuchungen an GRNesCre- und
Wildtyp-Mäusen (Versuchsserie B). Für die Bestimmung der Plasmathyroxin-Konzentration
ist die zum Zeitpunkt der Blutentnahme herrschende Umgebungstemperatur in Klammern
angegeben; bei 22°C wurden von F. Tronche (DKFZ, Heidelberg, BRD) erhobene Daten mit
in die Auswertung einbezogen (Kellendonk et al., 2002). N=Anzahl der Tiere, mut= Mutan-
ten, wt=Wildtypen, O2=Sauerstoffverbrauch.

2.2.2.2 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf Futteraufnahme und Stoffwechsel im

Entwicklungsverlauf

Bei der üblichen Haltungstemperatur von 22°C wurden bei 7 Absetzlingen im Alter von 21

bis 35 Tagen sowie bei 6 adulten Mäusen über mehrere Wochen täglich Futteraufnahme und

Körpermasse sowie kontinuierlich der Sauerstoffverbrauch registriert (Tab. 2). Nach der

Bestimmung der jeweiligen Thermoneutralzone (siehe 2.4.4.3) wurden diese Untersuchungen

bei allen drei adulten Gruppen (N=20) unter für beide Genotypen thermoneutralen Bedin-

Körperzusam-
mensetzung

Plasma-
Leptin 

Plasma-
Insulin

Futter-
aufnahme

O2

A 9 5 / 4 5 / 4 5 / 4 5 / 4
B 5 3 / 2 3 / 2 3 / 2 3 / 2
C 11 3 / 8 3 / 8 3 / 8 -
D 6 3 / 4 3 / 4 2 / 4 -
E 6 3 / 3 3 / 3 3 / 3 0 / 3
F 8 4 / 4 4 / 4 4 / 4 3 / 4
G 12 6 / 6 6 / 6 6 / 6 2 / 6
H 6 2 / 4 2 / 4 1 / 3 1 / 3
J 6 5 / 1 5 / 1 5 / 1 4 / 1
K 8 5 / 3 5 / 3 5 / 3 4 / 3 4 / 3 4 / 3
L 11 3 / 8 3 / 8 3 / 8 3 / 8 - -
I 6 3 / 3 3 / 3 3 / 3 3 / 3 3 / 3 3 / 3
II 29 14 / 15 12 / 15 8 / 9     7 / 9 26 / 26

 0 / 10
(22°C)
(34°C)

0 / 7 0 / 7

III 10 10 / 0 7 / 0  -  - 5 / 0 (36°C) 7 / 0 7 / 0

adult

Wurf / 
Gruppe

N      
mut/wt

10

21

35

Alter 
[d]

N 
gesamt

 -

untersuchte Parameter (N mut/wt)
Plasma-

Thyroxin

-

-

 -

- -

 -  -
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gungen wiederholt. Das bei der Tötung bzw. mittels retroorbitaler Blutentnahme gewonnene

Blut der adulten bei 22°C und unter thermoneutralen Bedingungen gehaltenen Versuchstiere

wurde außerdem hinsichtlich des Plasmathyroxin-Gehaltes untersucht. Dabei wurden für die

Auswertung bei 22°C von F. Tronche (DKFZ, Heidelberg, BRD) erhobene Daten mit in die

Auswertung einbezogen (Kellendonk et al., 2002).

2.2.2.3 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf die Plasmakonzentrationen an Leptin und

Insulin im Entwicklungsverlauf

Um zu überprüfen, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der Veränderung der Körper-

zusammensetzung und dem Plasmaleptin- bzw. Plasmainsulinspiegel besteht, wurden bei

GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen im Alter von 10, 21 und 35 Tagen sowie bei adulten Tieren

die Plasmakonzentrationen dieser beiden Hormone im Anschluss an die Tötung bestimmt

(Tab. 2). Diese wurden sowohl im Entwicklungsverlauf als auch in Relation zum Körper-

fettgehalt der Tiere betrachtet.

2.3 VERSUCHSPROTOKOLL FÜR VERSUCHSSERIE C

2.3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Untersuchungen wurden an adulten C57Bl/6J, ob/ob- und homozygoten (-/-) MC4-r-KO-

Mäusen durchgeführt. Die C57Bl/6J- und die ob/ob-Mäuse wurden in der Regel von Harlan

Winkelmann (Borchen, BRD) bezogen. 5 ob/ob-Mäuse sowie alle hier untersuchten -/-

MC4-r-KO-Mäuse entstammten hauseigenen Zuchtkolonien, die auf Zuchtpaare von Harlan

Winkelmann bzw., im Falle der MC4-r-KO-Mäuse, auf freundlicherweise von Dennis Huszar

(Millenium Pharmaceuticals Inc., Cambridge, MA, USA) zur Verfügung gestellte Zuchtpaare

zurückzuführen sind. Die für Vergleichsexperimente herangezogenen Wildtyp- und fa/fa-

Zucker-Ratten entstammten ebenfalls einer seit Jahren am MPI Bad Nauheim geführten

Zuchtkolonie. Die Tiere wurden in Einzelkäfigen bei 22°C und einer relativen Luftfeuchte

von ca. 45% in einem 12:12 Licht:Dunkel-Zyklus mit Wasser und pelletierter Standard-Diät

(Altromin, 1324, Lage, BRD) ad libitum gehalten. Drei Versuchsgruppen von C57Bl/6J-

Mäusen wurde neben dieser Standard-Diät eine attraktive, fettreiche Zusatznahrung (palatable

high-fat = PHF-Diät) in Form von weißer Schokolade angeboten (Wissoll, Mühlheim, BRD).
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2.3.2 Versuchsbeschreibung

Bei allen Tieren dieser Versuchsserie wurden während des Versuchszeitraumes täglich

Körpermasse und Futteraufnahme bestimmt. Am Versuchsende wurden die Tiere in der Regel

etwa 2-3 Stunden vor dem Ende der Lichtphase getötet, da in diesem Fall ohne zusätzlichen

Futterentzug von Nüchternwerten für die Plasmainsulin-Bestimmung ausgegangen werden

kann. Zur Untersuchung des akuten sCT-Effekts fand die Tötung allerdings aufgrund der

festgelegten Injektionszeiten innerhalb der ersten Stunde der Dunkelphase statt, anschließend

erfolgte die Bestimmung der Körperzusammensetzung sowie die Messung des Plasma-

insulinspiegels. Da dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tötungszeit-

punkten auftrat, konnten alle Tiere gemeinsam ausgewertet werden.

Tabelle 3: Versuchsübersicht für vergleichende Untersuchungen mit Leptin und Lachs-
Calcitonin an verschiedenen Tiermodellen (Versuchsserie C). Die Körpermassen sind über
den Versuchszeitraum gemittelt. Bei der Bestimmung der Plasmainsulin-Konzentrationen
wurden Insulinmessungen von zusätzlichen Tieren (I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse)
mit in die Auswertung einbezogen. PHF=palatable, high-fat (attraktiv, fettreich), N=Anzahl
der Tiere; w=Weibchen, m=Männchen, KM=Körpermasse, n= Anzahl der Einzel-
Behandlungen, Lep=Leptin, sCT=Lachs-Calcitonin, Kombi= Kombinationsbehandlung mit
Leptin und Lachs-Calcitonin, ko=Kontrollbehandlung mit PBS (phosphate buffered
saline=steril filtrierter 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH~7,4) in physiologischer Koch-
salzlösung), NPY mRNA=Neuropeptid Y mRNA-Expression im Nucleus arcuatus.

2.3.2.1 Vergleich der Wirkungsstärken von Leptin und Lachs-Calcitonin bei pelletierter

Standard-Diät

Um die Wirkungsstärken der beiden Substanzen zunächst unter normalen Haltungs-

bedingungen, d.h. bei Fütterung einer pelletierten Standard-Diät, miteinander zu vergleichen,

Tiermodell 
und Diät

N 
(w/m)

Alter 
[Monate]

mittlere 
KM     
[g]

n        
Leptin-

Behandl. 
(Lep/ko)

n        
sCT-

Behandl. 
(sCT/ko)

n          
sCT+Lep 
Behandl. 

(Kombi/ko)

N       
NPY 

mRNA 
(sCT/ko)

N       
Plasma-
Insulin 

(sCT/ko)
C57Bl/6J-Mäuse         

Standard-Diät 32 / 9 3-8 24 ± 1 13 / 14 61 / 42 14 / 14 5 / 5 5 / 15

C57Bl/6J-Mäuse 
Standard- plus PHF-Diät 29 / 0 7-10 31 ± 2 10 / 10 14 / 15  - 4 / 5 5 / 25

 -/- MC4-r-KO-Mäuse     
Standard-Diät 8 / 8 3-10 60 ± 2  - 35 / 38  - 6 / 6 6 / 13

ob/ob- Mäuse        
Standard-Diät 13 / 4 6-9 65 ± 2  - 18 / 17  - 5 / 5 3 / 26

fa/fa-Ratten
Standard-Diät 4 / 0 8 530 ± 11  - 16 / 16  -  - 0 / 6

Wildtyp-Ratten
Standard-Diät 4 / 0 8-12 278 ± 10  - 16 / 16  -  - 0 / 22
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wurden bei 2 Gruppen von C57Bl/6J-Mäusen eintägige Behandlungen mit Leptin, sCT oder

einer Kombination aus beiden Substanzen durchgeführt. Zur Beurteilung des Behandlungs-

effektes wurden Futteraufnahme und Körpermasse im Versuchsverlauf registriert.

2.3.2.2 Vergleich der Wirkungsstärken von Leptin- und Lachs-Calcitonin bei attraktiver

Zusatzdiät

10 C57Bl/6J-Mäusen wurde für insgesamt mehr als 50 Tage neben der pelletierten Standard-

Diät ein attraktives, fettreiches Zusatzfutter (PHF-Diät) in Form von Schokolade angeboten.

Unter Beibehaltung dieses Futterregimes wurden dann eintägige Behandlungen mit Leptin

oder sCT durchgeführt. Bei der Beurteilung des Behandlungseffektes wurde die Energie-

aufnahme für beide Diäten getrennt betrachtet. Die Ergebnisse wurden mit den eintägigen Be-

handlungen bei ausschließlicher Standarddiät-Fütterung (2.3.2.1) verglichen. Die Ergebnisse

einer sCT-Behandlung bei einer weiteren Gruppe von Mäusen (N(sCT/ko)=5/5), denen die

PHF-Diät über eine Zeitraum von 84 Tagen angeboten wurde, sollten die Befunde absichern.

2.3.2.3 Vergleich der Wirkungsstärke von Lachs-Calcitonin bei normalgewichtigen und

genetisch adipösen Tiermodellen

Mittels Durchführung von eintägigen Behandlungen mit verschiedenen sCT-Dosierungen

wurde bei normalgefütterten C57Bl/6J-Mäusen eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt. Diese

wurde mit entsprechenden Dosis-Wirkungs-Beziehungen bei zwei genetisch adipösen Tier-

modellen, ob/ob- und -/- MC4-r-KO-Mäusen, verglichen. Auf der Basis von Dosis-Wirkungs-

Kurven wurde zusätzlich die sCT-Wirkung bei fa/fa-Ratten mit der bei Wildtyp-Ratten

verglichen.

2.3.2.4 Auswirkungen einer Behandlung mit Lachs-Calcitonin auf den Plasmainsulinspiegel

Für alle in dieser Versuchsserie untersuchten Tiermodelle wurde nach der Tötung der ent-

sprechenden Tiere der durchschnittliche Plasmainsulinspiegel bestimmt. Um eine ausreichend

große N-Zahl zu gewährleisten, wurden in die Messung weitere nicht behandelte Tiere

miteinbezogen (I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse, Tab. 3). Im Falle der ob/ob-Mäuse

wurde auf die in Versuchsserie A erhobenen Daten zurückgegriffen. Alter und Gewicht der

zusätzlich untersuchten Tiere entsprachen ungefähr den in Tabelle 3 angegebenen Werten.

Um zu testen, ob eine sCT-Behandlung kurzfristig die Insulinkonzentration im Blut beein-

flusst, wurden bei den untersuchten Mausmodellen Tiere am Tötungstag mit sCT bzw. PBS

behandelt und exakt 1 h nach Verabreichung der zweiten Injektion getötet (siehe 2.4.3.1).
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2.3.2.5 Auswirkung einer Behandlung mit Lachs-Calcitonin auf die NPY-mRNA-Konzen-

tration im Nucleus arcuatus

Bei den im Rahmen einer sCT-Behandlung getöteten Mäusen wurde unmittelbar nach der

Tötung das Gehirn entnommen. Die NPY-mRNA-Konzentration im Nucleus arcuatus wurde

anschließend mittels radioaktiver in situ-Hybridisierung semi-quantitativ bestimmt (Tab. 3).

Die Daten wurden sowohl auf Unterschiede zwischen behandelten und Kontroll-Tieren wie

auch auf Unterschiede zwischen den einzelnen Mäusegruppen hin untersucht. Der Körper-

fettgehalt zum Tötungszeitpunkt wurde dabei ebenfalls berücksichtigt.

2.4 UNTERSUCHUNGEN AN LEBENDEN TIEREN DER VERSUCHSSERIEN A-C

2.4.1 Bestimmung von Futteraufnahme und Körpermasse

Die Tiere wurden täglich etwa 1h vor dem Ende der Lichtphase versorgt. Neben einem

allgemeinen Gesundheitscheck und dem regelmäßigen Reinigen der Käfige wurde dabei die

Körpermasse der Tiere und − mit Ausnahme der Säuglinge − deren tägliche Futteraufnahme

bestimmt, indem die Differenz zwischen dem Futterrest und der vor 24 h eingewogenen

Futtermenge errechnet wurde. Die Menge des daraufhin erneut eingewogenen frischen Futters

war so bemessen, dass die Tiere unter ad libitum Bedingungen fressen konnten. In den zu

Anfang durchgeführten Versuchen wurden die Futterpellets auf den Boden des Käfigs gelegt.

Dabei kam es aber zu Verfälschungen des Futterverbrauchswertes durch den Verlust von

Krümeln. In späteren Versuchen wurden aus diesem Grund speziell entwickelte Futter-

halterungen mit integriertem Auffanggefäß eingesetzt, die in der Werkstatt des W.G. Kerck-

hoff-Instituts hergestellt wurden und den Krümelverlust auf ein Minimum reduzierten.

Erhielten die Tiere neben der pelletierten Standard-Diät weiße Schokolade als attraktives,

fettreiches Zusatzfutter (Versuchsserie C), so wurde diese grundsätzlich auf den Käfigboden

gelegt. Die dabei in geringer Anzahl auftretenden Krümel wurden bei der täglichen Futter-

wiegung vom Käfigboden aufgesammelt und mitberücksichtigt. Futterverbrauchswerte

wurden für beide Futtersorten getrennt bestimmt.

Für die Berechnung der Gesamtenergieaufnahme wurde in Versuchsserie A und C die

umsetzbare Energie für die jeweiligen Diäten herangezogen (Tabelle 4). Obwohl die umsetz-

bare Energie nur als Näherungswert mit Hilfe von Lehrbuchangaben zur Verdaulichkeit und

zum physiologischen Brennwert der jeweiligen Nahrungskomponenten ermittelt werden

konnte, ist diese der Bruttoenergie vorzuziehen, da Unterschiede im Energieverlust über den
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Harn sowie unterschiedliche Ballaststoffanteile zwischen den jeweiligen Diäten berück-

sichtigt werden. Im Rahmen anderer Examensarbeiten durchgeführte bombenkalorimetrische

Bestimmungen des Kot-Energiegehaltes2 von adulten C57Bl/6J-Mäusen bestätigten außerdem

die errechneten Werte hinsichtlich der angenommenen verdaulichen Energie. Zudem wurden

in einer unabhängigen Studie übereinstimmende Werte für die metabolisierbare Energie der

hier verwendeten Standard-Diät ermittelt (Rafael & Herling, 2000).

Tabelle 4: Zusammensetzung, Brutto- und umsetzbare Energie für die in dieser Arbeit
verwendeten Diäten. Die Zusammensetzung beruht auf Herstellerangaben. Brutto- und
umsetzbare Energie wurden auf Basis von Lehrbuchangaben für die einzelnen Nahrungs-
komponenten errechnet. Der angegebene Wassergehalt gilt bei einer Umgebungstemperatur
von 22°C und einer relativen Luftfeuchte von ca. 45%.

Für die in Versuchsserie B verwendete pelletierte Standard-Diät (Pellet-Diät II) lagen zwar

die Angaben zur umsetzbaren Energie vor (Tabelle 4), diese wurden aber bei der Auswertung

der Versuchsdaten nicht berücksichtigt. Die Futteraufnahme wurde stattdessen in g/d erhoben.

Dies beruhte auf der Tatsache, dass bei der Untersuchung von Jungtieren nicht automatisch

die für adulte Tiere ermittelten Werte für die Verdaulichkeit der Nahrung herangezogen

werden können. Zudem wurden in dieser Versuchsserie Mäuse mit einem stark erhöhten

Glukokortikoid-Spiegel untersucht, für die eine veränderte Nahrungsresorption nicht auszu-

schließen ist.

                                                
2 Diese wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Edgar Weigand am Institut für Tierernährung und Ernährungs-
physiologie der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt.

Futtersorte Brutto-
energie     
[kJ/g]

umsetzbare 
Energie 
[kJ/g]

Versuchs-
serie

Protein: 20
N-freie Extraktstoffe: 53
Fett: 4
Rohfaser: 6
Asche: 7
Wasser: 10
Protein: 23
N-freie Extraktstoffe: 50
Fett: 5
Rohfaser: 5
Asche: 7
Wasser: 10
Protein: 5
Kohlenhydrate: 58
Fett: 35
Wasser: 2

A, C

B

CPHF-Diät (weiße 
Schokolade) 24,5 23,0

Zusammensetzung 
[Gewichts-%]

13,7

pelletierte 
Standard-Diät II  

(Altromin       
1314)

16,2 13,4

pelletierte 
Standard-Diät I 

(Altromin      
1324)

16,6
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2.4.2 Langzeit-Leptinbehandlung unter Verwendung osmotischer Mini-Pumpen

2.4.2.1 Funktionsweise der Pumpen

Die hier für die Langzeit-Leptinbehandlung verwendeten osmotischen Mini-Pumpen des

Modells 1002 (Alza Corporation, Palo Alto, CA, USA) sind so konstruiert, dass die sich im

Pumpeninneren befindliche Lösung − nach einer anfänglichen Latenzzeit − über einen Zeit-

raum von maximal 16 Tagen mit einer konstanten Ausflussrate an die Umgebung abgegeben

wird. Die extrem hohe Natriumchlorid-Konzentration in der äußeren Kammer und der damit

verbundene osmotische Gradient bewirken nach der Implantation der Pumpe ein Eindringen

von Körperflüssigkeit in den Pumpenmantel. Da dessen Außenmembran zwar semipermeabel

aber gleichzeitig auch starr ist, kann der sich durch die einströmende Flüssigkeit aufbauende

Druck nur auf die innere Membran einwirken, die sich im Gegensatz zur äußeren Wand durch

Flexibilität und Impermeabilität auszeichnet. Die Innenmembran wölbt sich folglich

proportional zur Volumenzunahme im Pumpenmantel nach innen, so dass die im Reservoir

enthaltende Flüssigkeit durch die Ausstromöffnung der Pumpe ins umliegende Gewebe

gepresst wird (Abb. 1).

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Alzet® osmotischen Mini-Pumpe. Das hier
verwendete Modell 1002 hat eine Länge von 1,7 cm und einen Durchmesser von 0,6 cm bei
einem Leergewicht von 0,35 g.

Für die einzelnen Pumpenchargen sind vom Hersteller Werte für Laufzeit, Fassungsvermögen

und Ausstromrate (µl/h) angegeben. Zur Überprüfung dieser Angaben wurde am Versuchs-

ende das Volumen des in der Pumpe verbliebenen Flüssigkeitsrestes bestimmt, so dass die im

gesamten Versuchszeitraum ausgeflossene Flüssigkeitsmenge bekannt war, die dann auf die

Ausströmöffnung

abnehmbare Kappe

Ausströmrohr

impermeable Reservoirwand

osmotisch wirksame Quellsubstanz

semipermeable Membran

wässrige Umgebung

Reservoir
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Zeiteinheit von einer Stunde umgerechnet werden konnte. Es zeigte sich jedoch, dass die vom

Hersteller angegebenen Werte sehr genau sind, so dass bei anschließenden Berechnungen

trotz kleinerer individueller Unterschiede ohne weiteres von den theoretischen Werten ausge-

gangen werden kann.

2.4.2.2 Implantation der Pumpen

Die osmotischen Mini-Pumpen des Modells 1002 wurden mindestens 10 h vor der eigent-

lichen Operation mit sterilem PBS gefüllt, wobei die Pufferlösung für die Behandlungsgruppe

eine definierte Menge an gelöstem His6-tagged-Leptin3 (Mw=17560 Da) enthielt. Da bei

diesem Pumpenmodell mit einer Latenzzeit von 4-6 Stunden bis zum Einsetzen der maxi-

malen Pumpleistung gerechnet werden muss, wurde durch eine Vorinkubation in 30-37°C

warmer physiologischer Kochsalzlösung sichergestellt, dass die Pumpen zum Zeitpunkt der

Operation bereits die maximale Pumpleistung aufwiesen. Bei der Einteilung von Kontroll-

und Behandlungsgruppe(n) wurde darauf geachtet, dass initial die Gruppenmittelwerte für

Körpermasse und Futteraufnahme ausgeglichen waren.

Die Implantation der Pumpen bei Mäusen der Versuchsserie A fand während der ersten Hälfte

der Lichtphase statt. Anfänglich (Versuchsgruppe A1) wurden die Tiere durch die Injektion

eines Ketamin/Xylazin-Gemisches (Ketavet®, Rompun®) narkotisiert, diese Methode führte

jedoch zum Tod einiger Versuchstiere. Aus diesem Grund wurde bei den späteren Versuchen

eine Halothan-Begasung (Fluothane®) durchgeführt. Während die Narkose allmählich zu

wirken begann, wurde der Bereich der späteren Schnittstelle sorgfältig rasiert und desinfiziert.

Zur besseren Schmerzausschaltung wurde zusätzlich zur Narkose das Lokalanästhetikum

Lidocain (Xylocain® 1%) unter die Haut injiziert. Durch einen etwa 1,5 cm langen Schnitt

quer zur Körperlängsachse wurde die Rückenhaut im Bereich der hinteren Rückenpartie

geöffnet. Nachdem mit einer stumpfen Schere die Haut von dem darunterliegenden Binde-

gewebe abgehoben worden war, wurde die Pumpe in cranialer Richtung unter die Haut

geschoben. Dabei war zu beachten, dass die Ausstromöffnung vom Schnitt weg zeigte. Die

Wunde wurde anschließend vernäht und die Tiere, die nach dem Einatmen von normalem

Luftsauerstoff sehr schnell wieder das Bewusstsein erlangten, in ihren Käfig zurückgesetzt.

Dabei wurde − wie auch während der Operation − durch den Einsatz einer Wärmelampe

darauf geachtet, dass die Tiere nicht auskühlten. Weitere postoperative Maßnahmen waren

nicht nötig, da die Tiere nach Abklingen der Narkose auch bei direkter Berührung der Nähte

                                                
3 Das His6-tagged Leptin wurde freundlicherweise von Aventis Pharma, Frankfurt a.M., zur Verfügung gestellt.
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keine Schmerzreaktionen zeigten und sich von diesem Eingriff sehr schnell erholten. Die Naht

sowie der Sitz der Pumpe wurden während des Behandlungszeitraumes täglich überprüft.

Nach einem Behandlungszeitraum von 15 Tagen wurde − um die Behandlung fortführen zu

können − die erste Pumpe durch eine neue ersetzt. Um nicht die bereits weitgehend verheilte

alte Wunde erneut zu öffnen, wurde nach Narkotisierung der Mäuse der zweite Hautschnitt

ca. 1 cm weiter cranial angesetzt. Durch diese Öffnung wurde zunächst die alte Pumpe aus

dem Tier entnommen, was bei optimalem Sitz und freier Beweglichkeit der Pumpe im

Gewebe durch einfaches Herausdrücken geschah. In Einzelfällen traten kleinere Verwach-

sungen auf, die für das jeweilige Tier notiert wurden. Schwerwiegendere Komplikationen wie

z.B. eitrige Entzündungen waren in keinem Fall zu beobachten. Die neue Pumpe wurde

anschließend – wie schon die vorherige – in cranialer Richtung unter die Haut geschoben, so

dass sie kaum Kontakt mit der alten Narbe hatte. Aufgrund des Versetzens der Schnittstelle

konnten den Tieren bis zu 4 Pumpen im 15-Tages-Abstand implantiert werden. Die Leptin-

konzentration in den jeweils aufeinanderfolgenden Pumpen war dabei identisch. Basierend

auf der für die Pumpen angegebenen bzw. durch die Kontrolle der Pumpen ermittelten

Ausstromrate und der Leptinkonzentration im Pumpeninhalt ließ sich die durchschnittlich

verabreichte Leptindosis in pmol/d für den gesamten Behandlungszeitraum berechnen. Durch

das Einbeziehen der Anfangskörpermasse wurde zusätzlich die massenspezifische Leptindosis

am Versuchsbeginn errechnet.

2.4.3 Eintägige Behandlungen mit Leptin bzw. Lachs-Calcitonin

2.4.3.1 Verabreichung subkutaner Injektionen

Bei den eintägigen Leptinbehandlungen wurden subkutane Injektionen angewandt. In

Versuchsserie A wurde den Mäusen dabei His6-tagged-Leptin injiziert. In Versuchsgruppe C

wurde dagegen ein kommerziell erhältliches Leptin mit einem Molekulargewicht von 16 kDa

verwendet (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, BRD). In einer früheren Studie konnte gezeigt

werden, dass sich zwischen rekombinantem murinen Leptin der Molmasse 16 kDa und dem

His6-tagged-Leptin keine signifikanten Unterschiede in der Wirkung zeigen (Schmidt et al.,

1997). Basierend auf der Körpermasse und der Futteraufnahme des Vortages wurden die

Mäuse einer Versuchsgruppe so in Kontroll- und Behandlungsgruppe eingeteilt, dass die ent-

sprechenden Gruppenmittelwerte annähernd gleich waren. Am Behandlungstag ca. 2 h nach

Beginn sowie ca. 30 min vor Ende der Lichtphase wurden den behandelten Tieren jeweils 50

(Versuchsserie A) bzw. 100 pmol·g-1·d-1 Leptin (Versuchsserie C) subkutan injiziert, die
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Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen an PBS. Die Berechnung der verwendeten

Leptindosis basierte auf der mittleren Körpermasse der Behandlungsgruppe.

Lachs-Calcitonin (sCT, Calcitonin-ratiopharm®50, Mw=3432 Da, 1 I.U. = 0,167 µg) wurde in

Dosen zwischen 0,05 und 18,5 pmol·g-1·d-1 injiziert (Versuchsserie C). Während der Anfangs-

phase wurden sowohl subkutane wie intraperitoneale Injektionen angewandt und die Tages-

dosis auf zwei Injektionen verteilt, wobei die beiden Injektionen − in Anlehnung an die Studie

von Freed (1979) − 5 bzw. 1 h vor dem Ende der Lichtphase verabreicht wurden. Im Rahmen

der Untersuchung des akuten sCT-Effekts auf den Plasmainsulinspiegel und die NPY-

Konzentration im ARC erfolgte innerhalb einer Versuchsgruppe die zweite sCT-Injektion im

5-Minuten-Abstand und die Mäuse wurden in der gleichen Reihenfolge genau 1 h später

getötet. Da sich herausstellte, dass auch bei einmaliger Injektion der Tagesdosis ein vergleich-

barer Effekt auf die Futteraufnahme erzielt werden kann und auch der Applikationsweg

keinen nachweisbaren Einfluss auf die Wirkungsstärke der sCT-Behandlung ausübte, wurde

in späteren Versuchen die komplette Tagesdosis 1 h vor dem Ende der Lichtphase subkutan

injiziert. Im Falle einer Kombinationsbehandlung mit Leptin und sCT wurden Applikations-

weg und -zeit der Einzelbehandlungen beibehalten.

2.4.3.2 Beurteilung des Behandlungs-Effekts anhand der Futteraufnahme

Vorhergehende Studien (Döring, 2000) zeigten, dass sich die Wirkung einer eintägigen

Leptinbehandlung bei den beiden verwendeten Dosierungen nur auf die Futteraufnahme in

den auf den Behandlungstag folgenden 24 h beschränkte. Dieser Zeitraum wird im folgenden

als "Effekttag" bezeichnet. Auch für sCT ließ sich diese Beobachtung bestätigen. So wurde

zur Beurteilung des Behandlungs-Effekts jeweils ein Zeitraum von 6 Tagen herangezogen,

der aus den zwei Tagen vor dem eigentlichen Behandlungstag (=Vorlauf), dem

Behandlungstag, dem daran anschließenden Effekttag und den zwei auf den Effekttag

folgenden Tagen (=Nachlauf) bestand. An jedem der 6 Tage des Auswertungszeitraumes

wurde zunächst die individuelle Differenz zwischen der Futteraufnahme der behandelten

Tiere und dem Mittelwert der Kontrolltiere gebildet. Die auf diese Weise für die 4 Kontroll-

tage (Vorlauf plus Nachlauf) errechneten Differenzen wurden für jedes Tier gemittelt. Durch

die Korrektur der am Effekttag zu beobachtenden Differenz mit diesem Wert ergab sich für

jedes behandelte Tier die tatsächliche Reduktion der Futteraufnahme infolge der eintägigen

Behandlung. Die Werte am Behandlungstag selbst wurden nicht bei der Auswertung

berücksichtigt. Dies beruhte auf der Tatsache, dass die Injektionen erst nach dem Ende der

Aktivitätsphase und somit der hauptsächlichen Futteraufnahmephase dieses Tages verabreicht
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wurden, so dass zwangsläufig zu der üblichen Wiegezeit am Ende der Lichtphase noch kein

aussagekräftiger Leptineffekt auf die Futteraufnahme feststellbar war (Döring, 2000).

Im Falle der Versuchsgruppe A1, bei der alle Tiere der Versuchsgruppe Leptininjektionen

erhielten, wurde für jedes Tier stattdessen die Differenz zwischen der Futteraufnahme am

Effekttag und seinem eigenen Mittelwert während des Vor- und Nachlaufs gebildet werden.

Um bei Vergleichen zwischen verschiedenen Tiermodellen (Versuchsserie C) unterschiedlich

hohe Ausgangswerte in der Energieaufnahme zu berücksichtigen, wurde in diesen Fällen die

Reduktion der Futteraufnahme in Prozent der Futteraufnahme im Vorlauf ausgedrückt.

2.4.4 Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs

2.4.4.1 Versuchsaufbau

Der Sauerstoffgehalt der aus den Tierbehältern und der Umgebung abgesaugten Luft wurde

mit Hilfe eines elektrochemisch arbeitenden Zwei-Kanal-Sauerstoff-Analysators (S-3A111,

Ametek, Pittsburgh, USA) im offenen Flusssystem gemessen. Während einer der Analysator-

kanäle ständig den Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft maß, wurde mit dem zweiten

Analysatorkanal abwechselnd für jeweils 5 min der Sauerstoffgehalt von 7 Tierboxen und der

Umgebungsluft im zyklischen Durchlauf gemessen. Die Luft in jedem dieser 8 Messkanäle

wurde dabei durch Membranpumpen über mit Calziumsulfat gefüllte Trockenröhren und

durch leere 500 ml-Flaschen abgesaugt. Wegen des großen Volumens der Flaschen traten die

unmittelbar am Absaugrohr herrschenden starken Schwankungen im Sauerstoffgehalt der

Tierluft am Messgerät nicht mehr auf. Nach Durchströmen von Aktivkohlefiltern, die zur

Absorption organischer Moleküle dienten, wurden Staubpartikel mit Hilfe von Membran-

filtern abgefangen. Durch Magnetventile, die mit einem Zeitgeber verbunden waren, wurde

die angesaugte Luft entweder zu einem Massenflussmesser (FM 360, Tylan General, Eching,

BRD) und von dort zum Sauerstoffanalysator geleitet, oder durch Bypasspumpen in den

Raum entlassen. Damit die Luft zu den Zeiten, in denen ein Tier nicht in Messposition war,

mit derselben Flussrate abgesaugt wurde wie in Messposition und ein gleichmäßiger Luft-

austausch in den Tierboxen gewährleistet war, waren zwischen den beiden Ventilen Wasser-

manometer zur optischen Druckdifferenz-Kontrolle eingebaut. Über Nadelventile wurde der

Luftfluss in Bypass- und Messposition mehrmals täglich abgeglichen. Die Flussrate, mit der

die Luft abgesaugt wurde, hing von dem Alter der Tiere und der Umgebungstemperatur ab

und betrug zwischen 140 und 270 ml/min. Grundsätzlich wurde der Wert so gewählt, dass die

Sauerstoffextraktion aus der Tierboxenluft kontinuierlich bei ca. 0,5% lag. Der Sauerstoff-
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gehalt beider Analysatorkanäle, ebenso eine Kennung zur Identifizierung desjenigen Kanals,

der sich gerade in Messposition befand, sowie der Luftfluss durch diesen Kanal wurden

simultan durch einen Mehrkanal-Punktdrucker und einen Computer aufgezeichnet.

Abb.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus für die im 5-Minuten-Takt
alternierende Bestimmung der Stoffwechselrate von 7 Mäusen und einem Referenzkanal
mittels indirekter Kalorimetrie. Am Beispiel eines Tieres ist die Messung des Sauerstoff-
gehaltes der Tier-Atemluft in Messposition gezeigt (A). Der zweite dargestellte Kanal zeigt
die Referenzmessung der Umgebungsluft, die sich gerade − wie die anderen 6 Tierkanäle − in
Bypass-Position befindet (B). Der ständig mit Umgebungsluft gespeiste zweite Analysator-
kanal ist nicht dargestellt (nach Döring, 2000).

Die Kalibrierung des Sauerstoffanalysators im gewünschten Messbereich erfolgte durch Gas-

gemische mit definierten Sauerstoffkonzentrationen zwischen 20 und 21%. Die Messun-

genauigkeit lag in diesem Bereich unter 0,01%. Zur Kalibrierung des Massenflussmessers
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wurde nach Einstellung eines konstanten Luftflusses die Zeit gestoppt, in der ein Seifenfilm

eine markierte Strecke in einem Plexiglasrohr zurücklegte. Die im Raum herrschende Tempe-

ratur und die Luftfeuchte sowie der Luftdruck wurden gleichzeitig bestimmt, um das Luft-

volumen des markierten Bereichs der Plexiglassäule auf Standardbedingungen (STPD = 273

K, 760 mm Hg, 0% rel. Luftfeuchte) umrechnen zu können. Der errechnete Luftfluss wurde

gegen die am Massenflussmesser eingestellte Spannung aufgetragen und so bei unterschied-

lichen Flussraten eine Kennlinie ermittelt, die die Grundlage für die PC-gestützte Auswertung

bildete.

2.4.4.2 Bestimmung der Stoffwechselrate und verwandter Parameter

Die in 12 s-Intervallen aufgezeichneten Daten wurden mit Hilfe von speziell entwickelten

Fortran-Programmen4 zunächst für jedes 5 min-Messintervall gemittelt. Dabei wurden von

den jeweils 5-minütigen Messperioden nur die letzten 2,5 min ausgewertet, um Fehler durch

noch im Messsystem befindliche Restluft des zuvor gemessenen Kanals auszuschließen. Die

Ermittlung der Stoffwechselrate basierte gemäß der oben beschriebenen Sauerstoffmess-

methode auf ca. 35 solcher Mittelwerte pro Tier und Tag. Zur Berechnung des Sauerstoff-

verbrauches der Tiere wurde zunächst der Unterschied im prozentualen Sauerstoffgehalt

zwischen Tierluft und Referenzluft ermittelt. Aus dieser Differenz und der auf Standard-

bedingungen (STPD) normierten Luftflussrate wurde nach der Gleichung für das offene

System von Withers (1977) der Sauerstoffverbrauch pro Minute berechnet. Üblicherweise

wurde dabei ein Mittelwert über 24 Stunden − parallel zu dem Zeitintervall der Futterbe-

stimmung − gebildet. In Versuchsserie A wurden zusätzlich 2-Stunden-Mittelwerte errechnet,

um auf deren Basis den tagesrhythmischen Verlauf des Sauerstoffverbrauchs darstellen zu

können. Bei der getrennten Auswertung der Tagesmaxima und -minima des Sauerstoff-

verbrauchs im Rahmen der Bestimmung der Thermoneutralzone (2.4.4.3) in Versuchsserie B

wurde nur der jeweils höchste bzw. niedrigste 3-Stunden-Mittelwert eines Versuchstages

ausgewertet.

Für alle Tiere wurde aufgrund der Zusammensetzung der pelletierten Standard-Diät ein

respiratorischer Quotient (RQ) von 0,85 angenommen. Für die Bestimmung der Stoffwechsel-

rate anhand des Sauerstoffverbrauchs der Tiere wurde entsprechend ein Umrechnungsfaktor

von 0,34 W pro ml O2·min-1 zugrunde gelegt, was einem kalorischen Äquivalent von 20,4 J

pro ml O2 entspricht. Basierend auf der so errechneten Stoffwechselrate konnte der Gesamt-

                                                
4 Diplomarbeit M. Schubert, Fachhochschule Gießen-Friedberg, 1991
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Energieverbrauch [kJ] während der Versuchsdauer ermittelt werden. Durch die Berechnung

des Körperenergiegehaltes an Versuchsanfang und Versuchsende konnte die deponierte

Energie und − nach deren Substraktion vom Gesamtenergieverbrauch − die metabolisierte

Energie in diesem Zeitraum errechnet werden.

Der im Folgenden verwandte Begriff "Sauerstoffverbrauch" bezeichnet grundsätzlich den

Sauerstoffverbrauch pro Tier. Eine Division durch die individuelle Körpermasse der Tiere

während des Messzeitraumes ergab zusätzlich den massenspezifischen O2-Verbrauch, der in

den entsprechenden Abbildungen als solcher kenntlich gemacht ist. Eine Variation dieses

Parameters stellte der O2-Verbrauch pro Körpermasse2/3 dar (Bartels, 1980), bei dessen

Berechnung berücksichtigt wird, dass die Stoffwechselrate weniger eine Funktion der Körper-

masse als eine Funktion des Volumen-Oberflächen-Verhältnisses eines Tieres ist, wobei vor

allem bei kleineren Tieren die vergleichsweise große Körperoberfläche in Kombination mit

dem unabhängig von der Körpergröße relativ konstanten Wärmedurchgang pro Flächeneinheit

als maßgebender Faktor diskutiert wird. Auf experimenteller Basis erstellte Formeln zur

Beschreibung dieses Zusammenhangs erreichten nie Allgemeingültigkeit und beschrieben für

die Körpermasse Exponenten zwischen 0,42 und 0,82 (Kleiber, 1947; Bartels, 1980; Wieser,

1984). Für den Vergleich zwischen den GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen der Versuchsserie B −

unter den Wärmeabgabe-Bedingungen bei üblicher Haltungstemperatur einerseits und

Thermoneutralität andererseits − wurde daher als Exponent ein vergleichsweise mittlerer Wert

gewählt und der O2-Verbrauch (sowie auch die Futteraufnahme) pro Körpermasse2/3

errechnet.

2.4.4.3 Bestimmung der Thermoneutralzone

Die Thermoneutralzone ist prinzipiell als der Bereich der Umgebungstemperatur definiert, in

dem eine nur geringfügige thermische Anpassung erforderlich ist, die ausschließlich mittels

vasomotorischer und pilomotorischer Änderungen der Wärmeabgabe erfolgt. Die Thermo-

neutralzone wird von der unteren (UKT) und der oberen kritischen Temperatur (OKT)

begrenzt (Eckert, 1993). Die UKT stellt einen Grenzbereich dar, in dem ein endothermes

Lebewesen gerade noch in der Lage ist, seine Körpertemperatur ohne Erhöhung seiner

metabolischen Wärmeproduktion in Form von Zittern bzw. zitterfreier Thermogenese auf-

recht zu erhalten. Darunter steigt die metabolische Rate linear zur abfallenden Temperatur an

(Mount, 1973, Eckert, 1993, Hensel et al., 1973). Bei Erreichen der OKT setzen dagegen

verstärkt Mechanismen zur Vermeidung einer Hyperthermie ein und es kommt zu einem

Anstieg der evaporativen Wärmeabgabe durch Schwitzen, Hecheln oder Befeuchten des
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Haarkleides mit Speichel. Folglich wird sowohl bei Über- als auch bei Unterschreiten der

Thermoneutralzone ein Anstieg in der Stoffwechselrate verzeichnet (Withers 1992), während

diese innerhalb des thermoneutralen Bereichs einen Minimalwert erreicht (McBride

et al., 1983, Christopherson & Young, 1986). Da die Thermoneutraltemperatur u.a. von der

Größe bzw. Oberfläche des Tieres abhängt, wurde die Bestimmung der Thermoneutralzone

bei den Tieren der Versuchsserie B aufgrund des zu erwartenden Unterschieds nach

Genotypen getrennt durchgeführt. Entgegen der beim Menschen gebräuchlichen Vorgehens-

weise, bei der die Messung des Sauerstoffverbrauchs bei physischer Ruhe und psychischer

Entspannung (Hensel et al., 1973) sowie nach einer mehrstündigen Fastenzeit außerhalb der

tagesperiodischen Schlafphase (Encyclopædia Britannica, 1994) stattfindet, wurde in der vor-

liegenden Arbeit die Messung des Sauerstoffverbrauchs unter den üblichen Haltungsbedin-

gungen mit unbeschränktem Futterzugang durchgeführt und im kompletten Tagesverlauf aus-

gewertet. Dabei wurde für beide Genotypen die Umgebungstemperatur schrittweise verändert,

wobei anstelle des täglichen Gesamtsauerstoffverbrauchs die Veränderung von Tagesmini-

mum und Tagesmaximum des O2-Verbrauchs bei der Beurteilung ausgewertet wurden. Zur

Absicherung des oberen Grenzbereiches wurden außerdem Körpermasse und Futteraufnahme

beobachtet. Die Veränderung der Umgebungstemperatur betrug in einem Schritt maximal

1,5°C, wobei die jeweilige Temperaturstufe in der Regel für mindestens 1,5 Tage beibehalten

wurde, so dass mindestens ein voller Tag für die Auswertung zur Verfügung stand.

2.4.5 Plasmagewinnung durch Blutentnahme am lebenden Tier

In den Versuchsreihen A und B war es zum Teil nötig, bereits während des laufenden

Versuches eine Aussage über die Konzentration relevanter Hormone im Plasma der Mäuse

machen zu können. Zu diesem Zweck wurden die Tiere im zweiten (Versuchsserie A) bzw.

letzten Drittel (Versuchsserie B) der Lichtphase durch Inhalation eines CO2:O2-Gemisch im

Verhältnis 3:1 für wenige Sekunden betäubt. Während dieser kurzen Narkose wurden mit

einer 10 µl-Kapillarpipette (minicap, EMH, BRD) über den medio-rostralen Augenwinkel aus

den Blutgefäßen des orbitalen Sinus maximal 10 mittelgroße Tropfen Blut (ca. 200 µl, das

entspricht schätzungsweise < 10% des Blutvolumens) entnommen, die in einem Eppendorf-

Cup mit 5 µl Heparin (Liquemin 5000®) aufgefangen, durch vorsichtiges Schwenken des

Gefäßes durchmischt und sofort auf Eis gekühlt wurden. Die Proben wurden anschließend bei

5500 U/min und einer Temperatur von 4°C für 12 min zentrifugiert. Nachdem die Fraktion

der festen Blutbestandteile vom Plasma getrennt worden war, war es möglich, durch Wiegen

der festen und flüssigen Phase das Plasmavolumen und damit das Plasma:Heparin-Verhältnis
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zu bestimmen. Der resultierende Verdünnungsfaktor diente zur Korrektur der Messwerte bei

der späteren Bestimmung der Plasmahormonspiegel (siehe 2.5.2). Bis zur Messung wurde das

Plasma in Aliquots von 10 bzw. 30 µl bei -80°C gelagert.

2.5 UNTERSUCHUNGEN NACH ENDE DER VERSUCHSSERIEN A-C

2.5.1 Tötung der Versuchstiere

2.5.1.1 Plasmagewinnung nach Versuchsende

Zum jeweiligen Tötungszeitpunkt wurden die Mäuse in der Regel für ca. 30 Sekunden mit

CO2 narkotisiert und anschließend dekapitiert. Das nach der Dekapitierung aus dem Torso

austretende Blut wurde in Heparin aufgefangen und sofort eisgekühlt (Blut-Heparin-

Volumen-Verhältnis etwa 10:1). Die Tiere der Versuchsgruppe A2 und A3, denen für andere

Untersuchungen Gewebeproben entnommen wurden, wurden statt mit CO2 mit Äther betäubt.

Die Blutentnahme erfolgte in diesem Fall unmittelbar vor der Dekapitierung retroorbital

(siehe 2.4.5) am betäubten Tier. Die Weiterverarbeitung des Blutes ist bereits in 2.4.5

beschrieben.

2.5.1.2 Präparation der Gehirne

In Versuchsserie C wurde nach der Dekapitierung der Tiere sofort – parallel zur Blut-

entnahme – mit der Präparation des Gehirns begonnen. Nach der Entfernung der Kopfhaut

wurde mit einer spitzen Schere die Schädeldecke kreisförmig eröffnet. Dabei musste

besonders darauf geachtet werden, dass das Gehirn selbst nicht durch die Scherenbewegungen

oder zu tiefe Schnitte verletzt wurde. Nach dem vollständigen Ablösen der Schädeldecke von

den Meninges konnte das Gehirn mit Hilfe eines feinen Spatels vorsichtig aus der Schädel-

kapsel gelöst werden, wobei es nach dem Durchtrennen der Nervi optici und trigemini und

dem Durchschneiden des Hirnstamms vorsichtig mit der Großhirnrinde nach unten auf eine

Glasplatte gelegt wurde. Nach dem Ausrichten der Symmetrie wurde das Gehirn mit Hilfe

einer Pinzette in pulverisiertes Trockeneis eingebettet, wo es nach vollständigem Bedecken

nach maximal 10 min vollständig durchgefroren war. Durch eine zweifache Schicht aus Para-

film und Alufolie vor dem Austrocknen geschützt, wurde es anschließend bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.
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2.5.1.3 Bestimmung der Körperzusammensetzung

Zur Bestimmung der Körperzusammensetzung wurde zunächst der Magen-Darm-Trakt

entnommen. Hierzu wurde nach dem Öffnen der Bauchhöhle die Milz stumpf von der großen

Kurvatur des Magens freipräpariert. Durch die anschließende Durchtrennung des Ösophagus

und des Ligamentum hepatogastricum konnten der Magen und der craniale Teil des Dünn-

darms entfernt werden. Die Harnblase wurde eröffnet und deren Inhalt nach außen entleert.

Anschließend wurde der restliche Darm vom Gekröse getrennt und aus dem Tierkörper

entnommen. Dabei wurde sorgfältig darauf geachtet, dass alles Fettgewebe im Tierkörper

verblieb.

Nach der Entfernung des Magen-Darm-Traktes wurden die Tierkörper gewogen und so die

Feuchtmasse bestimmt, wobei das zuvor entnommene Blut mit berücksichtigt wurde. Die

Feuchtmasse ist, da Variationen im Füllungszustand von Magen und Darm wegfallen, eine

besonders genaue Bezugsgröße für die Berechnung der prozentualen Körperzusammen-

setzung. Deren Bestimmung erfolgte nach einem mehrfach beschriebenen Verfahren

(Markewicz et al., 1993; Olbort, 1998). Die Tierkörper wurden in einem Trockenschrank bei

75°C in Aluminiumschalen bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wodurch Körperwasser und

Trockenmasse der Tiere bestimmt werden konnten. Anschließend wurden die mumifizierten

Tierkörper sorgfältig in stabiles, fettfreies Filterpapier verpackt, welches durch Heftklammern

verschlossen wurde. Durch stumpfen Druck wurden die Tierkörper in der Papierhülle

zerkleinert und anschließend in einer Soxhlet-Apparatur einer ca. 24-stündigen Chloroform-

Extraktion unterzogen. Die vollständig entfetteten Körperfragmente wurden von dem Filter-

papier befreit, wobei sorgfältig jeder Substanzverlust vermieden wurde, und erneut in

Aluminiumschalen im Trockenschrank getrocknet. Das Endgewicht stellte die fettfreie

Trockenmasse (FFDM = fat-free dry-mass) dar. Zusätzlich wurden für Körperfettmasse,

Körperwasser und FFDM deren prozentualer Anteil an der Feuchtmasse errechnet. Zur

Berechnung des Energiegehaltes wurde für die Fettmasse ein kalorisches Äquivalent von

38 kJ pro Gramm angenommen, die Umrechnung der FFDM basierte auf einem Wert von 20

kJ pro Gramm (Grodzinski et al., 1975).

2.5.1.4 Bestimmung der Leberzusammensetzung

Bei einigen Tieren der Versuchsserie A wurde die Zusammensetzung der Leber untersucht.

Dazu wurde das Frischgewicht der Leber nach Entnahme aus dem Tierkörper bestimmt und

die Leber anschließend − nach Entnahme einer Gewebeprobe für andere Untersuchungen − in
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einer bereits vorgewogenen Aluminiumschale bei 75°C getrocknet. Die Bestimmung des

Fettgehaltes und der FFDM erfolgte wie unter 2.5.1.3 beschrieben.

2.5.2 Immunologische Bestimmung der Hormonkonzentrationen im Plasma

2.5.2.1 Allgemeines zur Durchführung eines Radioimmunoassays (RIA)

Radioimmunoassays ermöglichen die quantitative Bestimmung von Hormonen in bio-

logischen Flüssigkeiten wie etwa dem Blutplasma. Das Hormon aus einer extrahierten

Plasmaprobe, welches das zu bestimmende Antigen bei dieser immunologischen Reaktion

darstellt, tritt dabei in eine komplexe Wechselwirkung mit gegen das Antigen gerichteten,

spezifischen Antikörpermolekülen (γ-Immunglobuline, IgG). Durch die gleichzeitige oder

zeitversetzte Zugabe einer bekannten Konzentration an radioaktiv markiertem Hormon

("Tracer") kommt es zu einer kompetitiven Austauschreaktion, wobei radioaktiv markiertes

und unmarkiertes Hormon um die Bindungsstellen an den Antikörpermolekülen konkurrieren;

steigende Mengen an unmarkiertem Antigen führen so zu verminderter Radioliganden-

bindung. Die Erstellung einer Standardkurve ist die Voraussetzung zur Quantifizierung der

jeweiligen Hormonkonzentrationen in den zu untersuchenden Plasmaextrakten. Dabei wird

eine definierte Menge an Antikörpermolekülen mit einer definierten Menge an "Tracer"

zusammengebracht, so dass maximal 50% der radioaktiven Hormonmoleküle an die Anti-

körper binden (B0-Wert). Steigende Konzentrationen an unmarkiertem Hormon unter

identischen Inkubationsbedingungen führen zu einer dosisabhängigen Freisetzung des Radio-

liganden von den spezifischen Antikörperbindungsstellen. Anhand der Eichkurve kann dann

die unbekannte Hormonkonzentration in einer extrahierten Plasmaprobe bestimmt werden.

2.5.2.2 Bestimmung der Plasmaleptin-Konzentration

Zur quantitativen Ermittlung des Leptingehalts in den zu untersuchenden Plasmaproben

wurde ein kommerzieller Kit (Maus-Leptin RIA-Kit, Linco Research Inc., St. Charles, USA)

verwendet. Für jeden einzelnen Assay wurde eine Eichkurve errechnet, die auf Doppel-

bestimmungen 7 verschiedener Leptinstandards im Bereich von 0,5 bis 20 ng/ml (Bestandteil

des Kits) basierte. Zur Bewertung der gemessenen Radioaktivität waren außerdem drei

Kontrollansätze notwendig: Der erste (TO) enthielt nur das radioaktiv markierte Antigen,

folglich 100% der eingesetzten Radioaktivität. Der zweite (NSB) enthielt zusätzlich Puffer.

Dieser Ansatz zeigte an, wieviel Prozent der eingesetzten Radioaktivität durch unspezifische

Bindungen an den Puffer und an die Gefäßwandung verloren gehen. Der NSB/TO-Wert lag in

allen durchgeführten RIAs, wie erforderlich, unter 5%. Der dritte Ansatz (Leerprobe = B0)
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enthielt zusätzlich den spezifischen Antikörper, aber kein unmarkiertes Antigen. Er zeigt die

maximale Bindung des Tracers an den Antikörper und lag − wie empfohlen − in der Regel

zwischen 40 und 45%.

Die Plasmaproben sowie die Bestandteile des RIA-Kits wurden zunächst bei Raumtemperatur

aufgetaut. Je nach zu erwartendem Leptingehalt wurden zwischen 10 und 100 µl der

einzelnen Plasmaproben für den RIA eingesetzt (Einfachbestimmung). Dies ist notwendig,

damit die Leptinwerte möglichst im mittleren linearen Bereich der Eichkurve liegen; durch

den sigmoiden Verlauf der Eichkurve können ansonsten z.B. kleine Pipettierfehler bei der

Probenbearbeitung den Endwert in den Randbereichen der Kurve überproportional stark

verzerren, vor allem wenn der lineare Bereich nach oben hin überschritten wird. Die einzelnen

Proben wurden zunächst mit Assay-Puffer auf 200 µl aufgefüllt. Nach der Zugabe von 100 µl

Antikörper-Lösung wies jede Probe somit ein Volumen von 300 µl auf und wurde nach

Durchmischung über Nacht (20-24 h) bei 4 °C inkubiert. Während dieser ersten Inkubations-

phase enthielt der NSB-Kontrollansatz 300 µl Assay-Puffer, die Leerprobe (B0) 200 µl des

Puffers sowie 100 µl der Antikörper-Lösung.

Nach dieser Primärinkubation wurde zu jedem Röhrchen (auch zu dem bisher noch leeren

TO-Kontrollansatz) 100µl an [125I]Maus-Leptin, gelöst in Puffer, pipettiert, und die Inkuba-

tion für weitere 24h bei 4°C fortgesetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die an die Anti-

körper gebundene Radioaktivität (IgG – [125I]Leptin) von der ungebundenen getrennt, wobei

die Antigen-Antikörper-Komplexe, durch Zugabe von 1 ml "Precipitating Reagent" (auf 4°C

gekühlt) in die Röhrchen (außer TO), ausgefällt wurden. Nach kurzem Durchmischen,

20-minütiger Inkubation bei 4°C und Zentrifugation für 20 min bei 3000 x g (außer den

beiden TO-Kontrollansätzen) wurde der Überstand unter Verwendung einer Wasserstrahl-

pumpe abgesaugt (wiederum außer TO) und die gebundene Radioaktivität im präzipitierten

Protein-Pellet, welches die gefällten IgG-Moleküle enthielt, im Gamma-Counter quantitativ

erfasst.

In jedem RIA wurde eine Dreifachbestimmung des Leptingehaltes eines Plasmapools

durchgeführt, die Aufschluss über die Variabilität innerhalb eines RIAs (in allen Fällen unter

5%) sowie zwischen den verschiedenen RIAs geben sollte. Diese zusätzlichen Proben sowie

die 7 verschiedenen Leptinstandards für die Erstellung der Eichkurve wurden auf die gleiche

Weise behandelt wie die zu untersuchenden Plasmaproben.
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Die anhand der Eichkurve errechneten Rohwerte wurden vor der statistischen Auswertung

durch die Anwendung von Korrekturfaktoren berichtigt: durch die Berücksichtigung der

Verdünnung des Plasmas durch das Auffangen des Blutes in Heparin bzw. durch die even-

tuelle Verdünnung mit Assaypuffer wurde zunächst − unter Zuhilfenahme einer selbsterstell-

ten Eichkurve − die Hormonkonzentration für 1 ml reines Plasma errechnet. Die Messung des

Plasmapools wurde zudem dazu genutzt, Messungen in verschiedenen RIAs durch die Be-

rücksichtigung von Unterschieden zwischen den einzelnen Assays miteinander abzugleichen.

Im Gegensatz zu den Erwartungen (Zhang et al., 1994; Friedman & Halaas, 1998) kann bei

der RIA-Messung auch im Plasma von unbehandelten ob/ob-Mäusen Leptin nachgewiesen

werden (Harris et al., 1998). Aufgrund der Mutation innnerhalb des Leptin-Gens muss dieser

Wert aber als physiologisch wirkungslos angesehen werden. Bei den mit Leptin behandelten

ob/ob-Mäusen wurde daher dieser "Nullwert" in Höhe von 0,8-1,1 ng/ml von der jeweiligen

im RIA gemessenen Leptinkonzentration abgezogen.

2.5.2.3 Bestimmung der Plasmainsulin-Konzentration

Die Plasmainsulin-Konzentation wurde mit Hilfe eines kommerziellen RIA-Kits (Serono

Diagnostics, Freiburg, BRD) bestimmt. Bei der Verwendung dieses ursprünglich für den

Nachweis von humanem Insulin konzipierten Kits, wurde statt des mitgelieferten humanen

Standards ein Ratteninsulinstandard zur Erstellung der Eichkurve verwendet (Novo Industries

Laboratories, Bagsvaerde, DK). Das eigentliche Verfahren unterschied sich nur minimal von

der unter 2.5.2.2 beschriebenen Durchführung: so wurden die Proben hier nur einmal für 2

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, da Antikörper und Tracer zum gleichen Zeitpunkt

zugesetzt wurden. Das gebundene Antigen wurde anschließend unter der Verwendung von

Polyethylenglykol (PEG) als Antikörper-Antigen-PEG-Komplex ausgefällt.

Für die Bewertung der Qualität des RIAs wurden auch hier die in 2.5.2.2 beschriebenen

Kontrollansätze mitgemessen, wobei die maximale Bindungsfähigkeit des Tracers an den

Antikörper in der Regel zwischen 40 und 45% lag. Die Variabilität innerhalb des RIAs wurde

durch eine Dreifachbestimmung des Insulingehaltes eines Plasmapools bestimmt. Die Intra-

Assay-Variabilität lag in allen Fällen unter 5%. Die Verdünnung des Plasmas infolge des

Heparinzusatzes und der Pufferverdünnung − es wurden Volumina zwischen 5 und 30 µl

eingesetzt − wurde auch hier berücksichtigt und die Werte entsprechend korrigiert. Wurden

Messungen in verschiedenen RIAs durchgeführt, so wurden ebenfalls Unterschiede zwischen

den Assays berücksichtigt.
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Bei der Beurteilung der Insulinwerte sollte berücksichtigt werden, dass die Verwendung eines

Rattenstandards infolge einer möglicherweise unterschiedlichen Bindungsaffinität des

humanen Antikörpers an Ratten- bzw. Maus-Insulin eventuell zu Verzerrungen der Absolut-

werte geführt haben könnte. Dabei ist aber davon auszugehen, dass das relative Verhältnis der

Insulinkonzentrationen nicht verfälscht ist, so dass die vergleichenden Untersuchungen

zwischen verschiedenen Mäusegruppen ohne weiteres durchgeführt werden können. Der

Vergleich zwischen Mäusen und Ratten hinsichtlich der gemessenen Plasmainsulinspiegel

erfolgte entsprechend nur anhand der relativen Abweichungen der untersuchten Tier-Modelle

von der Plasmainsulin-Konzentration der Wildtyp-Tiere.

2.5.2.4 Bestimmung der Plasmathyroxin-Konzentration

Für die Bestimmung der Plasmathyroxin (T4)-Konzentration bei Mäusen der Versuchsserie C

wurde ein kommerzieller RIA-Kit (Diagnostic Systems Laboratories, Sinsheim, BRD) für den

Nachweis von humanem Thyroxin verwendet. Da bei dieser Untersuchung nur die relativen

Thyroxinkonzentrationen von Mäuseplasma interessierten, war eine Verfälschung der

Absolutwerte durch die Verwendung eines humanen Antikörpers und Thyroxinstandards

nicht von Bedeutung. Im Unterschied zur Leptin- und Insulinmessung wurden die zu bestim-

menden Plasmaproben in mit Anti-T4-Antikörper beschichtete Röhrchen pipettiert. Nach dem

sofortigen Zugeben des radioaktiv markierten [125I]T4 erfolgte eine 60-minütige Inkubation.

Nach dem Absaugen des Überstandes wurden die Röhrchen vor der Messung im

Gammacounter 3x mit Waschpuffer ausgeschwenkt. Für alle Proben erfolgte eine Einfach-

bestimmung innerhalb desselben RIA-Assays. Bei Einbeziehung von in Heidelberg erhobenen

Thyroxin-Daten (Kellendonk et al., 2002) wurde die entsprechende Variabilität zwischen den

Assays durch die Berücksichtigung des Faktors "RIA-Assay" bei der statistischen

Auswertung korrigiert (siehe 2.6.3.3). Eine Verdünnung durch Assay-Puffer fand nicht statt,

da bei allen Proben vorschriftsmäßig 25 µl eingesetzt wurden. Die Verdünnung des Plasmas

infolge des Heparinzusatzes wurde aber berücksichtigt und die Werte entsprechend korrigiert.

2.5.3 In situ-Hybridisierung

Die radioaktive in situ-Hybridisierung stellt eine etablierte Methode zur Lokalisation und

Semi-Quantifizierung von DNA- und RNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und sogar intra-

zellulären Strukturen dar. Dabei bindet eine einsträngige Sonde radioaktiv markierter

Nukleinsäuren spezifisch an die komplementäre einsträngige mRNA-Zielsequenz, wodurch

sich ein stabiles, doppelsträngiges Hybrid-Molekül bildet, das durch die radioaktive
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Markierung detektiert werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen einer

Pilotstudie auf Basis einer RNA:RNA-in situ-Hybridisierung die relative NPY-mRNA-

Konzentration im Nucleus arcuatus von Mäusen der Versuchsserie C bestimmt und hinsicht-

lich der Auswirkung einer der Tötung vorausgehenden Lachs-Calcitonin-Behandlung mit-

einander verglichen. Das hier durchgeführte Verfahren ist in seinen Grundzügen von

Simmons et al. (1989) beschrieben worden und wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. Julian

G. Mercer am Rowett Research Institute (Aberdeen, Schottland, UK) für den Nachweis von

NPY-mRNA in Nagergehirnen modifiziert (Mercer et al., 1995). Die genaue Herstellung bzw.

die Bezugsfirmen für die im Folgenden aufgeführten Lösungen und Chemikalien sind im

Anhang aufgelistet.

2.5.3.1 Schneiden der Gehirne

Von den nach der Tötung entnommenen und bei -80°°C gelagerten Mäusegehirnen wurden

mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (HM 500 O, Microm International GmbH, Walldorf, BRD)

Frontalschnitte von 20 µm Dicke von rostral nach caudal angefertigt und − verteilt auf 8

Serien − auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objektträgern bis zur weiteren Verarbeitung bei

-80°C eingefroren. Mit dem Auftreten des ARC, entsprechend Bregma -1,22 mm, wurde mit

der Aufnahme der Schnitte begonnen (Figure 41, Franklin & Paxinos, 1997). Die Aufnahme

wurde kurz bevor sich der ventrale Teil des 3. Ventrikels verschloss, entsprechend Bregma

-2,54 mm (Figure 52), beendet.

2.5.3.2 Herstellung der Hybridisierungslösung

Das DNA-Template für die Herstellung der radioaktiven NPY-Sonde wurde freundlicher-

weise von der Arbeitsgruppe von Dr. J.G. Mercer am Rowett Research Institute (Aberdeen,

UK) mit Genehmigung des Erst-Herstellers zur Verfügung gestellt, nachdem das

entsprechende Plasmid dort in E.coli-Zellen transformiert, durch deren Anzüchtung verviel-

fältigt, isoliert und linearisiert worden war. Das Plasmid pBLNPY-1 wurde ursprünglich von

der Arbeitsgruppe um S.L. Sabol hergestellt (Higuchi et al., 1988). Dieser Bluescribe M13(-)-

Vektor enthält innerhalb der EcoRI-Region eine 511 bp große Insertion, die den größten Teil

der cDNA des prepro-Neuropeptid Y von Ratten beinhaltet.

Mittels in vitro-Transkription wurde unter Verwendung des DNA-Templates eine 35S-

markierte RNA-Sonde hergestellt. Die notwendige Überprüfung der Spezifität der Sonde

unter Verwendung einer sense-Sonde war bereits zuvor von der schottischen Arbeitsgruppe

gezeigt worden (Mercer et al., 1998; J.G. Mercer, persönliche Mitteilung).
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Herstellung der antisense-Sonde:

2,5 µl DEPC-Wasser
5    µl 5x Transkriptionspuffer
7,5 µl DNA-Template (= 1µg)
3    µl rNTP-1:1:1 Mix (ATP, GTP, CTP)
1    µl 0,75 M DTT
1    µl RNase Block I (= 38 I.U.)
4    µl 35S-UTP (=50 µCi)
1    µl RNA-Polymerase (T3) (= 17 I.U.)

Nach 2-stündiger Inkubation bei 37°C inklusive der Zugabe von DNase 30 min vor

Inkubationsende wurde die Sonde isoliert und deren Aktivität bestimmt, die im vorliegenden

Fall 576 000 counts/min für 1 µl der unverdünnten Probe betrug.

Herstellung des Hybridisierungspuffers:

       2,5 ml Formamid
300 µl 5M NaCl
100 µl 50x Denhardts-Lösung
  50 µl 1M TRIS (pH8)
  10 µl 0,5M EDTA (pH8)
  40 µl DEPC-Wasser
    1 ml Dextran-Sulfat

Beim Ansetzen der Hybridisierungslösung wurden 2800 µl des Hybridisierungspuffers mit

177 µl DEPC-Wasser, 35 µl DTT (1M), 448 µl tRNA (3,9 mg/ml) sowie 40 µl der antisense-

Sonde vermischt. Die Sonde wurde zuvor für 10 min einer Temperatur von 65°C ausgesetzt,

damit eventuell gebildete Doppelstränge denaturiert wurden. Die Aktivitätsmessung ergab

9000 counts/min pro µl Hybridisierungslösung.

2.5.3.3 Hybridisierung

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurden die Gehirnschnitte für 20 min in 4%igem

Paraformaldehyd fixiert und anschließend getrocknet. Nach der Beschichtung mit jeweils

70 µl der Hybridisierungslösung und dem Abdichten der Deckgläschen mit DPX wurden die

Objektträger über Nacht (~18 h) bei 58°C in den Hybridisierungsofen gestellt.

2.5.3.4 Posthybridisierung

Nach dem Ablösen der Deckgläschen durch das Einweichen der Objektträger in 4xSSC und

einer anschließenden viermaligen Waschung mit 4xSSC erfolgte eine 30-minütige RNase-

Inkubation bei 37°C. Die RNase-Lösung bestand dabei aus 444 ml destilliertem Wasser, 50

ml NaCl, 5 ml Tris (1M, pH8), 1 ml EDTA (0,5M) und 1 ml RNase (0,1 mg/ml). Im
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Anschluss wurden mehrere Waschungen mit absteigenden Konzentrationen an SSC

(2-0,1xSSC) durchgeführt. Die Objektträger wurden anschließend getrocknet.

2.5.3.5 Filmautoradiographie

Das Hybridisierungsmuster wurde unter Verwendung eines Röntgenfilms sichtbar gemacht.

Gemeinsam mit jeweils einem 14C-Standard (Autoradiographic [14C] micro-scales, Code RPA

5041, Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) wurden die Objektträger in zwei Expo-

sitionskassetten sortiert und die Röntgenfilme (Hyperfilm β-max, Amersham) anschließend

für 6,5 Tage exponiert. Die beiden Filme wurden schließlich entwickelt und bei Raum-

temperatur getrocknet.

2.5.3.6 Auswertung der Röntgenfilme

Die Röntgenfilme wurden zunächst unter Verwendung eines Durchlichtscanners

(PowerLookII, Umax Systems GmbH, Willich, BRD) und eines speziellen Scanprogrammes

(MagicScan, Umax Systems GmbH) eingescannt. Helligkeit und Kontrast wurden dabei so

eingestellt, dass mindestens 6 der 8 Felder der 14C-Skala in ihrem Schwarzheitsgrad zu unter-

scheiden waren. Für beide Filme galten identische Einstellungen. Die quantitative Aus-

wertung des Hybridisierungssignals erfolgte mit Hilfe des Programms Image ProPlus (Media

Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA). Dabei wurde bei jedem auszuwertenden Schnitt

die Fläche des Hybridisierungssignals und deren optische Dichte innerhalb der ARC-Region

gemessen. Durch den Vergleich des schwächsten und stärksten Signals auf dem jeweiligen

Film wurde ein für alle Schnitte akzeptabler "Range" eingestellt. Basierend auf der mit Hilfe

der 14C-Skala erstellten Eichkurve errechnete das Programm für jedes Schnittpräparat einen

Wert für die "integrierte optische Dichte" (IOD), bei der Fläche, Schwarzheitsgrad und die

Korrektur der Hintergrundfärbung berücksichtigt wurden. Grundsätzlich fallen bei dem

Verteilen der Gehirnschnitte auf 8 Serien maximal 5 auswertbare ARC-Schnitte pro Serie an,

da ein für die spätere Auswertung quantifizierbares Hybridisierungssignal nur im medialen

Bereich des Nucleus arcuatus entsprechend Bregma -2,30 bis Bregma -1,58 auftritt. In der

vorliegenden Arbeit wurden pro Tier im Durchschnitt zwei Schnitte ausgewertet. Dies beruhte

auf einer ungünstigen Anordung der Schnitte auf dem Objektträger, wobei fast jeder 3. Schnitt

zu nah am Deckgläschenrand zu liegen kam und aus diesem Grund keine optimalen

Hybridisierungsbedingungen vorlagen. Durch die Beschränkung auf zwei optimale Schnitte

pro Tier wurde dieser methodische Mangel umgangen und trotzdem ein aussagekräftiger

Vergleich zwischen den untersuchten Tiergruppen ermöglicht. Indem die IOD-Werte aller
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auswertbaren Schnitte eines Gehirns gemittelt wurden, ergab sich die relative NPY-mRNA-

Konzentration im ARC jedes untersuchten Tieres.

2.6 STATISTISCHE DATENAUSWERTUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene statistische Verfahren angewandt,

die sich aus dem jeweiligen Datenpool bzw. der gewählten Darstellungsart ergaben und die

im Folgenden näher beschrieben werden. Um dabei die Zuordnung zu den jeweiligen

Abbildungen zu erleichtern, wird in Klammern auf die entsprechende Abbildung im nach-

folgenden Ergebnisteil verwiesen.

2.6.1 Allgemeines

Mit Ausnahme des Vergleichs zweier Regressionsgeraden, für den ein hauseigenes Statistik-

programm herangezogen wurde, wurden alle statistischen Tests mit Hilfe des Windows-

programm SigmaStat (SPSS Corporation, Chicago, USA) durchgeführt. Bei allen ange-

wandten statistischen Verfahren wurde ein Mindest-Signifikanzniveau von P<0,05 ange-

nommen. Bei der Durchführung von Varianzanalysen in Sigma-Stat wurden die vorliegenden

Daten zunächst routinemäßig auf Normalverteilung (nach Kolmogorov-Smirnov) und gleiche

Varianzen (Levene-Median-Test) hin geprüft. War eine der Bedingungen nicht erfüllt, so

wurde die Rangordnung der Werte bestimmt und die Varianzanalyse mit diesen Rangwerten

ausgeführt (Bortz, 1989). Trat bei dem Vergleich zweier Gruppen ein statistisch signifikanter

Unterschied auf, so wurde dieser mit * für P<0,05, ** für P<0,01 und *** für P<0,001

kenntlich gemacht.

Für die Darstellung von Verlaufskurven für Körpermasse, Futteraufnahme und O2-Verbrauch

(Abb. 3, 4, 14, 16, 22) sowie bei dem statistischen Vergleich zweier Versuchsgruppen ohne

einflussnehmende Faktoren wurden arithmetische Mittelwerte (±SE) errechnet. Mussten

zusätzliche Faktoren bei der Mittelwertsbildung berücksichtigt werden, so wurden stattdessen

gewichtete Mittelwerte (±SE) mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse errechnet.

2.6.2 Regressionsanalysen

Zur Ermittlung von Korrelationskoeffizienten wurden gängige Standardverfahren zur

Bestimmung von Regressionsgeraden nach der Methode der kleinsten Quadrate herangezogen
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und deren Signifikanz gegen Null bestimmt (Sachs, 1997). Sind Konfidenzintervalle dar-

gestellt, so begrenzen diese den Bereich, in dem ein beliebiger Datenpunkt mit 95%iger

Wahrscheinlichkeit lokalisiert ist.

Bei dem Vergleich zweier Regressionsgeraden in Versuchsserie B wurden diese bei

Anwendung des hauseigenen Statistikprogramms zunächst auf Parallelität, anschließend − bei

statistisch nicht auszuschließender Parallelität − auf Unterschiede im y-Achsenabschnitt hin

untersucht (Brownlee, 1965). Zur Untersuchung der Altersabhängigkeit der Plasmakonzen-

trationen an Leptin und Insulin, wurden dabei sowohl die beiden Genotypen innerhalb einer

Altersstufe als auch verschiedene Altersstufen miteinander verglichen (Abb. 19, 20). In

Versuchsserie C wurde innerhalb der beiden genetisch adipösen Tiermodelle die Abhängig-

keit der NPY-mRNA-Konzentration im ARC vom Körperfettgehalt der Mäuse auf Unter-

schiede zwischen behandelten und Kontroll-Tieren überprüft (Abb. 29).

In Versuchsserie C wurde zudem ein Regressionsgeradenvergleich auf der Basis einer

multiplen linearen Regressionsanalyse (SigmaStat) durchgeführt (Abb. 26, 27). Dabei wurde

für die untersuchten 3 Mäuse- bzw. 2 Ratten-Modelle der Einfluss der Stammeszugehörigkeit

bzw. des Genotyps auf die dosisabhängige Reduktion der Energieaufnahme analysiert, indem

diese neben der sCT-Dosis als unabhängige Variablen berücksichtigt wurden.

2.6.3 Statistischer Vergleich von Mittelwerten

2.6.3.1 unpaarer t-Test

Dieses statistische Testverfahren zum Vergleich von Mittelwerten (±SE) wurde nur in

Versuchsserie A angewandt. Für die Beurteilung der Wirkung der Leptininjektionen bei

Versuchsgruppe A1 wurde in Ermangelung von Kontrolltieren für Futteraufnahme und Sauer-

stoffverbrauch der jeweilige Mittelwert aller Tiere während der Vor- und Nachlaufphase mit

dem Mittelwert am entsprechenden Effekttag verglichen (Abb. 5). Die Wirkung der Leptin-

infusion auf den Plasmainsulinspiegel in Versuchsgruppe A1 und A2 wurde durch den

Vergleich der Plasmainsulin-Konzentration vor Infusionsbeginn mit den gemessenen Werten

nach 15 Tagen beurteilt (Abb. 10). Bei Versuchsgruppe A1 wurde außerdem der Körper-

massenanstieg vor Versuchsbeginn mit dem während der Nachlaufphase verglichen. FFDM

und Körperfett von unbehandelten Mäusen sowie die entsprechenden Daten am Versuchsende

wurden ebenfalls mit Hilfe des t-Tests auf statistische Unterschiede hin untersucht.
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2.6.3.2 Varianzanalysen

Innerhalb der Versuchsserie A wurde die Dosisabhängigkeit des Leptineffekts auf den

Plasmainsulinspiegel (Abb. 10) sowie die Körperzusammensetzung zu verschiedenen Unter-

suchungszeitpunkten mittels einfaktorieller Varianzanalysen untersucht.

Innerhalb der Versuchsserie B wurden grundsätzlich zweifaktorielle Varianzanalysen

durchgeführt. Neben dem für die Versuchsauswertung interessanten Faktor Genotyp wurden

bei den Jungtieren wie mehrfach zuvor beschrieben (Schwarzer et al., 1997; Kraeft et al.,

1999) sowohl Wurfzugehörigkeit wie Geschlecht berücksichtigt, indem ein kombinierter

Wurf-Geschlechts-Faktor in den Test mit einbezogen wurde (Abb. 12, 13, 18). Der Versuch,

zwischen Wurf- und Geschlechts-Effekt zu unterscheiden, war in der vorliegenden Arbeit

nicht von Interesse. Wurden nur Tiere eines Wurfes untersucht, wurden Genotyp und

Geschlecht als Faktoren berücksichtigt (Abb. 15). Da die untersuchten adulten Mäuse alle das

gleiche Geschlecht aufwiesen, wurde bei der statistischen Auswertung neben dem Genotyp

nur die Versuchsgruppe als weiterer Faktor berücksichtigt (Abb. 12, 13, 18), bei Betrachtung

einer einzelnen adulten Versuchsgruppe wurde folglich eine einfaktorielle Varianzanalyse

durchgeführt (Abb. 15, 17). Im Falle der Thyroxindaten, wo − neben den eigenen adulten

Gruppen − von F. Tronche (DKFZ, Heidelberg, BRD) durchgeführte Messungen bei 22°C mit

in die Auswertung einbezogen wurden, wurde als zweiter Faktor "RIA-Assay" in der

Auswertung berücksichtigt (Abb. 17).

Bei der statistischen Auswertung der in Versuchsserie C erhobenen Daten wurde grund-

sätzlich der Unterschied zwischen behandelten und Kontroll-Tieren untersucht. Dies geschah

mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit dem Faktor Behandlung, wenn sich die

Auswertung auf einen Behandlungstag innerhalb einer Versuchsgruppe beschränkte (Abb. 23,

26, 27, 29, Tab. 5). Wurden mehrere Behandlungstage innerhalb einer Versuchsgruppe

und/oder mehrere Versuchsgruppen in die Auswertung einbezogen, so wurde diese Tatsache

durch die Durchführung einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Behandlung

und Versuchstag bzw. Versuchsgruppe berücksichtigt (Abb. 21, 24, 26, 27, 29). Sollte die

Wirkung der gleichen Substanz bei unterschiedlichen Diäten verglichen werden, wurde neben

der Behandlung die Diät als zweiter Faktor in einer zweifaktoriellen Varianzanalyse berück-

sichtigt (Abb. 24).
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3 ERGEBNISSE

3.1 VERSUCHSSERIE A: AUSWIRKUNG EINER LEPTIN-INFUSION BEI OB/OB-

MÄUSEN

3.1.1 Auswirkung der Leptin-Infusion auf den Verlauf von Körpermasse, Futter-

aufnahme und Sauerstoffverbrauch

Die Verlaufskurve der Körpermasse während der 60-tägigen Infusion von 210 pmol/d Leptin

bei Versuchsgruppe A1 ist in Abb. 3A dargestellt. Der starke Körpermassenanstieg während

der Vorlaufphase (0,67 g/d) zeigt, dass sich die ob/ob-Mäuse im Alter von 2 Monaten noch

immer in einer deutlichen Wachstumsphase befinden. Mit Einsetzen der Leptinwirkung

kommt es aber nicht nur zu einem Stagnieren des Körpermassenwachstums, sondern zu einer

starken Abnahme der Körpermasse, die sich in den ersten 15 Tagen der Leptininfusionsphase

auf etwa -0,40 g/d beläuft. Die Körpermasse pendelt sich schließlich − nach relativ starken

individuellen Schwankungen zwischen dem 15. und 45. Behandlungstag − auf einen mittleren

Wert von etwa 28 g ein. Das Nachlassen dieser Schwankungen könnte dabei zumindest zum

Teil auf dem Tod von 3 Tieren bei der 4. Pumpenimplantation (vgl. Tab. 1) beruhen. Sobald

die Leptinbehandlung abgebrochen wird, beginnt die Körpermasse sofort wieder anzusteigen.

Dabei übertrifft die tägliche Zunahme von 0,96 g/d die Körpermassenzunahme vor Behand-

lungsbeginn (P<0,01).

Bei Betrachtung der Futteraufnahme (Abb. 3B) zeigt sich mit Einsetzen der Leptinwirkung

eine sofortige Reduktion der Pelletaufnahme von ursprünglich beinahe 8 auf unter 4 g/d. Die

Reduktion der Pelletaufnahme erreicht ihr Maximum nach ca. 2 Wochen, wenn die Tiere im

Mittel weniger als 2 g der Standard-Diät zu sich nehmen. Während des 60-tägigen Behand-

lungszeitraumes unterliegt die Pelletaufnahme relativ starken Schwankungen, die zum Teil

durch die zusätzlichen Leptininjektionen verursacht sein könnten. Zusätzlich scheint es aber

mit jedem Pumpenwechsel zu einer sprunghaften Veränderung der Pelletaufnahme auf ein

neues relativ stabiles Niveau zu kommen. Da die verabreichte Leptin-Konzentration und die

Funktionstüchtigkeit der Pumpen unverändert waren, lässt sich für diesen Effekt keine

methodische Erklärung erkennen. Abgesehen von der Sprunghaftigkeit der Veränderung

stimmt der Verlauf der Pelletaufnahme im Allgemeinen mit den Beobachtungen von Rafael &

Herling (2000) überein. Die sich am Ende der Behandlungsphase infolge einer Leptininfusion
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von 210 pmol/d im Mittel bei etwa 3,8 g/d einpendelnde Pelletaufnahme beträgt bei dieser

Versuchsgruppe etwa 50% der Ausgangsmenge.
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Abb.3 (vorherige Seite): Verlaufskurven für Körpermasse (A), Pelletaufnahme (B), Sauer-
stoffverbrauch (C) und massenspezifischen Sauerstoffverbrauch (D) während des 13-tägigen
Vorlaufs, der 60-tägigen Behandlungsphase und des 8-tägigen Nachlaufs von Mäusen der
Versuchsgruppe A1. Über subkutane osmotische Mini-Pumpen wurde Leptin in einer Dosis
von 210 pmol/d infundiert. Gezeigt sind 24-Stunden-Mittelwerte (±SE) von 4-10 (A, B) bzw.
4-7 Tieren (C, D). Genaue N-Zahlen im Versuchsverlauf siehe Tab. 1. Schwarze Pfeile
markieren Pumpenimplantationen. Graue Pfeile geben die Tage an, an denen zusätzliche
Leptininjektionen (2x50 pmol·g-1·d-1) durchgeführt wurden.

Für den Sauerstoffverbrauch ergibt sich ein unklares Bild (Abb. 3C). Prinzipiell folgt der

Sauerstoffverbrauch in seinem Gesamtverlauf jedoch der Futteraufnahme. Interessanterweise

kommt es aber − im Gegensatz zu dem Verlauf der Futteraufnahme − erst am 5. Behandlungs-

tag zu einem klaren Abfall des Sauerstoffverbrauchs unter das Niveau der Vorlaufphase. Etwa

2 Wochen nach Beginn der Leptininfusion erreicht der Sauerstoffverbrauch ein Minimum von

etwa 1,32 ml/min, was einer Reduktion um etwa 12% entspricht. Der weitere Verlauf ist sehr

großen Schwankungen unterworfen, wobei auch hier die Pumpenwechsel eine Rolle zu

spielen scheinen. Verglichen mit den relativ niedrigen Werten am Ende der ersten Pumpen-

phase scheint sich der Sauerstoff gegen Ende der Infusionsphase auf einem etwas höheren

Wert einzupendeln, der etwa 93% des Ausgangswertes entspricht. Verglichen mit der

prozentualen Reduktion der Futteraufnahme im Verlauf der Leptinbehandlung ist die Verän-

derung des Sauerstoffverbrauchs deutlich schwächer. So zeigt die Betrachtung auf ener-

getischer Basis, dass der mittlere Energieverbrauch der Tiere während des gesamten

Versuchszeitraums einschließlich der Vorlaufphase zwischen 38 und 45 kJ/d beträgt, sich also

in einem relativ engen Bereich bewegt. Die Energieaufnahme sinkt dagegen von anfänglich

110 kJ/d auf bis zu 17 kJ/d infolge der Leptinbehandlung und beeinflusst so die Energiebilanz

deutlich stärker. Obwohl die Abnahme der Körpermasse somit energetisch nur durch die

verminderte Futteraufnahme zu erklären ist, da durch die leichte Reduktion des Sauerstoff-

verbrauchs im Versuchsverlauf sogar noch Energie eingespart wird, kann die Frage, ob die

Reduktion des Energieverbrauchs schwächer ist, als aufgrund der starken Reduktion der

Futteraufnahme zu erwarten wäre, ohne den direkten Vergleich mit einer "Pair-feeding"-

Gruppe nicht untersucht werden.

Bei Betrachtung des massenspezifischen Sauerstoffverbrauchs (Abb. 3D) zeigt sich ein

anderes Bild. Während innerhalb der ersten 15 Behandlungstage eine minimale Abnahme zu

beobachten ist, kommt es mit dem ersten Pumpenwechsel bei gleichzeitig abflachendem

Verlauf der Körpermassenabnahme zu einem sprunghaften Anstieg des massenspezifischen

Sauerstoffverbrauchs auf im Mittel etwa 109% des Vorlaufwertes. Abgesehen von dem
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wiederum sichtbaren Einfluss der weiteren Pumpenwechsel hält sich dieses erhöhte Niveau

relativ stabil bis zum Versuchsende. Im Vergleich zum Sauerstoffverbrauch pro Gesamttier

fällt die geringere Streuung des massenspezifischen Sauerstoffverbrauchs auf. Es ist jedoch

offensichtlich, dass die Änderung der Körpermasse und die des massenspezifischen Sauer-

stoffverbrauchs nicht den gleichen Zeitverlauf zeigen.

Abb. 4: Tagesperiodischer Verlauf des Sauerstoffverbrauchs (A) und des massenspezifischen
Sauerstoffverbrauchs (B) während 5 Vorlauftagen, dem 1. Operationstag (Tag 0) und den
ersten 6 Tagen der Behandlungsphase von Mäusen der Versuchsgruppe A1. Über subkutane
osmotische Mini-Pumpen wurde Leptin in einer Dosis von 210 pmol/d infundiert. Gezeigt sind
2-Stunden-Mittelwerte (±SE) über 7 Tiere. Der Operationszeitpunkt und der erste post-
operative Tag sind jeweils grau hervorgehoben. Der Licht:Dunkel-Rhythmus ist durch den
schwarz-weißen Balken dargestellt. Graue Pfeile markieren zusätzliche Leptininjektionen
(2x50 pmol·g-1·d-1).

Um nähere Informationen über die Veränderung des Sauerstoffverbrauchs zu erhalten,

wurden die tagesrhythmischen Änderungen im Sauerstoffverbrauch während des Vorlaufs
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und der ersten 6 Behandlungstage auf der Basis von 2-Stunden-Mittelwerten analysiert

(Abb. 4). Grundsätzlich zeigt sich dabei, dass die Tiere einen ausgeprägten Tagesrhythmus im

Sauerstoffverbrauch aufweisen, mit einem Maximum während der Dunkelphase und einem

Minimum während der für Mäuse üblichen Ruheperiode während der Lichtphase. Der relativ

unregelmäßige Verlauf des Sauerstoffverbrauchs in den 36 Stunden unmittelbar nach der

Pumpenimplantation scheint auf die Nachwirkungen der Operation zurückzuführen sein.

Sowohl die Aktivitäts- wie die Ruhephasen während des Vorlaufs zeichnen sich durch eine

Zweigipfeligkeit im Sauerstoffverbrauch aus, wobei während des jeweils früheren Peaks in

der Regel der Maximal- bzw. Minimalwert im Sauerstoffverbrauch erreicht wird, während die

jeweils nachfolgenden Peaks tendenziell schwächer ausgeprägt sind. Der erste Peak in der

jeweiligen Ruhephase könnte eine − wenn auch nur relativ schwach ausgeprägte − torpor-

artige Absenkung darstellen, die aufgrund von Literaturbefunden im Zusammenhang mit der

Hypothermie der ob/ob-Mäuse angenommen werden muss (Himms-Hagen, 1985; Webb,

1982). Gemäß dieser Studien treten deutlich ausgeprägte torporartige Absenkungen allerdings

in der Regel erst bei limitiertem Futterzugang auf. Zudem sollte beachtet werden, dass hier

Mittelwerte über 7 Tiere gezeigt sind, wobei bei Betrachtung der Einzelwerte zu erkennen

war, dass der Sauerstoffverbrauch jeweils nur von maximal zwei der sieben hier untersuchten

Tiere zu diesem Zeitpunkt auf Werte von unter 0,9 ml/min fiel (nicht gezeigt), so dass auch

dies die geringe Ausprägung der torporartigen Absenkungen in der Abb. 4 mit erklärt.

Der Vergleich der tagesrhythmischen Veränderung des Sauerstoffverbrauchs im Vorlauf und

nach dem Einsetzen der Leptinwirkung lässt eine leichte stoffwechselsteigernde Wirkung des

Leptins auf den Sauerstoffverbrauch in den ersten Tagen nach Behandlungsbeginn vermuten.

So scheint es am 2. und 3. postoperativen Tag zu einem leichten Anstieg des Sauerstoff-

verbrauchs in der Ruhephase zu kommen, da die torporartigen Absenkungen zu Beginn der

Lichtphase weniger stark ausgeprägt sind als vor Behandlungsbeginn. Ab dem 4. Behand-

lungstag erreicht der Sauerstoffverbrauch aber wieder die im Vorlauf zu beobachtenden

Minimumwerte. Ab dem 2. postoperativen Tag ist zudem der Unterschied zwischen dem

ersten und zweiten Peak der Aktivitätsphase vergrößert und es kommt in den folgenden Tagen

− parallel zu dem erneuten Absinken des Tagesminimums − zu einer fortschreitenden Reduk-

tion des Sauerstoffverbrauchs in der Aktivitätsphase, in Übereinstimmung mit dem Absinken

des Tagesmittelwertes für den Sauerstoffverbrauch ab diesem Zeitpunkt (Abb. 3C). Für die

beiden zusätzlichen Leptininjektionen am 5. Behandlungstag ist kein Effekt auf den tages-

rhythmischen Verlauf des Sauerstoffverbrauchs der ob/ob-Mäuse erkennbar.
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3.1.2 Überprüfung der Leptinresponsivität im Infusionsverlauf

Abb. 5: Wirkung von zusätzlichen Leptininjektionen (2x50 pmol·g-1·d-1) auf die Energie-
aufnahme (A) und den Energieverbrauch (B) von Mäusen der Versuchsgruppe A1 in
Abhängigkeit von der Infusionsdauer (210 pmol/d Leptin). Gezeigt sind gewichtete Mittel-
werte (±SE) für die Differenz in der Pelletaufnahme bzw. im Sauerstoffverbrauch zwischen
dem Effekttag und dem individuellen Mittelwert über Vor- und Nachlauf (=Null-Linie).
Ausgewertet wurde die Pelletaufnahme von 4-10 bzw. der Sauerstoffverbrauch von 4-7
Tieren. Genaue N-Zahlen im Versuchsverlauf siehe Tab. 1. Für den 65. Tag nach Infusions-
beginn liegen keine Sauerstoffdaten vor. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Um zu überprüfen, ob sich im Verlauf der Leptininfusion die Leptinresponsivität der ob/ob-

Mäuse verändert, wurden den Tieren der Versuchsgruppe A1 neben der eigentlichen

Leptininfusion in regelmäßigen Abständen (siehe auch Abb. 3) zusätzliche Leptininjektionen

verabreicht. Diese wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf Energieaufnahme und Energie-

verbrauch ausgewertet (Abb. 5). Aufgetragen sind in diesem Fall die mittleren Abweichungen

der Futteraufnahme bzw. des Sauerstoffverbrauchs am Effekttag von dem Mittelwert der
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jeweiligen Vor- und Nachlaufphase. Fielen Operationen in die Nachlaufphase (d12 und d41),

so wurden diese Tage nicht mit in die Auswertung einbezogen. Die Daten lassen keine

Abnahme der Leptinresponsivität im Versuchsverlauf erkennen. Eine Wirkung der zusätz-

lichen Leptininjektionen auf den Sauerstoffverbrauch tritt nicht auf. Zu allen untersuchten

Zeitpunkten − einschließlich der Phase nach Beendigung der Leptininfusion − bewirkt die

zusätzliche Leptininjektion aber eine signifikante Reduktion der Pelletaufnahme am Effekt-

tag. Für die nicht signifikante Reaktion am 55. Infusionstag sind keine physiologischen

Gründe erkennbar, eine mögliche Ursache könnte die Verminderung der N-Zahl auf nur 4

Tiere zu diesem Zeitpunkt sein, wodurch zufällige Schwankungen in der Nahrungsaufnahme

die Feststellung eines Leptineffekts erschweren. Auffällig zu diesem Zeitpunkt ist allerdings

die gleichzeitige relativ stark ausgeprägte wenn auch nicht signifikante Reduktion des

Sauerstoffverbrauchs durch die in der Summe der Effekt der Leptininjektion auf die Energie-

bilanz zusätzlich vermindert wird. Da aber die Stabilisierung der Körpermasse und der Futter-

aufnahme schon zu einem früheren Zeitpunkt eintritt (Abb. 3A und B), zu dem die Leptin-

responsivität unverändert besteht, ist nicht anzunehmen, dass dieser Einzelbefund an 4 Tieren

Zeichen einer verminderten Leptinresponsivität ist.

3.1.3 Dosisabhängigkeit der Veränderungen von Körpermasse und Futteraufnahme

Durch die Anwendung drei verschiedener Leptin-Dosierungen innerhalb der Versuchsgruppe

A2 sollte die Reduktion der Körpermasse infolge der Leptinbehandlung auf eine eventuelle

Dosisabhängigkeit hin untersucht werden. In den Abbildungen 6 und 7 sind Einzeltiere

dargestellt, um die individuellen Unterschiede deutlich zu machen. Bei Betrachtung des

Körpermassenverlaufs (Abb. 6) zeigt sich, dass die Höhe der letztlich stabilisierten Körper-

masse abhängig von der Leptindosis ist. Während die Körpermasse von Tieren, die zu

Behandlungsbeginn im Mittel 59±1 g wogen, infolge einer Leptininfusion in Höhe von 461

pmol/d auf etwa 27 g zurückgeht, stellt sich bei einer Leptindosis von 233 pmol/d nur ein

Wert von etwa 34 g ein. Bei einer weiteren Halbierung der Dosis kommt es zu einem etwas

unklaren Bild, da 2 der 5 Tiere um etwa 10 g unter das Niveau der anderen fallen, die sich bei

einer Körpermasse von etwa 45 g einpendeln. Für diesen Befund ist keine methodische

Erklärung erkennbar. Generell scheinen sich aber individuelle Unterschiede innerhalb der

Behandlungsgruppe mit steigender Leptindosis zu verringern.
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Abb. 6: Individuelle Körpermassenverläufe während des 10-tägigen Vorlaufs und der 54-
tägigen Behandlungsphase von Mäusen der Versuchsgruppe A2. Über subkutane osmotische
Mini-Pumpen wurde Leptin in drei verschiedenen Dosen infundiert: A) 116 pmol/d, N=5; B)
233 pmol/d, N=4; C) 461 pmol/d, N=7-13. Genaue N-Zahlen im Versuchsverlauf siehe Tab.
1. Schwarze Pfeile markieren Pumpenimplantationen. Linien (B, C) markieren die in der
Endphase erreichte mittlere Körpermasse. 2 Tiere in A, die sich auf einem abweichenden
Körpermassenniveau stabilisieren sind durch - - - - Linien hervorgehoben.

Die Reduktion der Körpermasse während der ersten 10 Behandlungstage zeigt ebenfalls eine

Dosisabhängigkeit So steigt die Gewichtsabnahme pro Tag bei einer jeweiligen Verdopplung

der Dosis von -0,72 g/d auf -1,20 g/d und schließlich auf -1,46 g/d an. Im Gegensatz dazu
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scheint die Zeitdauer bis zum Erreichen einer neuen stabilen Körpermasse aber dosis-

unabhängig zu sein, die Gewichtsabnahme ist in allen drei Fällen nach etwa 30 Tagen Leptin-

infusion weitgehend abgeschlossen. Wie aber zuvor schon für die Mäuse der Versuchsgruppe

A1 beschrieben, kommt es im Falle der beiden niedrigen Leptin-Dosierungen zunächst

zwischen dem 15. und 45. Tag der Leptininfusion zu relativ ausgeprägten individuellen

Schwankungen in der Körpermasse, so dass sich erst gegen Ende der 3. Pumpenphase die

Körpermasse der einzelnen Tiere in einem relativ engen Bereich einpendelt.
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Abb. 7 (vorherige Seite): Individuelle Verläufe der Pelletaufnahme während des 10-tägigen
Vorlaufs und der 54-tägigen Behandlungsphase von Mäusen der Versuchsgruppe A2. Über
subkutane osmotische Mini-Pumpen wurde Leptin in drei verschiedenen Dosen infundiert:
A) 116 pmol/d, N=5; B) 233 pmol/d, N=4; C) 461 pmol/d, N=7-13. Genaue N-Zahlen im
Versuchsverlauf siehe Tab. 1. Schwarze Pfeile markieren Pumpenimplantationen. 2 Tiere in
A, die sich auf einem abweichenden Körpermassenniveau stabilisieren (siehe Abb. 6) sind
durch - - - - Linien hervorgehoben.

Bei Betrachtung der Futteraufnahme (Abb. 7) zeigt sich zunächst mit 5 g/d ein deutlich

niedriger Ausgangswert als bei den jüngeren ob/ob-Mäusen der Versuchsgruppe A1. Hin-

sichtlich der individuellen Streuung ergibt sich die gleiche Tendenz wie bei dem Verlauf der

Körpermasse, auch hier zeigen die Mäuse, die mit der höchsten Leptindosis behandelt

wurden, ein deutlich uniformeres Bild als dies für die beiden niedrigeren Dosierungen der Fall

ist. Des Weiteren zeigt sich eine klare Dosisabhängigkeit in der Stärke der Futterreduktion.

Ausgehend von dem für alle drei Gruppen gleichen Ausgangswert von etwa 5 g/d sinkt die

Futteraufnahme während der 1. Pumpenphase unter der niedrigen Leptindosis auf einen

minimalen Wert von im Mittel etwa 2,3 g/d. Für die mittlere und hohe Dosis ergeben sich

zum gleichen Zeitpunkt Werte von etwa 1,1 und 0,8 g/d. Trotz der teilweise starken Streuung

ist erkennbar, dass die Futteraufnahme, wie bereits in Versuchsgruppe A1 beobachtet (siehe

Abb. 3B), mit fortschreitender Leptininfusion wieder ansteigt. Bei der höchsten Leptindosis −

für die eine genauere Auswertung aufgrund der relativ geringen Streuung möglich ist − pen-

delt sich die Futteraufnahme schließlich auf einem Wert von etwa 4 g/d ein, was etwa 80%

des Ausgangswertes entspricht. Innerhalb der Gruppe mit der niedrigsten Leptindosis fällt auf,

dass die beiden Tiere, deren Körpermasse in der Mitte der zweiten Pumpenphase beginnt,

unter das Niveau der anderen 3 Tiere zu fallen (siehe Abb. 6A), einen übereinstimmenden

Verlauf der Futteraufnahme mit auffallend niedrigen Werten zu diesem Zeitpunkt zeigen.

Insgesamt zeichnen sich somit im zeitlichen Verlauf der Leptininfusion bei ob/ob-Mäusen

drei Phasen ab. Zunächst nimmt die Körpermasse in Kombination mit einer stark unterdrück-

ten Futteraufnahme rapide ab. Dann kommt es zu einem allmählichen Anstieg der Futter-

aufnahme bei Verlangsamung der Körpermassenreduktion. Schließlich pendelt sich die

Futteraufnahme auf einem mittleren Niveau ein, während die Körpermasse auf einem niedri-

gen Niveau stabil gehalten wird. Dass die Körpermasse in der Endphase der Leptininfusion

von der Leptindosis abhängt, wird durch die enge Korrelation dieser beiden Größen belegt

(Abb. 8). Um für die drei untersuchten Versuchsgruppen einen gemeinsamen Zusammenhang

darstellen zu können, musste dabei jedoch die unterschiedliche Anfangskörpermasse der Tiere

durch Angabe der massenspezifischen Leptindosis berücksichtigt werden. Der gleiche
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Regressionsverlauf ergibt sich nach Normierung der Leptindosis auf die jeweils mittlere

Körpermasse im Behandlungsverlauf (nicht gezeigt). Ein Tier aus Versuchsgruppe A2, das

mit der niedrigsten Leptindosis behandelt wurde und bereits in den Abb. 6 und 7 gemeinsam

mit einem hier nicht dargestellten weiteren Tier vom dem Rest der Gruppe abgewichen ist,

fällt auch in dieser Abbildung durch einen von der Regression abweichenden Wert auf.

Abb. 8: Korrelation zwischen der Leptindosis und der gegen Ende des Behandlungszeitraums
(<50 Tage) stabilisierten Körpermasse für Tiere der Versuchsgruppe A1 (Kreise, N=4), A2
(Dreiecke; N=14) und A3 (Quadrate, N=2). Die massenspezifische Leptindosis wurde auf
Basis der individuellen Körpermassen zu Versuchsbeginn errechnet: A1: 34±1 g, A2: 48±1 g,
A3: 59±1 g. Die Regression (r=-0,95, P<0,001) wurde ohne Berücksichtigung eines Aus-
reißerwertes (grau) erstellt.

3.1.4 Veränderung der Körperzusammensetzung in Abhängigkeit von der Plasmaleptin-

Konzentration

Wird eine genauere Untersuchung des in Abb. 8 dargestellten Zusammenhangs auf Basis des

Körperfettgehalts anstelle der Körpermasse sowie des Plasmaleptinspiegels anstelle der

Leptindosis durchgeführt, so ergibt sich ebenfalls ein enger Zusammenhang (Abb. 9). Darge-

stellt sind alle Tiere der Versuchsgruppen A1 und A2, deren Körperzusammensetzung nach

mehr als 30 Tagen Leptininfusion bestimmt worden ist. Zusätzlich sind als Nullwert Körper-

fettgehalte von Tieren angegeben, die bereits vor Versuchsbeginn getötet worden sind. Bei

einem Vergleich des Plasmaleptinspiegels zum Zeitpunkt der Tötung mit dem zeitlichen Mit-

tel desselben − errechnet aus den Leptin-Konzentrationen des bei Pumpenwechsel retroorbital

entnommenen Blutes − zeigen sich minimale Unterschiede, die aber keinen Einfluss auf die

bestehende Korrelation haben. Die Kennzeichnung der verschiedenen Leptin-Dosierungen in
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Versuchsgruppe A2 bestätigt, dass es grundsätzlich bei Erhöhung der Leptindosis zu einer

Erhöhung der Leptin-Konzentration im Plasma kommt, interessanterweise gibt es aber auch

Überschneidungen zwischen den Dosierungsgruppen und z.T. relativ große zeitliche

Schwankungen der Plasmaleptin-Konzentration eines Tieres, die vor allem bei der höchsten

Leptindosis aufzutreten scheinen (Abb. 9A).

Abb. 9: Korrelation zwischen dem Körperfettgehalt am Versuchsende und der Plasmaleptin-
Konzentration von Mäusen der Versuchsgruppe A1 (Kreise, Leptindosis: 210 pmol/d) und A2
(Dreiecke, 116, Dreiecke mit Punkt, 233, Dreiecke mit Kreuz, 461 pmol/d). Gezeigt sind
Daten von Tieren, die nach mehr als 30 Tagen Leptininfusion getötet wurden, d.h. deren
Körpermasse sich bereits annähernd auf einem neuen Niveau stabilisiert hat (schwarz).
Zusätzlich sind Werte von vor Behandlungsbeginn getöteten Tieren aus beiden Versuchs-
gruppen dargestellt (weiß). A) zeitliches Mittel (±SE) der Plasmaleptin-Konzentration,
errechnet aus den Ergebnissen der retroorbitalen Blutentnahmen zum Zeitpunkt der Pumpen-
implantationen, r=-0,87, P<0,001; B) Plasmaleptin-Konzentration zum Tötungszeitpunkt,
r=-0,91, P<0,001. Die Korrelationskoeffizienten wurden auf der Grundlage der logarith-
misch konvertierten Leptinkonzentrationen ermittelt.
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Ob neben dieser klaren dosisabhängigen Reduktion des Körperfettgehaltes auch die FFDM

von ob/ob-Mäusen durch die Leptininfusion beeinflusst wird, kann aufgrund der vorliegenden

Daten nicht eindeutig geklärt werden. Bei den jüngeren Mäusen der Versuchsgruppe A1 kann

eine Reduktion der FFDM durch die Leptinbehandlung ausgeschlossen werden. Die Tötung

von 4 Kontrolltieren am Tag des Behandlungsbeginns zeigt, dass die ob/ob-Mäuse zu diesem

Zeitpunkt bei einer durchschnittlichen Körpermasse von etwa 34 g eine FFDM von 3,8±0,3 g

besitzen. Die Bestimmung der Körperzusammensetzung von 5 weiteren Mäusen, die am 30.

bzw. 44. Infusionstag durchgeführt wurde, ergibt bei einer Körpermasse von etwa 28 g eine

signifikant höhere FFDM von 5,0±0,2 g (P<0,05). Durch die Leptinbehandlung wird folglich

das Wachstum der FFDM nicht blockiert. Die Körpermassenreduktion kann in diesem Fall

also nur durch die Reduktion der Fettmasse infolge der Leptinwirkung erklärt werden. Bei

den ausgangsmäßig deutlich schwereren ob/ob-Mäusen der Versuchsgruppe A2 zeigt sich

allerdings ein anderes Ergebnis. Tiere, die zu Behandlungsbeginn eine FFDM von im Durch-

schnitt 7,6±0,1 g aufwiesen (N=6), besitzen nach 59 Tagen Leptininfusion eine signifikant

geringere FFDM (P<0,001). Dabei zeigt sich eine Dosisabhängigkeit (P<0,001): bei einer

Leptindosis von 166 pmol/d sinkt die FFDM im Behandlungsverlauf auf 6,8±0,2 g, bei der

mittleren Leptindosis von 233 pmol/d auf 6,3±0,1 g und bei der höchsten hier applizierten

Dosis von 461 pmol/d schließlich auf 5,4±0,2 g. Dosisunabhängig beruhen etwa 6% der im

Versuchsverlauf zu beobachtenden Körpermassenabnahme auf der Reduktion der FFDM,

ca. 80% auf einer Reduktion der Körperfettmasse.

Unabhängig von der Richtung der Veränderung fallen Unterschiede in der FFDM neben der

vergleichsweise großen Reduktion der Körperfettmasse energetisch kaum ins Gewicht: Bei

Versuchsgruppe A1 ergibt sich aufgrund der Fettmassenreduktion von 13,2±0,7 g auf

3,7±1,4 g (P<0,001) abzüglich des FFDM-Wachstums ein Netto-Energieverlust von etwa

340 kJ. Bei den ob/ob-Mäusen der Versuchsgruppe A2 werden die ausgangsmäßig vorhan-

denen 26,8±1,4 g Fett dosisabhängig (P<0,001) auf 13,7±3,1, 5,8±2,6 und 0,9±0,3 g reduziert,

was inklusive der Veränderung der FFDM einem Netto-Energieverlust von etwa 510, 820

bzw. 1030 kJ entspricht. Eine genaue Energiebilanz war bei der Versuchsgruppe A2 aufgrund

der fehlenden Sauerstoffmessung nicht möglich, bei A1 wurde zwar die Sauerstoffmessung

durchgeführt, die Tiere aber nicht in der Endphase der Leptinbehandlung getötet.
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3.1.5 Auswirkungen der Leptin-Infusion auf die Plasmainsulin-Konzentration

Abb. 10: Verlauf der in logarithmischem Maßstab dargestellten Plasmainsulin-Konzentration
vor Versuchsbeginn und während der Behandlungsphase von Mäusen der Versuchsgruppe A2
(Dreiecke, _____). Über subkutane osmotische Mini-Pumpen wurde Leptin in drei verschie-
denen Dosen infundiert: 116 pmol/d (weiß); 233 pmol/d (grau); 461 pmol/d (schwarz).
Gezeigt sind Mittelwerte (±SE) von 3-9 Tieren. Mittelwerte ohne SE beruhen auf einem N=2.
Zum Vergleich sind Mittelwerte (±SE) von 4-9 Tieren aus Versuchsgruppe A1 (Kreise, - - - -)
bei Infusion von 210 pmol/d Leptin dargestellt.

Um zu überprüfen, ob und in welchem Zeitrahmen sich bei dem beobachteten Rückgang der

Adipositas auch der Plasmainsulinspiegel der ob/ob-Mäuse ändert, wurde bei Mäusen der

Versuchsgruppen A1 und A2, bei denen zu unterschiedlichen Zeitpunkten während der

Leptininfusion retroorbital Blut entnommen wurde, die Plasmainsulin-Konzentration be-

stimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 10 dargestellt. Bereits 8 bzw. 15

Tage nach Beginn der Leptinbehandlung zeigt sich bei allen behandelten Tieren eine

drastische Reduktion der Plasmainsulin-Konzentration um den Faktor 10 bis 100 (P<0,01).

Dabei lässt sich eine klare Dosisabhängigkeit erkennen, bei der allerdings auch der

Ausgangswert eine Rolle zu spielen scheint. So konnte der Insulinspiegel bei einer Infusion

von 210 pmol/d Leptin bei den ob/ob-Mäusen der Versuchsgruppe A1 innerhalb der ersten 2

Behandlungswochen auf nur 1% der vor Behandlungsbeginn gemessenen 1442±292 µU/ml

(N=4) reduziert werden. Bei den Mäusen der Versuchsgruppe A2 liegen bei einem Ausgangs-

wert von 2129±233 µU/ml (N=9) die vergleichbaren Werte bei steigender Dosis bei 6,7, 1,9

und 0,9%. Obwohl die Körpermasse weiterhin stark reduziert wird (siehe Abb. 3 und 6),
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verändert sich der Insulinspiegel zwischen dem 15. und 30. Infusionstag bei allen Dosis-

gruppen nur noch geringfügig. Dann aber kommt es − zumindest innerhalb der Versuchs-

gruppe A2 − bei bestehender Dosisabhängigkeit zu einer weiteren Absenkung zwischen dem

30. und 45. Behandlungstag, wobei aber nur bei der hohen Dosis das Signifikanzniveau

erreicht wird (P<0,001). Dies ist besonders interessant im Zusammenhang mit dem Befund,

dass die Körpermasse in dieser Phase bereits ihren Endwert erreicht hat und zusätzlich die

Futteraufnahme wieder auf einen höheren Wert angestiegen ist.

3.1.6 Veränderung des Leberfettgehaltes im Zuge der Körpermassenabnahme

Abb. 11: Prozentualer Leberfettgehalt in Abhängigkeit von der Infusionsdauer (A) bzw. der
Körpermasse zum Tötungszeitpunkt (B) von Mäusen der Versuchsgruppe A2 (Dreiecke,
Leptindosis: 461 pmol/d) und A3 (Quadrate, 376 pmol/d). A) r=-0,68, P<0,001, B) r=0,56,
P<0,01.
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Von Mäusen der Versuchsgruppe A2 und A3 wurde der Leberfettgehalt zu verschiedenen

Zeitpunkten der Leptininfusion bestimmt. Abb. 11 zeigt, dass der prozentuale Fettanteil in der

Leber grundsätzlich mit der Länge der Leptininfusion (Abb. 11A) bzw. mit der damit

einhergehenden zunehmenden Verringerung der Körpermasse (Abb. 11B) sinkt. Dabei wird

aber offensichtlich ein Minimalwert von 3,1±0,3% nicht unterschritten, der bei einer Körper-

masse von etwa 33 g erreicht wird (Abb. 11B). Ob es während des Infusionszeitraumes tat-

sächlich zu einem vorübergehenden Anstieg des Leberfettgehaltes kommt, lässt sich aufgrund

der vorliegenden Daten weder verneinen noch bestätigen. 3 von 8 Tieren der Versuchsgruppe

A2, die am 13. Behandlungstag − also einen Zeitpunkt an dem die Körpermassenreduktion

noch stark voranschreitet − getötet worden sind, weichen in beiden Abbildungsteilen aufgrund

eines zu diesem Zeitpunkt überhöhten Leberfettgehaltes von der Regression ab.

3.2 VERSUCHSSERIE B: AUSWIRKUNG EINES ZENTRALEN GLUKOKORTIKOID-

REZEPTOR-DEFEKTS BEI MÄUSEN

3.2.1 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf Körpermasse und Körperzusammensetzung

im Entwicklungsverlauf

Um den Beginn der Wachstumshemmung infolge des zentralen GR-Defektes zu untersuchen,

wurden die Wachstumskurven von GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen aus 3 Würfen während der

Säuglingsphase miteinander verglichen (Abb. 12A). Bereits zu Beginn der zweiten Lebens-

woche fallen die Mutanten, unabhängig vom Geschlecht, in ihrem Körpermassenwachstum

zurück. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen ist auf dieser

Datenbasis ab dem 10. Lebenstag zu verzeichnen (Abb. 12B), wobei das Signifikanzniveau

durch Erhöhung der N-Zahl bereits in einem früheren Alter erreicht werden kann (Kellendonk

et al., 2002). Die Körpermasse von adulten (>4 Monate) GRNesCre-Mäusen beträgt schließlich

nur noch 50% der Körpermasse von gleichaltrigen Wildtyp-Mäusen (14±1 g vs. 28±1 g, Abb.

12B).
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Abb. 12: A) Individuelle Körpermassenverläufe von GRNesCre- (schwarz) und Wildtyp-Mäusen
(weiß) der Würfe E (Kreise), H (Dreiecke) und J (Quadrate) während der 2. und 3. Lebens-
woche. Weibchen sind durch + gekennzeichnet. B) Gewichtete Mittelwerte (±SE) für die
Körpermasse von GRNesCre- (_____) und Wildtyp-Mäusen (·······) im Alter von 10, 21 und 35
Tagen und im adulten Zustand. N (mut/wt): 15/17 (d10), 20/18 (d21), 8/11 (d35), 22/18
(adult). **P<0,01, ***P<0,001.

Als Ursache für die reduzierte Körpermasse ist in erster Linie ein vermindertes Längen-

wachstum anzusehen (Kellendonk et al., 2002), was bei der Untersuchung der Körper-

zusammensetzung in einer reduzierten FFDM zum Ausdruck kommt (Abb. 13B). Nachdem

die FFDM bei 10 Tage alten GRNesCre-Mäusen im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistern

bereits um 11% reduziert ist, weisen adulte Mutanten nur noch 50% der bei den Wildtypen zu

verzeichnenden FFDM auf. Während die Wachstumshemmung der fettfreien Masse bereits in

der 1. Lebenswoche beginnt und progressiv ist, trifft dies für die Entwicklung der Fettmasse

allerdings nicht zu (Abb. 13A). Während der Säuglingsphase zeigen die Mutanten eine

normale Fettdeposition, erst nach dem Absetzen beginnt die Zunahme der Fettmasse hinter
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die der Wildtyp-Mäuse zurückzufallen. Neben diesem zeitlichen Unterschied zeigt sich

zusätzlich ein quantitativer Unterschied in der Beeinträchtigung beider Parameter. Während

die FFDM stetig aber im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren langsamer anwächst, ist die

Fettdeposition zunächst unbeeinträchtigt. Nach dem Absetzen wird sie dann aber fast

vollständig unterdrückt, so dass zwischen der Fettmasse von 21 Tage alten und adulten

GRNesCre-Mäusen kein statistisch signifikanter Unterschied besteht (P<0,05). Aufgrund der der

Beeinträchtigung der Fettdeposition vorausgehenden Reduktion des FFDM-Wachstums

kommt es zwischenzeitlich zu einem vorübergehenden Anstieg des prozentualen Fettgehalts

(Abb. 13C). Erst im adulten Zustand sind die GRNesCre-Mäuse sowohl kleiner als auch

magerer als gleichaltrige Wildtyp-Mäuse. Unabhängig von der Veränderung der Körper-

zusammensetzung im Entwicklungsverlauf deponieren GRNesCre-Mäuse in ihrem Körper von

Geburt an weniger Energie als Wildtyp-Mäuse, so dass adulte Mutanten nur 46% des Körper-

energiegehaltes von Wildtyp-Mäusen besitzen (Abb. 13D).

Abb. 13: Gewichtete Mittelwerte (±SE) für Körperfettmasse (A), fettfreie Trockenmasse
(FFDM, B), prozentualen Körperfettgehalt (C) und Körperenergiegehalt (D) von GRNesCre-
(_____) und Wildtyp-Mäusen (·······) im Alter von 10, 21 und 35 Tagen und im adulten Zustand.
Der Körperenergiegehalt basiert auf einem Energie-Äquivalent von 38 kJ/g Fett und 20 kJ/g
FFDM. N (mut/wt): 15/17 (d10), 20/18 (d21), 8/11 (d35), 22/18 (adult). *P<0,05,
***P<0,001.
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3.2.2 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf Futteraufnahme und Stoffwechsel im

Entwicklungsverlauf

Abb. 14: Verlaufskurven für Futteraufnahme (A), Sauerstoffverbrauch (B) und massen-
spezifischen Sauerstoffverbrauch (C) von GRNesCre-Mäusen (schwarz) und ihren Wildtyp-
Geschwistern (weiß) aus Wurf K während der 4. und 5. Lebenswoche. Gezeigt sind 24-
Stunden-Mittelwerte (±SE) über 4 bzw. 3 Tiere (mut/wt). Das Geschlecht der Tiere wurde bei
der Mittelwertsbildung nicht berücksichtigt.
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ergibt, sollten die vergleichenden Bestimmungen von Sauerstoffverbrauch und Futter-

aufnahme zeigen. In Abb. 14 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen an GRNesCre- und

Wildtyp-Mäusen während der 4. und 5. Lebenswoche, also im Zeitraum unmittelbar nach dem

Absetzen der Tiere, dargestellt. Die Mutanten zeigen bereits im Alter von 21 Tagen sowohl

eine verringerte Futteraufnahme als auch eine reduzierte Stoffwechselrate (Abb. 14A und B),

wobei sich der Unterschied zwischen den Genotypen im Sauerstoffverbrauch mit zuneh-

mendem Alter durch den langsameren Anstieg bei den Mutanten im Vergleich zu den Wild-

typ-Mäusen vergrößert. Es ist folglich davon auszugehen, dass die beobachteten Unterschiede

in beiden Parametern bereits in der Säugephase ihren Anfang nehmen. Zum Vergleich ist in

Abb. 14C der massenspezifische Sauerstoffverbrauch dargestellt. Im Gegensatz zum Sauer-

stoffverbrauch pro Gesamttier zeigt sich dabei ein inverses Bild: die Werte für die Mutanten

liegen durchgehend über denen der Wildtyp-Mäuse.

Abb. 15: Vergleich von Futteraufnahme und Sauerstoffverbrauch von GRNesCre- (schwarz) und
Wildtyp-Mäusen (weiß). Gezeigt sind gewichtete Mittelwerte (±SE) für 22-35 Tage alte Mäuse
(Wurf K; N (mut/wt): 4/3) sowie arithmetische Mittelwerte über einen 10-tägigen Versuchs-
zeitraum bei adulten Mäusen (Gruppe I; N: 3/3). A) Futteraufnahme; B) Futteraufnahme pro
Körpermasse (KM)2/3; C) O2-Verbrauch; D) O2-Verbrauch pro Körpermasse (KM)2/3.
*P<0,05, **P<0,01.
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Körperzusammensetzung (siehe Abb. 13) und der individuellen Körpermasse der Absetzlinge

ermittelten Körperzusammensetzung zu Beginn des Versuches mit der Körperzusammen-

setzung am Versuchsende, konnte unter Berücksichtigung des individuellen Sauerstoff-

verbrauchs die in dem Versuchszeitraum insgesamt metabolisierte und die dabei deponierte

Energie errechnet werden. Die Mutanten metabolisieren dabei etwa 30% und deponieren etwa

50% weniger Energie im Vergleich zu den Wildtypen (350±16 kJ vs. 530±18 kJ, P<0.001;

30±7 kJ vs. 58±8 kJ, P<0.05). Das Verhältnis von deponierter zu verbrauchter Energie ist

somit bei GRNesCre-Mäusen tendentiell ungünstiger als bei Wildtyp-Mäusen, da ihre Energie-

ausnutzung, sprich der Anteil von deponierter an insgesamt metabolisierter Energie, um 25%

herabgesetzt ist (8.3±1.5% vs. 11.0±1.5%, P=0,27). Ein Grund für diesen Effekt könnte eine

gesteigerte Thermogenese der GRNesCre-Mäuse bei der üblichen Haltungstemperatur von 22°C

im Vergleich zu den größeren Wildtyp-Mäusen sein, die auf einem ungünstigeren Ober-

flächen-Volumen-Verhältnis der deutlich kleineren Mutanten beruht. Der Unterschied in

Futteraufnahme und O2-Verbrauch lässt sich in der Tat eliminieren, wenn diese beiden Para-

meter nicht absolut sondern in Relation zur entprechenden Körpermasse2/3 betrachtet werden

(Abb. 15B und D).

Ein Vergleich mit adulten Tieren zeigt, dass die Situation hinsichtlich der absoluten Werte

von Futteraufnahme und Sauerstoffverbrauch identisch ist (Abb. 15A und C), wobei die

prozentuale Abnahme beider Parameter gegenüber den Werten der Wildtypen aufgrund der

grundsätzlich erhöhten Ausgangswerte geringer ist (19 bzw. 14%). Bei der Berücksichtigung

des Volumen-Oberflächen-Verhältnisses ergeben sich aber − im Falle des Sauerstoffver-

brauchs sogar signifikant − erhöhte Werte für die Mutanten (Abb. 15B und D).

Die bisher beschriebenen Messungen des Sauerstoffverbrauchs wurden bei der üblichen

Haltungstemperatur von 22°C durchgeführt, was einer moderaten Kältebelastung für Mäuse

entspricht. Um Unterschiede in der Thermoregulation als einflussnehmenden Faktor auf den

Sauerstoffverbrauch ausschließen zu können, wurde in einem zweiten Versuch durch

graduelle Erhöhung der Umgebungstemperatur die Thermoneutralzone von adulten GRNesCre-

und Wildtyp-Mäusen bestimmt (Abb. 16). Aufgrund der vorliegenden Daten wurde im Falle

der Wildtyp-Mäuse eine Thermoneutraltemperatur von 34°C angenommen. Obwohl der

Sauerstoffverbrauch sowohl im Tagesmaximum wie im Tagesminimum bei Überschreitung

von 34°C weiterhin sank, wurde als ausschlaggebender Parameter bei der Bestimmung des

oberen Grenzbereiches der Thermoneutralzone die Futteraufnahme gewertet, die sich bei

einem Temperaturanstieg über 34°C sprungartig um nahezu 40% verringerte.
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Abb. 16: Mittelwerte (±SE) für Sauerstoffverbrauch (A, B), Futteraufnahme (C) und
Körpermasse (D) von adulten GRNesCre- (_____) und Wildtyp-Mäusen (·······) der Gruppe I
(N (mut/wt): 3/3) in Abhängigkeit von der Umgebungstemperatur. In den Abb. A-C wurden
für jede Temperatur die Daten von mindestens 4 Versuchstagen gemittelt, die Werte der
Körpermasse beziehen sich auf das Ende jeder Temperaturstufe (D). Für den O2-Verbrauch
ist das Tagesminimum (A) bzw. -maximum (B) auf der Basis eines 3-Stunden-Mittelwertes
angegeben.
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Da dieser Abfall zudem mit einer Reduktion der Körpermasse einherging (Abb. 16C und D),

wurde dies trotz des weiter geringfügig sinkenden Sauerstoffverbrauchs als Zeichen für

einsetzenden Hitzestress gewertet. Bei den GRNesCre-Mäusen wurde dagegen eine Thermo-

neutraltemperatur von 36°C angenommen, da es erst bei Überschreiten dieses Grenzwertes zu

einer Abnahme der Körpermasse kam (Abb. 16D). Die so festgelegten Umgebungs-

temperaturen erlaubten die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs bei minimalem Energie-

verbrauch für thermoregulatorische Reaktionen ohne Anzeichen von Hitzestress.

Abb. 17: Gewichtete Mittelwerte (±SE) für Sauerstoffverbrauch und Plasmathyroxin-
Konzentration von GRNesCre- (schwarz) und Wildtyp-Mäusen (weiß) aller drei adulten
Gruppen (I-III) bei Kältebelastung (22°C, 10 d) und unter thermoneutralen Bedingungen (TN,
4 d). A) O2-Verbrauch pro Gesamttier, N (mut/wt): 3/3 (22°C), 10/10 (TN); B) O2-Verbrauch
pro Körpermasse (KM)2/3, N: 3/3 (22°C), 10/10 (TN); C) Plasmathyroxin-Konzentration, N:
26/26 (22°C), 5/10 (TN). Bei 22°C wurden von F. Tronche (DKFZ, Heidelberg, BRD)
erhobene Daten mit ausgewertet. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Die Auswertung der Sauerstoffmessungen unter für beide Genotypen thermoneutralen

Bedingungen zeigt, dass das Tagesmittel des O2-Verbrauchs in beiden Fällen (definitions-

gemäß) niedriger ist als bei 22°C, wobei aber der Unterschied zwischen den Genotypen

bestehen bleibt (Abb. 17A). Bei Berücksichtigung des Volumen-Oberflächen-Verhältnisses

kann dieser Unterschied jedoch − im Gegensatz zu den Ergebnissen bei 22°C − vollständig

eliminiert werden (Abb. 17B). Neben der geringeren Größe und des daher ungünstigeren

Volumen-Oberflächen-Verhältnisses scheint die geringere Felldichte der Mutanten (siehe
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2.2.1.1), die vor allem bei adulten Mäusen offensichtlich wird, bei 22°C zusätzlich eine

gesteigerte Thermogenese notwendig zu machen, da die geringere Fellisolation einen höheren

Wärmeverlust pro Oberflächeneinheit bedingt. Ein veränderter Basalstoffwechsel infolge des

zentralen GR-Defektes scheint aufgrund dieser Messungen eher unwahrscheinlich.

Um weitere Aufschlüsse über die thermoregulatorischen Fähigkeiten der Mäuse zu erhalten,

wurde bei adulten Tieren die Plasmakonzentration an Thyroxin (T4) bei moderater Kälte-

belastung (22°C) und unter thermoneutralen Bedingungen bestimmt. Als Vorläufer des

Trijodthyroxins (T3) ist T4 bei der metabolischen Kälteabwehr essentiell. Dass sowohl bei den

Wildtypen als auch bei den Mutanten der T4-Spiegel bei 22°C gegenüber der Messung bei

thermoneutralen Bedingungen erhöht ist (Abb. 17C), spricht für eine in beiden Fällen normale

Antwort der Schilddrüse auf Kältestimulation. Die generell niedrigeren T4-Spiegel bei den

Mutanten könnten den Einfluss der erhöhten Glukokortikoid-Konzentrationen auf die

Hypophysen-Schilddrüsen-Achse widerspiegeln (Re et al., 1976).

3.2.3 Einfluss des zentralen GR-Defekts auf die Plasmakonzentrationen an Leptin und

Insulin im Entwicklungsverlauf

Abb. 18: Gewichtete Mittelwerte (±SE) für die Plasmaleptin- (oben) und Plasmainsulin-
Konzentrationen (unten) von GRNesCre- (schwarz) und Wildtyp-Mäusen (weiß) im Alter von
10, 21 und 35 Tagen und im adulten Zustand. N (mut/wt): 13/18 + 8/6 (d10), 19/17 + 10/17
(d21), 8/11 + 7/11 (d35), 11/12 + 10/12 (adult).*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Neben der Körperzusammensetzung wurden im Entwicklungsverlauf parallel die Plasma-

konzentrationen an Leptin und Insulin bei GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen verschiedener

Altersstufen bestimmt. Bei Betrachtung der Wildtypen fällt zunächst die gegenläufige Ent-

wicklung der beiden Hormonkonzentrationen während der ersten 5 Lebenswochen auf (Abb.

18A und B): während der Plasmaleptinspiegel langsam sinkt, kommt es zu einem kontinuier-

lichen Anstieg der Plasmainsulin-Konzentration, wobei sich diese Entwicklung − im Gegen-

satz zu der Situation beim Leptin − auch im adulten Alter fortsetzt. Im Vergleich zu den Wild-

typen zeigen die Mutanten während der ersten 5 Lebenswochen einen signifikant erhöhten

Plasmaleptinspiegel. Hinsichtlich des Insulins ist die gleiche Tendenz zu beobachten, aller-

dings wird nur bei dem Vergleich von 10 Tage alten GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen das

Signifikanzniveau erreicht. Im Gegensatz zu den Jungtieren ist bei adulten Mäusen allerdings

kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den beiden Genotypen nachzuweisen, wobei

aber zumindest für Leptin der Mittelwert der Mutanten klar unter dem der Wildtypen liegt.

Abb. 19: Korrelation zwischen dem Plasmainsulin- und Plasmaleptinspiegel. Dargestellt sind
Regressionen für 10 (·······, r=0,69, P<0,01), 21 (           , r=0,39, P<0,05) und 35 Tage alte
(- - - -, r=0,50, P<0,05) sowie adulte (_____ , r=0,54, P<0,01) Mäuse. Da nur im Alter von 10
Tagen ein minimaler Genotyp-Unterschied besteht, sind die beiden Genotypen jeweils in einer
Regression zusammengefasst. N (mut/wt): 8/6 (d10), 9/17 (d21), 7/11 (d35), 10/12 (adult).

In Abb. 19 wurden die Plasmakonzentrationen von Leptin und Insulin gegeneinander auf-

getragen. Da sich nur bei den 10 Tage alten Tieren die Regressionen für GRNesCre- und

Wildtyp-Mäusen signifikant im y-Achsenabschnitt unterschieden (P<0,05, nicht gezeigt),

wurden in den verschiedenen Altersgruppen jeweils beide Genotypen in einer Regression
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zusammengefasst, wobei der jeweilige Korrelationskoeffizient signifikant von Null ver-

schieden ist (P<0,05). Das Verhältnis zwischen den beiden Hormonen scheint also weit-

gehend genotypunabhängig zu sein. Es zeigt sich allerdings eine Altersabhängigkeit. Die

Regression für die 21 Tage alten Tiere ist im Vergleich zu den 10 Tage alten Mäusen

signifikant zu höheren Insulin-Werten hin verschoben (P<0,01). Bei dem Vergleich von 21

und 35 Tage alten Tieren ist dies ebenfalls der Fall (P<0,001). Auch wenn sich die Regres-

sionen für 35 Tage alte und adulte Mäuse statistisch nicht voneinander unterscheiden

(P>0,05), scheint die allgemeine Tendenz zu bestehen, dass mit zunehmendem Alter der Wert

für das Insulin:Leptin-Verhältnis steigt.

Abb. 20: Plasmaleptin-Konzentrationen als Funktion der Körperfettmasse (A) bzw. des
prozentualen Körperfettgehalts (B). Gezeigt sind in semi-logarithmischer Darstellung
Regressionen für 10 (·······, 0,29<r<0,77), 21 (        , 0,32<r<0,80) und 35 Tage alte (- - - - ,
0,72<r<0,83) sowie adulte (_____ , 0,78<r<0,90) GRNesCre- (schwarz) und Wildtyp-Mäuse
(grau). N (mut/wt): 15/16 (d10), 20/18 (d21), 8/11 (d35), 12/12 (adult). Außer bei den 10 und
21 Tage alten Wildtypen unterscheiden sich alle Regressionen signifikant von Null.
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Da der Plasmaleptinspiegel üblicherweise sehr stark mit dem Fettgehalt der Tiere korreliert,

wurden diese beiden Variablen für die unterschiedlichen Altersgruppen und Genotypen

gegeneinander aufgetragen, wobei für Leptin eine logarithmische Skala gewählt wurde (Abb.

20). Da zum jetzigen Zeitpunkt unbekannt ist, ob der Plasmaleptinspiegel enger mit der

Gesamtkörperfettmasse oder mit dem prozentualen Fettgehalt zusammenhängt, wurde die

Plasmaleptin-Konzentration in Bezug zu beiden Größen gesetzt. Prinzipiell zeigt sich auch

hier in beiden Fällen eine Altersabhängigkeit, da die Steigungen der Regressionsgeraden −

unabhängig vom Genotyp der Tiere − mit zunehmendem Alter sinken. Bei einem Vergleich

der Genotypen innerhalb jeder Altersstufe ergibt sich eine Parallelverschiebung der

Regressionen mit einem jeweils signifikanten Unterschied im y-Achsenabschnitt. Die einzige

Ausnahme bildet die Beziehung zwischen prozentualem Körperfettgehalt und Plasmaleptin

bei den 10 Tage alten Mäusen, wo das Signifikanzniveau beim Vergleich der beiden

Genotypen nicht erreicht wird (P>0,05). Die Regulation der Plasmaleptin-Konzentration

scheint bei den Mutanten unabhängig vom Alter der Tiere durchgehend zu höheren Werten

verschoben zu sein.

3.3 VERSUCHSSERIE C: AUSWIRKUNG EINER LACHS-CALCITONIN-BEHAND-

LUNG BEI MÄUSEN UND RATTEN

Abb. 21: Wirkung einer eintägigen Behandlung mit Leptin (200 pmol·g-1·d-1), sCT (2,1
pmol·g-1·d-1) und einer Kombination beider Substanzen auf C57Bl/6J-Mäuse bei ausschließ-
licher Standarddiät-Fütterung. Gezeigt ist die Differenz (gewichtete Mittelwerte ±SE) in der
Energieaufnahme zwischen behandelten und Kontroll-Tieren am Effekttag. Es wurden 4
unabhängige Behandlungstage ausgewertet. Leptin: weiß, n=13; sCT: schwarz, n=13;
Kombination: grau, n=8; PBS-Kontrolle (Null-Linie): n=14. *P<0,05.
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3.3.1 Vergleich der Wirkungsstärken von Leptin und Lachs-Calcitonin bei pelletierter

Standard-Diät

Abb. 22: Wirkung einer eintägigen Behandlung mit Leptin (200 pmol·g-1·d-1), sCT (2,1
pmol·g-1·d-1) und einer Kombination beider Substanzen auf C57Bl/6J-Mäuse bei ausschließ-
licher Standarddiät-Fütterung. Gezeigt sind für die einzelnen Behandlungsgruppen Mittel-
werte (±SE) für den Verlauf der Pelletaufnahme (A) und der Körpermasse (B) am Beispiel
eines Behandlungstages. Leptin: - - - -, N=4; sCT: _____ schwarz, N=4; Kombination: _____

grau, N=4; PBS-Kontrolle: ·······, N=3. Pfeile markieren Injektionszeitpunkte.

Werden C57Bl/6J-Mäuse bei ausschließlichem Angebot der pelletierten Standard-Diät mit

Leptin, sCT oder einer Kombination aus beiden Substanzen behandelt, zeigen sich

signifikante Unterschiede in der jeweiligen Reaktion (Abb. 21). So reduziert sich die am

Effekttag aufgenommene Pelletmenge infolge einer eintägigen Behandlung mit 200

pmol·g-1·d-1 Leptin signifikant um 0,6 g, was etwa 13% der Pelletaufnahme im Vorlauf

entspricht (P<0,05). Im Vergleich dazu hat eine ungefähr 100-fach niedrigere molare Dosis an

sCT (2,1 pmol·g-1·d-1) einen deutlich stärkeren Effekt und führt zu einer Verdoppelung der
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Reduktion der Pelletaufnahme (1,2 g bzw. 26%, P<0,001). Werden beide Peptide in Kombi-

nation verabreicht, führt dies zu einer Abnahme in der Pelletaufnahme um 2 g bzw. 43%

(P<0,001), die beiden Einzelreaktionen scheinen sich folglich zu addieren. In Abb. 21 sind die

entsprechenden Werte auf der Basis der metabolisierbaren Energie angegeben.

Bei Betrachtung des Verlaufs der absoluten Pelletaufnahme am Beispiel eines Behandlungs-

tages (Abb. 22A) zeigt sich als Bestätigung des hier angewandten Auswertverfahrens, dass

die Wirkung der beiden Substanzen auf den Effekttag beschränkt ist. Bereits am darauf-

folgenden Tag hat die Pelletaufnahme ihr Ausgangsniveau erreicht, lediglich die Streuung hat

sich vergrößert. Ein kompensatorisches Überschießen während der Nachlaufphase ist −

zumindest bei den hier zur Anwendung gekommenen Dosierungen − nicht zu beobachten.

Hinsichtlich der Körpermasse kommt es nur bei der kombinierten Gabe zu einer leichten

Reduktion, die sich nach dem Normalisieren der Pelletaufnahme wieder umkehrt (Abb. 22B).

3.3.2 Vergleich der Wirkungsstärken von Leptin- und Lachs-Calcitonin bei zusätz-

lichem Angebot einer attraktiven Zusatzdiät

Wird C57Bl/6J-Mäusen neben der pelletierten Standard-Diät weiße Schokolade als attraktive,

fettreiche Zusatzdiät (PHF-Diät) angeboten (Abb. 23), so steigt die tägliche Energieaufnahme

an (C. Daniel5 und I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse). Bei den hier untersuchten Mäu-

sen sinkt dabei die Aufnahme der Standard-Diät auf unter 15% der bei alleiniger Fütterung

aufgenommenen Menge (0,57±0,07 vs. 3,82±0,09 g/d, P<0,001). 88±1% der metabo-

lisierbaren Energie entstammen nun der PHF-Diät. Die Körpermasse steigt infolge der leicht

erhöhten Energieaufnahme kontinuierlich an (Abb. 23A).

Nach insgesamt mehr als 50 Tagen auf dieser Zusatzdiät erfolgt auf die Gabe der gleichen

Leptindosis, die bei Mäusen mit ausschließlicher Standarddiät-Fütterung eine signifikante

Reduktion der Futteraufnahme auslöst (siehe Abb. 21 und 22), keine Reaktion (Abb. 23B-D,

links). Im Gegensatz dazu führt die Gabe einer mehr als 100-fach niedrigeren Dosis an sCT

(1,6 pmol·g-1·d-1), die im Abstand von 5 Tagen zunächst der einen, dann der anderen Hälfte

der Tiere verabreicht wurde, zu einer deutlichen Reduktion der Schokoladenaufnahme (Abb.

23B und D, Mitte). Interessanterweise kommt es aber infolge der sCT-Behandlung nicht zur

gleichzeitigen Reduktion, sondern vielmehr zu einer leichten, aber signifikanten Steigerung

                                                
5 Diplomarbeit C. Daniel, Justus-Liebig-Universität Gießen, 2002
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der Pelletaufnahme (Abb. 23C und D, Mitte), die allerdings energetisch die Abnahme der

Schokoladenaufnahme nicht kompensiert. Eine Wiederholung der Leptinbehandlung am Ende

des Versuchszeitraumes bestätigt den kompletten Ausfall der Leptinwirkung auf die Energie-

aufnahme bei diesem Nahrungsangebot (Abb. 23A-D, rechts). Wie bereits in Abb. 22 für die

alleinige Fütterung der Standard-Diät gezeigt, löst die Veränderung der Futteraufnahme

infolge der Leptin- bzw- sCT-Behandlung auch bei diesem Nahrungsangebot keinen kompen-

satorischen Effekt während der Nachlaufphase aus. Ein Vergleich zwischen behandelten und

Kontroll-Tieren ergibt weder für die Gesamtenergieaufnahme noch für die einzelnen Diät-

komponenten einen signifikanten Unterschied im Nachlauf (P>0,05).
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Abb. 23 (vorherige Seite): Wirkung eintägiger Behandlungen mit Leptin (200 pmol·g-1·d-1)
und sCT (1,6 pmol·g-1·d-1) auf C57Bl/6J-Mäuse bei zusätzlichem Angebot von Schokolade
(PHF-Diät) seit mehr als 50 Tagen. Gezeigt sind die individuellen Verläufe der Körpermasse
(A), der Schokoladen-Aufnahme (B) und der Pellet-Aufnahme (C) von behandelten (schwarz,
N=5) und Kontroll-Tieren (grau, N=5). Nach der ersten sCT-Behandlung wurden die Be-
handlungsgruppen getauscht. Pfeile markieren Injektionszeitpunkte. D) Differenz (Mittelwerte
±SE) in der Energieaufnahme zwischen behandelten und Kontroll-Tieren (Null-Linie) am
jeweiligen Effekttag. Pellet- und Schokoladenaufnahme sind getrennt dargestellt. Leptin: weiß
(außen), sCT: schwarz (innen). ** P<0,01, *** P<0,001.

Abb. 24 stellt die Änderungen in der Energieaufnahme infolge einer Leptin- bzw. sCT-

Behandlung in Abhängigkeit von der angebotenen Nahrung gegenüber. Um die Unterschiede

in der Gesamtenergieaufnahme zu berücksichtigen, ist die Veränderung der Energieaufnahme

in Prozent der unbeeinflussten Energieaufnahme im jeweiligen Vorlauf angegeben. Im Ge-

gensatz zu dem bei ausschließlicher Standarddiät-Fütterung deutlichen Leptineffekt (P<0,05)

ist nach mehr als 50 Tagen zusätzlicher Schokoladenfütterung kein Unterschied zwischen den

behandelten und den Kontroll-Tieren zu verzeichnen (P=0,99). Der anorektische Effekt des

sCT dagegen, der bereits bei Standarddiät-Fütterung signifikant stärker als der Leptineffekt

ist, hat sich durch die Schokoladen-Fütterung verdoppelt, obwohl bei identischer Dosis pro

Tier die massenspezifische sCT-Dosis durch die erhöhte Körpermasse infolge der Schoko-

ladenfütterung (Tab. 3) sogar etwas niedriger ist. Die Bestimmung des Körperfettgehalts

dieser Mäuse zeigt, dass sie infolge der Schokoladenfütterung ihren Körperfettgehalt mit

32±2% im Vergleich zu normalen Mäusen etwa verdoppelt haben.

Abb. 24: Vergleich der Wirkung einer eintägigen Behandlung mit Leptin (weiß) bzw. sCT
(schwarz) bei C57Bl/6J-Mäusen bei ausschließlicher Standarddiät-Fütterung (links) bzw. bei
zusätzlichem Angebot einer PHF-Diät (rechts). Gezeigt sind gewichtete Mittelwerte (±SE) für
die Differenz in der Energieaufnahme am Effekttag zwischen behandelten und Kontroll-
Tieren (Null-Linie). Aufgrund unterschiedlicher Ausgangswerte ist die Differenz in Prozent
der Energieaufnahme im Vorlauf angegeben. n-Zahlen und Dosisangaben siehe Abb. 21 und
23. *P<0,05, ***P>0,001.
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Um die Vermutung zu widerlegen, dass die sCT-Wirkung bei länger anhaltender Schoko-

ladenfütterung eventuell nachlässt, wurde zusätzlich eine sCT-Behandlung bei einer zweiten

Versuchsgruppe von C57Bl/6J-Mäusen durchgeführt, denen zuvor insgesamt für etwa 3

Monate die PHF-Diät angeboten worden war. Diese Tiere reagierten in gleichem Maße auf

eine ähnliche sCT-Dosis und reduzierten ihre Energieaufnahme am Effekttag um durch-

schnittlich 38±7 kJ (=50±7%, N=5/5). Die in Abb. 25 dargestellte Korrelation zwischen der

sCT-Wirkung und der Körpermasse der behandelten Mäuse aus beiden Versuchsgruppen

vermittelt den Eindruck, dass die anorektische Wirkung des sCT sogar mit steigender

Körpermasse zunimmt.

Abb. 25: Korrelation zwischen der Körpermasse am Behandlungstag und der individuellen
Abweichung der Energieaufnahme der mit sCT behandelten Mäuse vom Mittelwert der
Kontroll-Tiere am Effekttag (Null-Linie) nach mehrwöchigem zusätzlichem Angebot einer
PHF-Diät. Gezeigt sind Einzeldaten plus Regression (r=-0,60, P<0,05) für die in Abb. 23
dargestellten Tiere an zwei sCT-Behandlungstagen (Dosis: 1,6 pmol·g-1·d-1, Kreise, N=10)
sowie von Mäusen, die nach 84 d Schokoladenfütterung mit sCT behandelt wurden (Dosis:
1,5 pmol·g-1·d-1, Dreiecke, N=5).

3.3.3 Vergleich der Wirkungsstärke von Lachs-Calcitonin bei normalgewichtigen und

genetisch adipösen Tiermodellen

Neben den Untersuchungen an Mäusen mit diätinduzierter Adipositas wurde die Wirksamkeit

einer sCT-Behandlung auch bei genetisch adipösen Tieren getestet und mit der Wirkung bei

Wildtyp-Tieren verglichen (Abb. 26 und 27). Die Adipositas der hier untersuchten Tiere

beruht in zwei Fällen auf einer Störung des Leptin-Systems: während ob/ob-Mäuse kein
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funktionelles Leptin synthetisieren können, weisen fa/fa-Ratten einen defekten Leptinrezeptor

auf. Bei den -/- MC4-r-KO-Mäusen ist die zentrale Signaltransmission im Leptin-System

gestört, da der MC4-Rezeptor und damit das auf die Futteraufnahme inhibitorisch wirkende

αMSH/MC4-System ausgeschaltet ist, dem eine wichtige Rolle bei der zentralen Vermittlung

der Leptinwirkung zugesprochen wird.

Abb. 26: Vergleich der Wirkung einer eintägigen sCT-Behandlung bei ausschließlicher
Standarddiät-Fütterung bei C57Bl/6J-, -/- MC4-r-KO- und ob/ob-Mäusen. Gezeigt ist die
Differenz in der Energieaufnahme am Effekttag zwischen behandelten und Kontroll-Tieren
(Null-Linie). Aufgrund unterschiedlicher Ausgangswerte ist die Differenz in Prozent der
Energieaufnahme im Vorlauf angegeben. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte (±SE) für die
untersuchten Dosierungen sowie Regressionen plus 95%-Konfidenzintervalle über die Einzel-
werte bei logarithmischer Auftragung der sCT-Dosis pro Tier (A) bzw. bei linearisierter
Auftragung der massenspezifischen sCT-Dosis (B). C57Bl/6J-Mäuse: - - - - , Kreise, n=61,
r=-0,72, P<0,001. -/- MC4-r-KO-Mäuse: _____ , Quadrate, n=33, r=-0,40, P<0,05. ob/ob-
Mäuse:           , Dreiecke, n=12, r=-0,42, P>0,05. n-Zahlen geben die Anzahl der individuel-
len sCT-Behandlungen an. Korrelationskoeffizienten beziehen sich auf Teil A.
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Um trotz der unterschiedlichen Ausgangsbedingungen einen Vergleich auf Basis der Futter-

aufnahme zu ermöglichen, wurde auch hier die Veränderung der Pelletaufnahme infolge der

sCT-Behandlung in Prozent der Energieaufnahme im Vorlauf dargestellt. Da außerdem nicht

vollständig geklärt ist, ob bei einem Vergleich der relativen Ansprechbarkeit der verschie-

denen Tiermodelle die sCT-Dosen als Absolutwerte oder aber aufgrund der stark unterschied-

lichen Körpermassen massenspezifisch angegeben werden sollten, wurden in Abb. 27A und B

beide Alternativen berücksichtigt. Die gleiche Art der Darstellung wurde für den Vergleich

zwischen Wildtyp- und fa/fa-Ratten gewählt. Diese wurden aus Gründen der Übersichtlichkeit

in gesonderten Graphen (Abb. 27A und B) dargestellt.

C57Bl/6J-Mäuse zeigen eine deutliche Dosisabhängigkeit in der sCT-Reaktion. Ab einer

sCT-Dosis von 49 pmol·d-1 bzw. 2,1±0,1 pmol·g-1·d-1 lässt sich ein signifikanter Unterschied

zwischen behandelten und Kontroll-Tieren nachweisen (P<0,001), wobei sich die Signi-

fikanzgrenze durch Erhöhung der N-Zahlen bei den niedrigeren hier angewandten sCT-

Dosierungen vermutlich nach unten verschieben ließe. In dem hier getesteten Dosisbereich

lässt sich die Energieaufnahme der C57Bl/6J-Mäuse bis auf 50% der Vorlaufaufnahme

reduzieren.

Der genetische Defekt wirkt sich in allen drei Fällen negativ auf die sCT-Wirkung aus.

Werden die Dosis-Wirkungs-Beziehungen bei C57Bl/6J- und -/- MC4-r-KO-Mäusen mit

Hilfe einer multiplen linearen Regressionsanalyse auf Basis der linearen Regressionen in Abb.

26A verglichen, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied (P<0,001). Auf Basis der massen-

spezifischen sCT-Dosis (Abb. 26B) bei halblogarithmischer Auftragung (nicht gezeigt) ergibt

sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (P<0,05). Die -/- MC4-r-KO-Mäuse zeigen folg-

lich gegenüber der gleichen sCT-Dosis im Vergleich zu den C57Bl/6J-Mäusen eine

verminderte Reaktion. Dieser Befund scheint nicht darauf zu beruhen, dass bei den -/-

MC4-r-KO-Mäusen generell der Schwellenwert zu höheren Dosen hin verschoben ist. Die

Durchführung einer Varianzanalyse auf Basis der Einzelmesswerte ergibt nämlich − wie

bereits für die C57Bl/6J-Mäuse − einen signifikanten Unterschied zwischen behandelten und

Kontroll-Tieren ab einer sCT-Dosis von 49 pmol·d-1 (=0,83±0,02 pmol·g-1·d-1).

Für die ob/ob-Mäuse ergibt sich bei Durchführung einer Varianzanalyse bei keiner der drei in

der Abbildung dargestellten sCT-Dosierungen ein signifikanter Unterschied zwischen den

behandelten und den Kontroll-Tieren. Erst bei Applikation einer sCT-Dosis von 18

pmol·g-1·d-1 (=1363±31 pmol·d-1), einer Verdopplung der massenspezifischen bzw. einer Ver-



                                                                                                                                       Ergebnisse

91

dreifachung der absoluten Dosis, kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Energie-

aufnahme um 17±3% (P<0,01, n(ko/sCT)=6/6, nicht gezeigt). Die Regressionsanalyse ergibt

folglich unabhängig von der Wahl der Dosisangabe einen signifikanten Unterschied sowohl

zu den C57Bl/6J- als auch zu den -/- MC4-r-KO-Mäusen (jeweils P<0,001). Die ob/ob-Mäuse

zeigen sich somit deutlich insensitiver gegenüber sCT als die beiden anderen untersuchten

Mausmodelle.

Abb. 27: Vergleich der Wirkung einer eintägigen sCT-Behandlung bei ausschließlicher
Standarddiät-Fütterung bei Wildtyp- und fa/fa-Ratten. Gezeigt ist die Differenz in der
Energieaufnahme am Effekttag zwischen behandelten und Kontroll-Tieren (Null-Linie).
Aufgrund unterschiedlicher Ausgangswerte ist die Differenz in Prozent der Energieaufnahme
im Vorlauf angegeben. Gezeigt sind jeweils Mittelwerte (±SE) für die untersuchten
Dosierungen sowie Regressionen plus 95%-Konfidenzintervalle über die Einzelwerte bei
logarithmischer Auftragung der sCT-Dosis pro Tier (A) bzw. bei linearisierter Auftragung
der massenspezifischen sCT-Dosis (B). fa/fa-Ratten: _____, Dreiecke, n=16, r=-0,79, P<0,001.
Wildtyp-Ratten: - - - - , Raute, n=16, r=-0,91, P<0,001. n-Zahlen geben die Anzahl der indivi-
duellen sCT-Behandlungen an. Korrelationskoeffizienten beziehen sich auf Teil A.
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Wildtyp-Ratten scheinen prinzipiell eine höhere Empfindlichkeit gegenüber sCT aufzuweisen,

da deren Pelletaufnahme durch die Gabe einer massenspezifischen sCT-Dosis, die bei

Wildtyp-Mäusen zu einer 40%igen Reduktion führt, um über 90% reduziert werden kann

(Abb. 27B). Auch der Vergleich auf Basis der absoluten Dosis scheint diese Tatsache zu

bestätigen: wird die Regression für die C57Bl/6J-Mäuse in Abb. 28A bis zu einer Dosis von

2,5·103 pmol·d-1 verlängert, was der höchsten sCT-Dosis bei den Wildtyp-Ratten entspricht,

so würde diese Dosis nur einer etwa 70%igen Reduktion der Energieaufnahme bei den

C57Bl/6J-Mäusen entsprechen. Auf die statistische Analyse dieses Unterschiedes wurde in

der vorliegenden Arbeit verzichtet, da − trotz der Angabe der Veränderung der Energieauf-

nahme in Prozent der Vorlaufaufnahme − ein direkter Vergleich zwischen Mäusen und Ratten

kritisch zu beurteilen ist.

Die fa/fa-Ratten zeigen im Vergleich zu den Wildtyp-Ratten eine signifikant verminderte

Reaktion auf eine gegebene sCT-Dosis (P<0,001 in Regressionsanalyse, Abb. 27A und B).

Wie schon für die Mäuse angesprochen, ergibt sich dieser Unterschied nicht durch eine

Schwellenverschiebung, bei beiden Ratten-Genotypen wird das Signifikanzniveau bei dem

Vergleich von behandelten und Kontroll-Tieren bei einer Dosis von 1,5 pmol·g-1·d-1 erreicht.

Der Unterschied in der Empfindlichkeit gegenüber sCT zeigt sich vielmehr in einer gerin-

geren Steigung der Dosis-Wirkungs-Kurven. Trotz der offensichtlich verminderten sCT-

Wirkung im Vergleich zu den Wildtyp-Ratten zeigen fa/fa-Ratten aber interessanterweise eine

immer noch deutlich stärkere Reaktion als ob/ob-Mäuse (P<0,05 für Abb. 27A; P<0,001 für

Abb. 27B), obwohl bei beiden Tiermodellen das Leptin-Systems ausgefallen und deren

Adipositas in etwa gleichem Maße ausgeprägt ist.

3.3.4 Auswirkung einer Behandlung mit Lachs-Calcitonin auf den Plasmainsulin-

spiegel

Bei einem Vergleich der Plasmainsulin-Konzentrationen unbehandelter Tiere ergeben sich

deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (Tab. 5). Verglichen mit

den Befunden bei ausschließlichem Angebot der pelletierten Standard-Diät zeigen C57Bl/6J-

Mäuse nach zusätzlicher Fütterung der PHF-Diät einen 3-4-fachen Anstieg ihres Plasma-

insulinspiegels. Im Vergleich dazu ist allerdings der Anstieg infolge eines genetischen

Defektes innerhalb des Leptin- bzw. des αMSH/MC4-Systems deutlich größer. Dabei treten

allerdings graduelle Abstufungen auf. Während die Plasmainsulin-Konzentration von

-/- MC4-r-KO-Mäusen bereits um mehr als das 20-fache im Vergleich zu C57Bl/6J-Mäusen
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auf Standard-Diät angestiegen ist, besitzen ob/ob-Mäuse einen Plasmainsulinspiegel der um

noch einmal das 5-fache höher liegt als der bei -/- MC4-r-KO-Mäusen. fa/fa-Ratten dagegen

liegen hinsichtlich ihres Insulinspiegels eher im Bereich der -/- MC4-r-KO-Mäuse, was im

Vergleich zu Wildtyp-Ratten einer 10-fachen Erhöhung entspricht.

Tabelle 5: Plasmainsulin-Konzentrationen der in dieser Arbeit untersuchten Mäuse- und
Rattenmodelle. Kontrollwerte und die entsprechenden N-Zahlen (ko) beziehen sich auf mit
PBS behandelte bzw. unbehandelte Tiere. Die übrigen Mäuse wurden 5h nach nach Verab-
reichung der ersten bzw. 1h nach Verabreichung der zweiten Lachs-Calcitonin (sCT)-
Injektion (490 pmol/d) getötet. PHF=palatable, high-fat (attraktiv, fettreich).

Wie erste Messungen zeigen, führt trotz der unterschiedlichen Ausgangswerte eine sCT-

Behandlung innerhalb von 5 Stunden bei allen 4 untersuchten Maus-Modellen zu einer deut-

lichen Senkung des Plasmainsulinspiegels um 50-80%. Das Signifikanzniveau wird dabei nur

im Falle der ob/ob-Mäuse − vermutlich aufgrund der geringen N-Zahl der mit sCT behandel-

ten Tiere − knapp verfehlt. Obwohl die Änderung der Plasmainsulin-Konzentration infolge

der sCT-Behandlung bei den ob/ob-Mäusen mit Abstand am größten ist, bleibt der Unter-

schied zwischen den einzelnen Mäusegruppen aber trotz des sCT-Einflusses weiterhin

bestehen.

3.3.5 Auswirkung einer Behandlung mit Lachs-Calcitonin auf die NPY-mRNA-

Konzentration im Nucleus arcuatus

Infolge der beobachteten Unterschiede zwischen den einzelnen Tiermodellen hinsichtlich

ihrer Reaktion auf die subkutane Gabe von sCT wurden neben dem Plasmainsulinspiegel wei-

tere Einflussfaktoren in Betracht gezogen. Abb. 28 und 29 zeigen die Ergebnisse einer in situ-

Standard-Diät P<0,05 15 / 5
Standard- plus 

PHF-Diät P<0,01 25 / 5

 -/- MC4-r-KO-Mäuse Standard-Diät P<0,05 13 / 6

ob/ob -Mäuse Standard-Diät P=0,06 26 / 3

 Wildtyp-Ratten Standard-Diät - 6 / 0

 fa/fa -Ratten Standard-Diät - 22 / 0

Tiermodell
N 

(ko/sCT)

  453 +/- 108

C57Bl/6J-Mäuse

Diät

  8 +/- 1

17 +/- 4

 -

Kontrolle
nach sCT-

Behandlung

 -

2348 +/- 270

36 +/- 5

556 +/- 73

P

489 +/- 43

Plasma Insulin [µU/ml]

230 +/- 50

70 +/- 7

20 +/- 2
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Hybridisierung zur quantitativen Bestimmung der NPY-mRNA-Konzentration im ARC bei

mit sCT behandelten und Kontroll-Tieren.

Abb. 28: NPY-mRNA-Expression in 20 µm-Frontalschnitten der Gehirne von C57Bl/6J- (A),
-/- MC4-r-KO- (C) und ob/ob-Mäusen (D) bei auschließlicher Fütterung der pelletierten
Standard-Diät sowie von C57Bl/6J-Mäusen bei zusätzlichem Angebot der PHF-Diät (B).
Gezeigt ist − am Beispiel von repräsentativen Einzelschnitten − das nach Durchführung einer
radioaktiven in situ-Hybridisierung auf dem Röntgenfilm sichtbare Hybridisierungsmuster bei
mit sCT (rechts) bzw. PBS behandelten (links) Mäusen. Für die spätere quantitative
Auswertung wurde nur die integrierte optische Dichte des markanten Hybridierungssignals
im Nucleus arcuatus (ARC) quantitativ bestimmt.

D

C

B

A

sCTPBS
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Abb. 28 zeigt dabei am Beispiel repräsentativer Tiere jeder Versuchsgruppe das Hybridi-

sierungsmuster, das auf den Autoradiographien zu erkennen war. Basierend auf diesen Einzel-

werten wurde für das Hybridisierungssignal im ARC zunächst ein Mittelwert über alle

auszuwertenden Schnitte für jedes Tier gebildet. Darauf aufbauend wurden schließlich

Mittelwerte für jede Versuchsgruppe errechnet und statistisch miteinander verglichen (Abb.

29A). Zusätzlich wurde die gemessene NPY-mRNA-Konzentration in Beziehung zum

individuellen Körperfettgehalt gesetzt (Abb. 29B). Grundsätzlich unterscheiden sich alle vier

Mausmodelle in ihrem Körperfettgehalt, wobei die erhöhten Werte bei den drei adipösen

Modellen in jedem Fall mit einer gesteigerten Energieaufnahme kombiniert sind. Zumindest

für die beiden genetisch adipösen Mausmodelle scheint eine positive Korrelation zwischen

der NPY-mRNA-Konzentration im ARC und dem Körperfettgehalt der Mäuse zu existieren,

wobei jedoch auf Basis der Regressionsgeraden (nicht gezeigt) keine statistisch nachweis-

baren Unterschiede zwischen mit sCT behandelten und Kontroll-Tieren auftreten (P>0,05).
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Abb. 29 (vorherige Seite): NPY-mRNA-Expression im Nucleus arcuatus (ARC) von C57Bl/6J-
(Kreise), -/- MC4-r-KO- (Quadrate) und ob/ob-Mäusen (Dreiecke) bei auschließlicher
Standarddiät-Fütterung sowie von C57Bl/6J-Mäusen bei zusätzlichem Angebot der PHF-Diät
(Fünfecke). Dargestellt sind die Ergebnisse der IOD-Messung. Die dargestellte Einheit dient
nur dem relativen Vergleich. A) arithmetische und gewichtete Mittelwerte (±SE) für mit sCT
behandelte (schwarz, 490 pmol/d) und Kontroll-Tiere (weiß). B) individuelle Werte für die
Korrelation zum prozentualen Körperfettgehalt, doppelt-logarithmische Darstellung. N=4-6
für jede Behandlungsgruppe.

Die statistische Auswertung der mittleren NPY-Expression im ARC ergibt in keiner der

Mäusegruppen einen signifikanten Unterschied zwischen den mit sCT behandelten Mäusen

und den zugehörigen Kontrolltieren. Tendenziell ergibt sich für die C57Bl/6J-Mäuse bei

beiden Diäten aber ein Anstieg der NPY-mRNA-Konzentration im ARC infolge der sCT-

Behandlung, während es im Gegensatz dazu bei den genetisch adipösen Tieren eher zu einer

verminderten NPY-Expression kommt (Abb. 29A). Innerhalb jeder Behandlungsgruppe

unterscheiden sich die Werte für die ob/ob-Mäuse jeweils signifikant von denen der drei

anderen Tiermodelle (P<0,001). Zusätzlich führt die Fütterung PHF-Diät bei unbehandelten

C57Bl/6J-Mäusen im Vergleich zu der ausschließlichen Standarddiät-Fütterung zu einer

signifikanten 48%igen Reduktion der NPY-mRNA-Konzentration im ARC (P<0,01). Durch

diesen fütterungsbedingten Abfall der NPY-mRNA-Konzentration bei den C57Bl/6J-Mäusen

ergibt sich schließlich auch ein signifikanter Unterschied zu den Werten von unbehandelten

-/- MC4-r-KO-Mäusen (P<0,01).
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4 DISKUSSION

Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen sollten grundlegende

Zusammenhänge hinsichtlich der Rolle des Leptin-Systems bei der komplexen Regulation des

Energiehaushaltes erarbeitet werden. Von besonderem Interesse war dabei die Interaktion von

pharmakologischen und genetischen Manipulationen des Leptin-Systems und anderer mit der

Regulation des Energiehaushaltes in Zusammenhang stehender Hormonsysteme. Eine

Langzeit-Leptinbehandlung bei genetisch adipösen, Leptin-defizienten ob/ob-Mäusen konnte

durch die Anwendung verschiedener Leptin-Dosierungen zeigen, dass in Abhängigkeit von

der Höhe des exogen manipulierten Plasmaleptinspiegels eine Reduktion der Körpermasse,

Futteraufnahme und des Plasmainsulinspiegels der Tiere eintritt. Als entscheidender Befund

dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es gegen Ende der Leptinbehandlung zur

dosisabhängigen Stabilisierung eines neuen, niedrigen Körpermasse-Niveaus bei gleich-

bleibender Leptinresponsivität kommt, was als eindeutiger Beweis für die Existenz weiterer

an der redundanten Absicherung der Regulation des Energiehaushalts beteiligter und die

Größe der Körperfettspeicher signalisierender Systeme gewertet werden muss. Aufbauend auf

diesem Befund wurde in zwei weiteren Versuchsserien exemplarisch untersucht, welche

weiteren Hormonsysteme möglicherweise mit dem Leptin-System interagieren. GRNesCre-

Mäuse, die aufgrund eines Knockouts einen Defekt der Glukokortikoid-Rezeptoren im

Zentralnervensystem aufweisen, zeigen eine Beeinträchtigung ihres Wachstums mit einer

altersabhängigen Veränderung der Körperzusammensetzung. In Kombination mit einem

bezogen auf die Körperfettmasse überproportional hohen Plasmaleptinspiegel, muss somit

von einer Beteiligung der HPA-Achse an der Regulation des Energiehaushalts und von einer

Interaktion mit dem Leptin-System ausgegangen werden. Im Rahmen einer weiteren

Versuchsserie konnte schließlich gezeigt werden, dass Lachs-Calcitonin-Injektionen selbst in

Fällen eines genetisch oder durch das Angebot einer attraktiven Nahrung in seiner Funktion

gestörten Leptin-Systems zu einer Reduktion der Futteraufnahme führen. Die anorektische

Wirkung des Lachs-Calcitonins, bei deren Vermittlung dem Amylin-System eine vorrangige

Rolle zugesprochen wird, wird dabei durch genetische Defekte innerhalb des Leptin- bzw.

αMSH/MC4-Systems vermindert, interessanterweise aber im Falle einer diätinduzierten

Leptinresistenz infolge des Angebots einer attraktiven, fettreichen Zusatzdiät gesteigert.
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4.1 AUSWIRKUNGEN EINER LANGZEIT-LEPTINBEHANDLUNG BEI OB/OB-

MÄUSEN

Bereits die ersten Studien nach der Entdeckung des Leptins (Zhang et al., 1994) und dessen

rekombinanter Herstellung beschäftigten sich mit der Auswirkung einer Leptinbehandlung bei

ob/ob-Mäusen (Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Campfield et al., 1995; Weigle

et al., 1995; Stephens et al., 1995). Obwohl diese Pionier-Arbeiten in den folgenden Jahren

durch weitere Studien zu diesem Thema ergänzt wurden (Levin et al., 1996; Schwartz et al.,

1996a; Chehab et al., 1996; Pelleymounter, 1997; Harris et al., 1997 & 1998; Mercer et al.,

1997b; Huang et al., 1999; Breslow et al., 1999), beschränkten sich die durchgeführten

Behandlungen in den meisten Fällen auf einen Zeitraum von 2-4 Wochen, so dass Informa-

tionen über die Langzeit-Wirkung der Behandlung fehlen. Einzig Rafael & Herling (2000)

untersuchten die Auswirkung einer peripheren Leptininfusion (380 pmol/d) über einen Zeit-

raum von 75 Tagen und konnten die Einstellung eines Gleichgewichts gegen Ende der Leptin-

behandlung mit der Stabilisierung eines neuen, niedrigen Körpermasse-Niveaus feststellen.

Aufbauend auf diesen ersten Untersuchungen unter thermoneutralen Bedingungen wurde in

der vorliegenden Arbeit ein ähnlicher Versuchsansatz bei normalen Haltungsbedingungen

gewählt. Dabei sollte vorrangig durch die Anwendung von verschiedenen Leptin-Dosierungen

und die regelmäßige Gabe von zusätzlichen Leptininjektionen die Ursache für die Einstellung

einer stabilen Körpermasse in der Endphase der Leptininfusion untersucht werden.

4.1.1 Leptineffekt auf die Futteraufnahme und die Körpermasse von ob/ob-Mäusen

Anhand der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Verläufe von Körpermasse und Futter-

aufnahme lässt sich die Langzeit-Leptinbehandlung bei ob/ob-Mäusen grundsätzlich in drei

Phasen einteilen. Zunächst nimmt die Körpermasse in Kombination mit einer stark unter-

drückten Futteraufnahme rapide ab. Dann kommt es zu einem allmählichen Anstieg der

Futteraufnahme bei Verlangsamung der Körpermassenreduktion. Schließlich pendelt sich die

Futteraufnahme auf einem mittleren Niveau ein, während die Körpermasse auf einem

erniedrigten Niveau stabil gehalten wird. In der Studie von Rafael & Herling (2000) konnte

ein mit den hier erhobenen Daten vergleichbarer Verlauf der Körpermasse nachgewiesen

werden. So zeigten die Mäuse ab etwa dem 30. Behandlungstag eine Stabilisierung der

Körpermasse auf ein neues, niedriges Niveau, wobei allerdings die Frage offen blieb,

inwieweit die gewählte Leptindosis die Höhe dieses Niveaus beeinflusst. Auch in dieser

Studie zeigte sich nach einem sehr uniformen Bild während der ersten 3 Behandlungswochen
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ein deutlicher Anstieg der Streuung zwischen dem 32. und 53. Behandlungstag. Die Über-

einstimmung mit den hier erhobenen Befunden lässt vermuten, dass diese individuellen

Schwankungen in der Mitte der Behandlungsperiode nicht auf methodische Mängel zurück-

zuführen sind. Zudem traten diese größeren Schwankungen in einer weiteren Studie, bei der

ob/ob-Mäuse über einen Zeitraum von 30 Tagen intraperitoneale Leptininjektionen (29

nmol/d) erhielten, ebenfalls zwischen dem 10. und 25. Behandlungstag auf (Chehab et al.,

1996). Die eigenen Daten weisen außerdem darauf hin, dass diese Schwankungen sich mit

steigender Dosis verringern.

Auch die Futteraufnahme der in der Arbeit von Rafael & Herling (2000) unter thermo-

neutralen Bedingungen mit Leptin behandelten ob/ob-Mäuse zeigt prinzipiell einen ähnlichen

Verlauf wie die hier gezeigten Ergebnisse, mit dem Erreichen eines Minimums gegen Ende

der zweiten Behandlungswoche sowie einem langsamen Anstieg bis zum Erreichen eines

stabilen Endwertes. Die anfängliche starke Reduktion der Futteraufnahme konnte außerdem in

weiteren Studien bestätigt werden, bei denen ob/ob-Mäuse über einen Zeitraum von 28-32

Tagen intraperitoneale bzw. subkutane Leptininjektionen (6-20 nmol/d) erhielten (Pelley-

mounter et al., 1995; Halaas et al., 1995; Stephens et al., 1995). Auffällig bei den in der

vorliegenden Arbeit gezeigten Daten ist allerdings, dass der im weiteren Behandlungsverlauf

erneute Anstieg der Futteraufnahme im Gegensatz zu dem sehr gleichmäßigen Verlauf bei

Rafael & Herling (2000) einen deutlichen Einfluss der Pumpenimplantationen erkennen lässt.

Ein leichter Rückgang der Futteraufnahme am Operationstag und ein kompensatorischer

Anstieg an ein oder zwei darauffolgenden Tagen bzw. eine Latenzzeit bis zum Einsetzen der

vollen Leptinwirkung gerade bei der ersten Pumpenimplantation ist nicht ungewöhnlich. Die

hier untersuchten Tiere zeigen allerdings zudem einen sprunghaften Anstieg ihrer Futter-

aufnahme im Anschluss an fast jede der weiteren Pumpenimplantationen. Eine Erklärung

dafür ist nicht erkennbar. Grundsätzlich beinhaltete eine neu implantierte Pumpe Leptin in

identischer Konzentration zur vorhergehenden Pumpe. Das verwendete Leptin entstammte der

gleichen Produktionscharge und wurde jeweils erst unmittelbar vor dem Befüllen der Pumpen

bei Raumtemperatur aufgetaut. Der Sitz der Pumpen wurde täglich kontrolliert und auf

Verkapselungen oder Entzündungen, die die Funktion der Pumpe beeinträchtigen könnten,

hin abgetastet. Auch die Volumenbestimmung des in den Pumpen verbliebenen Restes nach

Entnahme der Pumpen ergab keinen Hinweis auf Unterschiede in der Ausstromrate. Die

beiden einzigen erkennbaren Unterschiede zu der Studie von Rafael & Herling (2000) sind die

Umgebungstemperatur und die Wahl des Narkosemittels. Für beide Parameter ist fraglich,

inwiefern sie den sprunghaften Verlauf der Futteraufnahme erklären könnten. Im Fall der



                                                                                                                                      Diskussion

100

Narkose muss zudem erwähnt werden, dass in der vorliegenden Arbeit zwei verschiedene

Narkoseverfahren zum Einsatz kamen, so dass spezifische Nebenwirkungen der Narkotika −

wie zum Beispiel eine potentielle lebertoxische Wirkung des Halothans − als einfluss-

nehmende Faktoren eher auszuschließen sind. Abschließend soll erwähnt werden, dass ein

sprunghafter Anstieg der Futteraufnahme auch bei Gabe von intraperitonealen Leptin-

injektionen (20 nmol/d) in einer der anderen mehrwöchigen Studien am 19. Behandlungstag

auftrat (Halaas et al., 1995).

4.1.2 Beruht die Abnahme der Körpermasse auf einer selektiven Reduktion der Körper-

fettmasse?

4.1.2.1 Leptineffekt auf die Körperfettmasse

Grundsätzlich wird Leptin als adipostatisches Hormon klassifiziert (Woods & Seeley, 2000),

das über einen vorwiegend zentralen Wirkmechanismus die Größe der körpereigenen

Energiereserven und somit vorrangig die Größe der Fettspeicher kontrolliert. So besteht eine

enge Korrelation zwischen dem endogenen Plasmaleptinspiegel und der Körperfettmasse

(Maffei et al., 1995; Frederich et al., 1995; Considine et al., 1996; Rosenbaum et al., 1996)

sowie zwischen der applizierten Leptindosis und der resultierenden Abnahme der Körper-

fettmasse sowohl bei ob/ob-Mäusen (Harris et al., 1998) als auch bei juvenilen Wildtyp-

Tieren (Eiden et al., 2001). In in vitro- und in vivo-Versuchen konnte gezeigt werden, dass

Leptin seine lipolytische Wirkung über eine Hemmung der Triglyzeridsynthese und einen

steigernden Effekt auf die Fettoxidation ausübt (Shimabukuro et al., 1997; Picard et al., 1998;

Frühbeck et al., 1997 & 1998; Bryson et al., 1999). Unabhängig davon, ob diese Effekte

zentral vermittelt werden oder auf einer direkten, peripheren Leptinwirkung beruhen, kommt

es infolge einer Leptinbehandlung zu einer Veränderung des Stoffwechsels, indem anstelle

von Kohlenhydraten vorwiegend körpereigene Fettreserven für die Bereitstellung von Energie

metabolisiert werden. Rafael & Herling (2000) konnten auf der Basis von Berechnungen

zeigen, dass bei einer 15-tägigen Behandlung von ob/ob-Mäusen mit einer Leptindosis von

380 pmol/d 86% des Energieverbrauchs durch den Abbau von endogenen Substraten gedeckt

werden, wobei wiederum 96% davon über den selektiven Abbau der Körperfettmasse erklärt

werden. Der relative Anstieg des Fettstoffwechsels während einer Leptinbehandlung wird

auch durch die Abnahme des RQ deutlich. Dies konnte sowohl bei Ratten (Wang T. et al.,

1999; Chen & Heiman, 2000) wie bei ob/ob-Mäusen (Hwa et al., 1996 & 1997) gezeigt

werden. An dieser Stelle sollte darauf hingewiesen werden, dass in der vorliegenden Arbeit

trotz der Leptinbehandlung durchgehend ein RQ von 0,85 angenommen wurde; der daraus
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resultierende, maximale potentielle Fehler bei der Berechnung des Energieverbrauchs beträgt

allerdings weniger als 4%.

Unbehandelte ob/ob-Mäuse weisen aufgrund ihrer extremen Adipositas in Kombination mit

einer exzessiven Futteraufnahme eine Fettleber auf. Eine solche Fettleber ist durch die

Ansammlung von Triglyzeriden in den parenchymalen Leberzellen charakterisiert (Tobe et

al., 1999), wobei deren Gewichtsanteil 5% des Lebermasse überschreitet (Ueno et al., 1997).

Bei den hier untersuchten ob/ob-Mäusen betrug der Leberfettgehalt ausgangsmäßig mehr als

20%. Grundsätzlich muss davon ausgegangen werden, dass es im Verlauf der Leptinbehand-

lung durch den allgemein verstärkten Fettabbau auch zu einer Reduktion des Lebergewichts,

im Speziellen des Leberfettgehaltes, kommt. Dies konnte für die ob/ob-Mäuse in der vor-

liegenden Arbeit sowie in mehreren unabhängigen Studien gezeigt werden (Harris et al.,

1998; Levin et al., 1996; Picard et al., 1998). Im Hinblick auf die starke lipolytische Leptin-

wirkung und die rasante Körpermassenabnahme der ob/ob-Mäuse wurde in der vorliegenden

Arbeit zusätzlich die Hypothese überprüft, ob es während der Leptinbehandlung aufgrund der

übermäßigen Mobilisierung von Speicherfetten vorübergehend zu einer Anreicherung von

Fett in der Leber kommt. Diese Hypothese wird unterstützt durch die von Rafael & Herling

(2000) aufgeworfene Überlegung, dass die primäre Leptinwirkung eine exzessive Energie-

versorgung durch endogene Ressourcen sein könnte, infolgedessen die Futteraufnahme erst

sekundär reduziert wird. Durch die verstärkte Lipolyse im Fettgewebe könnte es dabei

zwischenzeitlich zu einer durch den verstärkten Antransport von Fettsäuren verursachten

Überlastung der ohnehin geschwächten Leber und somit zu einem Anstieg des Leberfett-

gehaltes kommen. In vitro konnte in isolierten Rattenlebern infolge einer kurzzeitigen Leptin-

infusion ein dosisabhängiger Anstieg des Triglyzeridgehaltes beobachtet werden (Roden et

al., 2000). Die hier erhobenen Befunde lassen allerdings einen vorübergehender Anstieg des

Fettgehaltes im Verlauf der Leptinbehandlung von ob/ob-Mäusen eher ausschließen. Die

Reduktion des Leberfettgehaltes verhält sich zu jedem untersuchten Zeitpunkt weitgehend

proportional zu der Veränderung der Körpermasse. Allerdings sind die vorliegenden

Ergebnisse nicht ganz eindeutig, da die Werte von 3 von 8 Tieren am 13. Behandlungstag von

der ansonsten engen Korrelation zwischen Leberfettgehalt und Körpermasse deutlich nach

oben abweichen. Weitere Untersuchungen mit einer größeren N-Zahl und einer eng-

maschigeren Überprüfung des Leberfettgehaltes innerhalb der ersten 20 Tage der Leptin-

behandlung könnten eventuell zur Absicherung dieses Befundes beitragen.
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4.1.2.2 Existiert zusätzlich ein Leptineffekt auf die fettfreie Masse?

Hinsichtlich der Beeinflussung der FFDM durch die Langzeit-Leptinbehandlung ergibt sich

bei den verschiedenen hier untersuchten Altersgruppen ein unterschiedliches Bild. Bei etwa 2

Monate alten ob/ob-Mäusen, die sich in diesem Alter noch im Wachstum befinden, kommt es

im Verlauf der Leptinbehandlung zu einem signifikanten Anstieg der FFDM. Die im gleichen

Zeitraum beobachtete Körpermassenreduktion muss folglich durch einen selektiven, Leptin-

induzierten Rückgang der Fettmasse erklärt werden. Die Leptinbehandlung könnte allerdings

zusätzlich einen hemmenden Effekt auf das FFDM-Wachstum ausüben. So kann in Ermange-

lung von unbehandelten ob/ob-Mäusen im Alter von 3-4 Monaten die Möglichkeit nicht

ausgeschlossen werden, dass das unbeeinträchtigte FFDM-Wachstum im gleichen Zeitraum

größer ist, als dies hier für die mit Leptin behandelten Tiere gezeigt werden konnte. Ein

deutlicher Hinweis, dass es unter Leptinwirkung auch zu einer Reduktion der FFDM kommt,

ergibt sich aufgrund des analogen Versuchs bei älteren, ausgewachsenen ob/ob-Mäusen.

Hierbei zeigt sich eine signifikante Abnahme der FFDM infolge einer 59 Tage andauernden

Leptinbehandlung im Vergleich zu bei Versuchsbeginn getöteten Kontrolltieren. Die Zuver-

lässigkeit dieses Befundes wird dadurch unterstützt, dass eine klare Dosisabhängigkeit

nachgewiesen werden kann. Dabei kommt es bei der höchsten hier angewandten Leptindosis

von 461 pmol/d zu einer signifikanten 29%igen Reduktion der FFDM innerhalb des 59-

tägigen Behandlungszeitraumes, die immerhin 7% der Körpermassenabnahme in diesem Zeit-

raum erklärt. Aufgrund dieser Ergebnisse muss − trotz des nicht nachzuweisenden Effekts der

Leptinbehandlung auf die FFDM der noch wachsenden, jüngeren ob/ob-Mäuse − neben der

generell akzeptierten lipolytischen Leptinwirkung zusätzlich von einer Reduktion der FFDM

im Verlauf der Leptinbehandlung ausgegangen werden.

Der Rückgang der fettfreien Masse bzw. der FFDM infolge einer Leptinbehandlung konnte

auch in anderen Studien an ob/ob-Mäusen sowie Wildtyp-Tieren nachgewiesen werden. So

wurde bereits nach einer 7- bzw. 12-tägigen intraperitonealen Leptininfusion (62-2600

pmol/d) bei ob/ob-Mäusen für diverse Organe wie Herz, Nieren, Bauchspeicheldrüse und

Nebennieren ein Gewichtsrückgang beobachtet (Harris et al., 1998; Levin et al., 1996). Halaas

et al. (1995) wiesen am Ende einer 32-tägigen Behandlung mittels intraperitonealer Leptin-

injektionen (20 nmol/d) bei ob/ob-Mäusen einen 76%igen signifikanten Rückgang der Fett-

masse nach, wobei die gleichzeitige 10%ige Reduktion der fettfreien Masse allerdings

aufgrund der großen Streuung das Signifikanzniveau nicht erreichte. In der Studie von Rafael

& Herling (2000) wurde dagegen bei einer 15-tägigen Leptininfusion (380 pmol/d) das

Singifikanzniveau hinsichtlich der Reduktion der fettfreien Masse (7%) erreicht, auch hier
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beruhten aber 74% der Körpermassenabnahme auf einer Reduktion der Körperfettmasse.

Aufgrund der im Vergleich zur deutlich nachweisbaren Reduktion der Fettmasse relativ

schwachen Reduktion der FFDM infolge einer Leptinbehandlung wird deutlich, warum in

Studien an juvenilen und adulten Wildtyp-Tieren das Signifikanzniveau bei der statistischen

Auswertung dieser Veränderung selten erreicht wird (Döring, 2000; Eiden et al., 2001; Kraeft

et al., 1999; Stehling et al., 1997; Chen & Heiman, 2000).

Die Frage, ob der mehrfach beobachtete Rückgang der FFDM infolge einer Leptinbehandlung

auf einen zentral vermittelten oder möglicherweise direkten peripheren Leptineffekt zurück-

zuführen oder lediglich als sekundäre Veränderung einzustufen ist, kann aufgrund der

vorliegenden Untersuchungen nicht abschließend beantwortet werden. Ein direkter Effekt der

Leptinbehandlung dürfte aber eher unwahrscheinlich sein. Weitaus wahrscheinlicher erscheint

die Überlegung, dass aufgrund der infolge der Leptinbehandlung stark verminderten Futter-

aufnahme in Kombination mit dem Abbau des Fettgewebes als endogenem Energiespeicher

ein Glukosemangel auftritt, dem durch den Abbau von körpereigenen Proteinen entgegen-

gewirkt wird. Zusätzlich könnte bei den extrem adipösen ob/ob-Mäusen eine Entlastung des

Skeletts und der Muskulatur sowie verschiedener Organe im Zuge der starken Körpermassen-

abnahme eine Rolle spielen. Diese Überlegungen werden durch die Studie von Rafael &

Herling (2000) gestützt, in der zwar während der ersten 2 Wochen der Leptinbehandlung eine

deutliche Reduktion der FFDM beobachtet wurde, die allerdings in den nachfolgenden 60

Tagen nur noch sehr langsam voranschritt.

4.1.3 Leptineffekt auf den Sauerstoffverbrauch von ob/ob-Mäusen

4.1.3.1 Einflussgrößen, die bei der Feststellung eines Leptineffekts auf den Sauerstoff-

verbrauch von ob/ob-Mäusen zu berücksichtigen sind

Bei Wildtyp-Tieren kann eine Erhöhung des Sauerstoffverbrauchs infolge einer Leptin-

behandlung nur unter Bedingungen beobachtet werden, unter denen es bei unbehandelten

Tieren im Tagesverlauf zu einer vorübergehenden Absenkung der sympathisch aktivierten

thermoregulatorischen Thermogenese kommt, wie dies für die Säuglingsphase von Ratten

(Stehling et al., 1996) und für adulte Mäuse und Marsupialier bei limitierter Futterversorgung

(Döring et al., 1998; Döring, 2000; Geiser et al., 1998) gezeigt werden konnte. Dabei scheint

Leptin grundsätzlich nicht in der Lage zu sein, den Stoffwechsel über das Normalniveau

hinaus zu erhöhen; es kann nur energetisch bedingte Stoffwechseleinsparungen aufheben

(Schmidt et al., 1997). Die metabolischen, hormonellen und neuroendokrinen Abnormalitäten,
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die bei den Leptin-defizienten ob/ob-Mäusen zu beobachten sind, ähneln den Symptomen

eines anhaltenden Hungerzustandes (Bray & York, 1979; Coleman, 1978). Dabei zeigen diese

Mäuse u.a. bei einer normalen Haltungstemperatur von 22-26°C eine im Vergleich zu Wild-

typ-Tieren erniedrigte Körpertemperatur (Himms-Hagen et al., 1986; Pelleymounter et al.,

1995). Als Ursache dafür ist − ähnlich wie bei Wildtyp-Mäusen mit limitiertem Futterzugang

(Döring et al., 1998; Döring, 2000) − eine verminderte thermoregulatorische Thermogenese

infolge von torporartigen Absenkungen des Sauerstoffverbrauchs innerhalb der täglichen

Ruhephase anzusehen (Himms-Hagen, 1985; Webb, 1982). Durch die Aufhebung dieser

Stoffwechseleinsparungen dürfte folglich eine Leptinbehandlung bei ob/ob-Mäusen in der

Lage sein, neben der Reduktion der Futteraufnahme den täglichen Energieumsatz zu steigern.

Bereits in den ersten Studien, die sich mit der Leptinwirkung bei ob/ob-Mäusen beschäftigten,

wurde ein steigernder Leptineffekt auf den Energieverbrauch dieser Mäuse postuliert (Pelley-

mounter et al., 1995; Halaas et al., 1995). Bei den zugrunde liegenden Messungen sind

allerdings verschiedene Einflussfaktoren zu berücksichtigen, die den eindeutigen Nachweis

einer stoffwechselsteigernden Leptinwirkung erschweren. Grundsätzlich führen Kurzzeit-

Messungen ohne ausreichende Adaptation der Tiere zu Fehlaussagen aufgrund der stress-

bedingten Veränderung des Sauerstoffverbrauchs, zusätzlich zu der Vernachlässigung der

Veränderung der Messgröße im Tagesverlauf, die gerade im Hinblick auf die Leptinwirkung

von besonderer Bedeutung ist. In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund eine

kontinuierliche Sauerstoffmessung durchgeführt, mit der erst nach einer 6-tägigen Adaptation

an die Haltungsbedingungen in der Klimakammer begonnen wurde. Obwohl somit

methodisch bedingte Verfälschungen der Sauerstoffmessdaten weitgehend vermieden wurden,

ergaben sich aufgrund der starken Veränderungen von Futteraufnahme und Körpermasse im

Verlauf der Leptinbehandlung weitere Probleme. So kommt es im Zuge einer verminderten

Energieaufnahme zwangsläufig zu einer Reduktion der obligatorischen diätinduzierten

Thermogenese (Kleiber, 1975; Garrow, 1994; Rothwell & Stock, 1983). Im Gegensatz zur

fakultativen sympathisch vermittelten diätinduzierten Thermogenese kann diese ungeregelte

Stoffwechselkomponente naturgemäß nicht durch eine Leptinbehandlung beeinflusst werden.

Dass nicht nur die Futtermenge sondern auch der zeitliche Verlauf der Futteraufnahme einen

Einfluss auf die Stoffwechselrate ausüben, muss im Hinblick auf die häufig zur Kontrolle

durchgeführten "pair-feeding"-Experimente erwähnt werden. In den meisten Studien, in

denen ein stoffwechselsteigernder Leptineffekt beschrieben wird, beruht diese Aussage auf

dem Vergleich zwischen den mit Leptin behandelten Tieren und "pair-fed"-Tieren, die
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definitionsgemäß eine zu den behandelten Tieren identische Menge an Futter erhalten (Rafael

& Herling, 2000; De Souza et al., 2000; Levin et al., 1996). Auf diese Weise scheint ein

Einfluss der unterschiedlichen Futteraufnahme auf den Stoffwechsel der Tiere ausgeschlossen

zu werden. Allerdings ist seit längerem bekannt, dass das dabei auftretende "meal eating",

d.h. der komplette Verzehr der reduzierten Futtermenge innerhalb weniger Stunden zu Beginn

der Aktivitätsphase gefolgt von einer anschließenden Hungerphase, zu einer Veränderung des

Stoffwechsels führt (Spangler & Johnson, 1981). Breslow et al. (1999) konnten zudem zeigen,

dass das "pair-feeding" von ob/ob-Mäusen zu einer im Vergleich zu der Leptinbehandlung

qualitativ unterschiedlichen Veränderung der Körperzusammensetzung bei vergleichbarer

Körpermassenabnahme führt, so dass dieser Versuchsansatz nicht zu einer Klärung der

Leptinwirkung auf den Stoffwechsel der Tiere herangezogen werden kann. In der vorlie-

genden Arbeit wurde aus diesem Grund auf einen solchen Vergleich verzichtet.

Die während einer starken Körpermassenabnahme auftretende Veränderung der Körper-

zusammensetzung führt zu Veränderungen des Basalstoffwechsels. Dazu trägt vermutlich nur

zu einem geringen Teil die Reduktion der Körperfettmasse bei, da dieses Gewebe als relativ

Stoffwechsel-inaktiv angesehen wird (Jequiér & Tappy, 1999). Einen deutlich größeren

Einfluss hat prinzipiell die Veränderung der Stoffwechsel-aktiven fettfreien Masse. Bei den

hier untersuchten sich noch im Wachstum befindlichen ob/ob-Mäusen nahm diese allerdings

im Versuchsverlauf sogar noch um 25% zu, so dass eine Reduktion des Basalstoffwechsels

eher auszuschließen ist.

Neben dem Einfluss der Futteraufnahme- und Körpermassen-Veränderung muss schließlich

auch der zeitliche Aspekt berücksichtigt werden. So ist es durchaus vorstellbar, dass sich die

Qualität der Leptinwirkung im Behandlungsverlauf ändert, in dem Maße wie sich die

Abnormalitäten der ob/ob-Mäuse normalisieren. Letztendlich müssen als weitere sekundäre

Einflussgrößen, die allerdings zu einer dem Leptineffekt gleichgerichteten Veränderung des

Stoffwechsels beitragen dürften, auch der größere Wärmeverlust (Breslow et al., 1999)

infolge der zunehmenden Normalisierung der Körpermasse der ob/ob-Mäuse sowie die

Zunahme der zuvor deutlich verminderten lokomotorischen Aktivität (Pelleymounter et al.,

1995; Dauncey, 1986) erwähnt werden. Da bei lokomotorischer Aktivität allerdings der

Energieaufwand proportional zum Gewichtsverlust abnimmt, könnte eine tatsächliche

Steigerung des Energieverbrauchs nur durch die parallele Untersuchung von Aktivität und

Sauerstoffverbrauch sicher nachgewiesen werden. Aufgrund der Vielzahl der genannten

Einflussfaktoren erscheint es durchaus vorstellbar, dass ein steigernder Leptineffekt auf den
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Sauerstoffverbrauch der ob/ob-Mäuse durch eine gegenläufige Stoffwechselreduktion,

bedingt durch den starken Rückgang der Futteraufnahme und der Körpermasse, überdeckt

sein könnte und aus diesem Grund nicht nachweisbar ist.

4.1.3.2 Befunde der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit konnte kein steigernder Leptineffekt auf die Stoffwechselrate von

ob/ob-Mäusen nachgewiesen werden, der energetisch neben der reduzierten Futteraufnahme

zu der rapiden Körpermassenabnahme der Tiere beigetragen hätte. Der beobachtete Anstieg

des massenspezifischen Sauerstoffverbrauchs scheint allein auf der gewählten Normierung

auf der Basis der stark zurückgehenden Körpermasse zu beruhen (Himms-Hagen, 1997;

Breslow et al., 1999). Interessanterweise ist gerade beim massenspezifischen Sauerstoff-

verbrauch − wie schon für die Futteraufnahme besprochen (4.1.1) − ein Einfluss der Pumpen-

implantationen zu erkennen, der in diesem Fall eventuell mit einem vorübergehenden

operationsbedingten Körpermassenverlust zusammenhängen könnte. Bei Betrachtung des

energetisch ausschlaggebenden Sauerstoffverbrauchs pro Gesamttier zeigt sich dagegen, dass

es im Laufe der Leptinbehandlung zu einer leichten Abnahme des Sauerstoffverbrauchs

kommt. Dabei ist wie schon für die Futteraufnahme ein leichter Anstieg im Behandlungs-

verlauf erkennbar, so dass in der zweiten Hälfte der Behandlungsperiode der Unterschied zu

den während des Vorlaufs gemessenen Werten nur mehr -7% beträgt.

Um eine Veränderung der Körpermasse bzw. Körperzusammensetzung als Einflussgröße auf

den Sauerstoffverbrauch sowie eine mögliche zeitliche Veränderung der Qualität der Leptin-

wirkung weitgehend auszuschließen, wurden die Tagesverläufe des Sauerstoffverbrauchs

während des Vorlaufs und der ersten Tage nach Behandlungsbeginn miteinander verglichen.

Der leichte Anstieg des Sauerstoffverbrauchs in der Ruhephase des 2. und 3. postoperativen

Tages lässt einen Leptineffekt vermuten, ab dem 4. Behandlungstag erreicht der Sauerstoff-

verbrauch aber wieder die im Vorlauf zu beobachtenden Minimumwerte. Bei Betrachtung der

Vorlauf-Mittelwerte muss erwähnt werden, dass die Tiere zu Beginn der Ruhephase eine

torporartige Absenkung im Sauerstoffverbrauch zeigen, die allerdings − in Übereinstimmung

mit Literaturbefunden (Webb et al., 1982) − unter der ad libitum-Fütterung relativ schwach

ausgeprägt war. Da zudem bei Betrachtung der Einzelwerte zu erkennen war, dass diese

geringe Ausprägung auch darauf beruhte, dass der Sauerstoffverbrauch nur von maximal zwei

der sieben untersuchten Tiere zu diesem Zeitpunkt auf Werte von unter 0,9 ml/min fiel, stellt

sich die Frage, ob die vermutete stimulierende Leptinwirkung auf den Sauerstoffverbrauch

unter diesen Bedingungen ausreichend detektierbar ist.
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Interessanterweise hält sich der Tagesmittelwert des Sauerstoffverbrauchs während der ersten

4 Behandlungstage trotz der sofort einsetzenden Futterreduktion und der somit zwangsläufig

reduzierten obligatorischen diätinduzierten Thermogenese zunächst auf einem relativ stabilen

hohen Niveau. Da für eine Leptinbehandlung bei Wildtyp-Tieren bisher niemals eine

eindeutige Stoffwechselsteigerung über das Normalniveau sondern nur eine Disinhibierung

einer sympathisch vermittelten Stoffwechselreduktion nachgewiesen werden konnte (Stehling

et al., 1996; Döring et al., 1998; Döring, 2000; Geiser et al., 1998; Schmidt et al., 1997), gibt

es für diesen Befund zur Zeit keine hinreichende Erklärung. Die Frage, ob Leptin in diesem

Zusammenhang in der Lage ist, die sympathisch vermittelte fakultative diätinduzierte

Thermogenese in einem quantitativ ausschlaggebenden Ausmaß zu steigern, wurde bisher

noch nicht untersucht. Inwieweit in den ersten Behandlungstagen bei noch relativ hoher

Körpermasse bereits eine aktivitätsbedingte Steigerung des Sauerstoffverbrauchs eintritt, kann

auf der Basis von Studien, die eine Veränderung dieses Parameters zu einem späteren Zeit-

punkt der Leptinbehandlung beobachtet haben (Pelleymounter et al., 1995), nur vermutet

werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse einen direkten Leptin-

effekt auf den Sauerstoffverbrauch der ob/ob-Mäuse in den ersten Behandlungstagen − auf

der Basis einer Disinhibierung der torporartigen Absenkungen des Sauerstoffverbrauchs in

der Ruhephase − vermuten lassen. Der tagesrhythmische Verlauf des Sauerstoffverbrauchs an

den nachfolgenden Tagen scheint einen solchen Leptineffekt im weiteren Versuchsverlauf

aber weitgehend auszuschließen. Im Hinblick auf die gezielte Untersuchung der

Leptinwirkung auf den Sauerstoffverbrauch dieses Mäusestammes müsste der Versuch an

ausgewachsenen Tieren mit einer größeren N-Zahl wiederholt werden, wobei sich durch eine

längere Aufzeichung des Vorlaufs und den Wegfall der zusätzlichen Leptininjektionen

möglicherweise ein klarerer Befund für die Leptin-spezifische Veränderung des Sauerstoff-

verbrauchs während einer Langzeit-Behandlung von ob/ob-Mäusen ergibt, die in eintägigen

Versuchen auf der Basis von tagesperiodischen Verlaufskurven mittlerweile klar nach-

gewiesen werden konnte (Hwa et al., 1997). Unabhängig von einem solchen Leptineffekt

muss aber im Hinblick auf die massive Körpermassenabnahme der ob/ob-Mäuse während der

Leptinbehandlung klar festgehalten werden, dass es bei den hier untersuchten Mäusen selbst

in den ersten Tagen nie zu einer Steigerung des Sauerstoffverbrauchs im Tagesmittel kam, so

dass energetisch der starke Gewichtsverlust der Tiere allein auf die reduzierte Futteraufnahme

zurückzuführen ist, während Leptinwirkungen auf den Energieumsatz in diesem Zusammen-

hang nicht ins Gewicht fallen.
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4.1.4 Dosisabhängigkeit der Leptinwirkung

4.1.4.1 Zusammenhang zwischen Leptindosis und Plasmaleptinspiegel

Die Verwendung von osmotischen Mini-Pumpen in der vorliegenden Arbeit bietet gegenüber

Bolusinjektionen den Vorteil, dass es zu einer gleichmäßigen Erhöhung des Plasmaleptin-

spiegels kommt, dessen Höhe zu jedem beliebigen Zeitpunkt durch die Entnahme einer

Blutprobe und die anschließende Bestimmung der Plasmaleptin-Konzentration mit Hilfe eines

Radioimmunoassays festgestellt und in Bezug zu der applizierten Leptindosis gesetzt werden

kann. Grundsätzlich liegen die durch die Infusion von rekombinantem Leptin erzielten

Plasmaleptin-Konzentrationen von bis zu 9 ng/ml in einem Bereich, der bei unbehandelten

Wildtyp-Tieren bei Standarddiät-Fütterung beobachtet werden kann (Döring, 2000), die hier

angewandten Leptin-Dosierungen sind somit als "physiologisch" anzusehen. Wie zu erwarten

spiegeln sich Unterschiede in der verabreichten Leptindosis unabhängig von der Versuchs-

gruppe in den Plasmaleptin-Konzentrationen wider (Harris et al., 1998; Eiden et al., 2001;

Halaas et al., 1997; Ahima et al., 1999b; Cumin et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit ist

dabei allerdings eine klare Dosisabgrenzung aufgrund der relativ großen Streuung innerhalb

einer Dosisgruppe vor allem bei den niedrigen Dosierungen nicht immer gegeben (siehe Abb.

9). Die sich trotz der zum Teil unscharfen Trennung zwischen den verschiedenen Dosis-

gruppen ergebende enge Korrelation zwischen dem Plasmaleptinspiegel und dem Körperfett-

gehalt der Mäuse am Versuchsende zeigt allerdings, dass die in der vorliegenden Arbeit ge-

messenen Plasmaleptin-Konzentrationen sehr gut mit der tatsächlich wirksamen Konzentra-

tion übereinzustimmen scheinen, so dass Messfehler bei der Plasmaleptin-Bestimmung als

Ursache für die beobachtete Überlappung der verschiedenen Dosisbereiche weitgehend auszu-

schließen sind. Dies wird durch die Tatsache gestützt, dass der in der Arbeitsgruppe seit Jah-

ren etablierte Radioimmunoassay erfahrungsgemäß sehr zuverlässige und präzise Ergebnisse

liefert.

Neben den interindividuellen Schwankungen kommt es im zeitlichen Verlauf der Leptin-

behandlung zu Schwankungen des Plasmaleptinspiegels der Einzeltiere, die mit steigender

Dosis zuzunehmen scheinen. Durch die bereits zuvor (4.1.1) erwähnte Überprüfung der Lage

und des Restinhaltes der Pumpe ist eine unterschiedliche Ausflussrate als Ursache für die

inter- und intraindividuellen Unterschiede im Plasmaleptinspiegel eher unwahrscheinlich.

Auch eine Konzentrationsverminderung des Pumpeninhaltes infolge bakterieller Zersetzung

bei Tieren mit einem relativ niedrigen resultierenden Plasmaleptinspiegel ist aufgrund der

sterilen Befüllung der Pumpen weitgehend ausgeschlossen. Zudem konnte durch eine
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Kontroll-Behandlung von zwei Tieren mit den gepoolten Pumpenresten aus drei nach der

üblichen Zeit entnommenen Pumpen der Versuchsgruppe A3 eine normale Futterreduktion

bei Wildtyp-Tieren erzielt werden (nicht gezeigt). Inwieweit individuell unterschiedliche

Eliminationsraten als Ursache für die Variationen im Plasmaleptinspiegel zwischen Tieren der

gleichen Dosisgruppe in Betracht gezogen werden müssen, kann hier nur vermutet werden.

Bisher konnte allerdings keine spezifische Kontrolle der renalen Leptinclearance nach-

gewiesen werden, sie scheint lediglich eine Funktion der Leptin-Konzentration im Plasma zu

sein (Cumin et al., 1996 & 1997). Inwieweit die Veränderung der Körperzusammensetzung

bzw. anderer Parameter im Verlauf der Leptinbehandlung die Eliminationsrate beeinflussen,

ist fraglich und die ungerichtete zeitliche Veränderung der Plasmaleptin-Konzentrationen

spricht gegen einen solchen Zusammenhang.

4.1.4.2 Dosisabhängige Leptinwirkung auf die Futteraufnahme, Körpermasse und Körper-

zusammensetzung von ob/ob-Mäusen

Grundsätzlich ist die Dosisabhängigkeit der Leptinwirkung auf die Futteraufnahme bzw. auf

die Abnahme von Körpermasse und Körperfettgehalt bereits in mehreren Studien beschrieben

worden, wobei die zugrunde liegenden Untersuchungen sowohl an Wildtyp-Tieren (Eiden et

al., 2001; Halaas et al., 1997; Ahima et al., 1999b) wie an ob/ob-Mäusen durchgeführt wurden

(Pelleymounter et al., 1995; Harris et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch

zum ersten Mal die dosisabhängige Stabilisierung einer neuen Körpermasse gegen Ende einer

Langzeit-Leptinbehandlung bei ob/ob-Mäusen gezeigt werden. Durch die Studie von Rafael

& Herling (2000) war bereits vor Versuchsbeginn bekannt, dass es im Verlauf der Leptin-

behandlung bei ob/ob-Mäusen zu der Einstellung eines Gleichgewichts kommt, in dem die

Körpermasse sich auf einem niedrigen Wert stabilisiert und die Futteraufnahme im Vergleich

zum Vorlaufwert moderat erniedrigt ist. Bei der Wiederholung dieses Versuchsansatzes unter

normalen Haltungsbedingungen und unter Anwendung drei verschiedener Leptin-

Dosierungen konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Höhe dieses

neuen Körpermasse-Niveaus dosisabhängig ist. Interessanterweise ist dabei der zeitliche

Verlauf dosisunabhängig. So wird der Endwert in allen drei Dosisgruppen nach etwa 30

Tagen erreicht. Der Dosisunterschied zeigt sich allein in der Stärke der Futterreduktion und in

der Körpermassenabnahme pro Zeiteinheit, wie dies bereits in den kürzeren Studien gezeigt

werden konnte (Pelleymounter et al., 1995; Harris et al., 1998).
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4.1.4.3 Dosisabhängige Leptinwirkung auf den Plasmainsulinspiegel von ob/ob-Mäusen

Neben der Normalisierung der Körpermasse führt eine Leptinbehandlung bei ob/ob-Mäusen

zu der Normalisierung weiterer Parameter, wobei es u.a. auch zu einer deutlichen Abnahme

des zuvor extrem erhöhten Plasmainsulinspiegels in Kombination mit einer Normalisierung

der Hyperglykämie kommt (Halaas et al., 1995; Levin et al., 1996; Stephens et al., 1995;

Weigle et al., 1996; Picard et al., 1998; Huang et al., 1999). Die Dosisabhängigkeit zeigt sich

dabei im Grad der Normalisierung (Pelleymounter et al., 1995; Harris et al., 1998). Hinsicht-

lich der Frage, ob diese Veränderung der Plasmainsulin-Konzentrationen ein direkter Leptin-

effekt ist oder als sekundäre Veränderung infolge der Reduktion der Futteraufnahme und der

resultierenden Abnahme der Körpermasse/des Körperfettgehaltes einzustufen ist, ist der hier

erhobene Befund interessant, dass es bereits innerhab der ersten 8 Tage zu einer massiven

Reduktion des Plasmainsulinspiegels kommt (siehe Abb. 10), die im weiteren Verlauf der

Leptinbehandlung nur noch wenig voranschreitet, obwohl die Körpermasse − zumindest bis

zum 30. Behandlungstag − weiterhin abnimmt. Damit übereinstimmend konnten Pelley-

mounter et al. (1995) als Folge von intraperitonealen Injektionen in einer Dosis von

0,1 mg/kg, die keine Abnahme der Körpermasse induzierten, eine signifikante Verminderung

des Seruminsulin- und Serumglukosespiegels feststellen. Eine alleinige sekundäre Ver-

änderung des Plasmainsulinspiegels aufgrund der Abnahme der Körpermasse, im Speziellen

der Fettmasse, scheint somit eher unwahrscheinlich. Nach der anfänglich starken Reduktion

könnte der allmähliche Anstieg der Futteraufnahme im Behandlungsverlauf für die relative

Stabilität des Plasmainsulinspiegels nach dem 15. Behandlungstag verantwortlich sein.

Dass zudem direkte Leptineffekte auf die Insulin-Expression bzw. -Sekretion eine zusätzliche

Rolle spielen müssen, lassen Studien vermuten, die innerhalb von 2 Stunden nach der

Leptininjektion eine deutliche Veränderung des Plasmainsulinspiegels feststellen konnten

(Cases et al., 2001; Nowak et al., 1998). Allerdings sind die in der Literatur beschriebenen

Befunde zu der Existenz bzw. Art eines direkten Leptineffekts auf die Insulin-Sekretion sehr

widersprüchlich. So beschreibt die Mehrzahl der in vitro-Studien zwar einen hemmenden

Leptineffekt auf die Insulin-Sekretion, der vermutlich über Leptinrezeptoren innerhalb der

Bauchspeicheldrüse vermittelt wird (Emilsson et al., 1997; Kulkarni et al., 1997; Kieffer et

al., 1997). In vivo führt eine Leptinbehandlung bei Mäusen zu einem Abfall des Plasma-

insulinspiegels in Kombination mit einem Anstieg der Plasmaglukose-Konzentration (Kul-

karni et al., 1997; Harris et al., 1998). Allerdings ist die Möglichkeit nicht auszuschließen,

dass die vermutete Interaktion nur ein sekundäres Phänomen aufgrund der für beide Hormone

beschriebenen Auswirkungen auf den Fettstoffwechsel und die Fettdeposition ist (Harris et
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al., 2000). Zudem können die Ergebnisse von Untersuchungen an Wildtyp-Tieren nicht direkt

auf die Situation bei ob/ob-Mäusen übertragen werden (Poitout et al., 1998), so dass zum

jetzigen Zeitpunkt keine gesicherte Aussage über die Mechanismen der Leptin-induzierten

Reduktion des Plasmainsulinspiegels und der Wiederherstellung der Insulinresponsivität bei

ob/ob-Mäusen gemacht werden kann.

4.1.4.4 Einfluss des Ausgangsgewichts auf die Leptinwirkung bei ob/ob-Mäusen

Interessanterweise zeigen die Befunde der vorliegenden Arbeit, dass die Stärke der Leptin-

induzierten Veränderung der untersuchten Parameter von der Situation vor Behandlungs-

beginn abhängt. So kann eine klare Dosisabhängigkeit nur bei dem Vergleich von ob/ob-

Mäusen gleichen Alters und ausgangsmäßig gleicher Körpermasse festgestellt werden.

Werden zusätzlich die Ergebnisse der Leptinbehandlung bei 3 Monate jüngeren, deutlich

leichteren und sich noch im Wachstum befindlichen Mäusen in den Vergleich mit einbezogen,

zeigt sich, dass die Leptinbehandlung bei diesen jüngeren Mäusen eine im Verhältnis zur

Leptindosis "zu starke" Reaktion auslöst. Dies gilt sowohl für die Stärke der Futterreduktion

nach Behandlungsbeginn wie für die gegen Ende der Leptinbehandlung erreichte Körper-

masse und die Normalisierung der Plasmainsulin-Konzentrationen. Im Falle der Körpermasse

zu Versuchsende konnte ein Versuchsgruppen-unabhängiger Zusammenhang erst durch die

Auftragung gegen die massenspezifische Dosis − durch Berücksichtigung der Körpermasse

vor Behandlungsbeginn − hergestellt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Ver-

suchsgruppen machte sich zudem in der Behandlungsdauer bis zur Stabilisierung des neuen

Körpermasse-Niveaus bemerkbar, da dieser Zeitpunkt bei den jüngeren Mäusen bereits nach

ca. 15 Behandlungstagen, bei der älteren Gruppe dosisunabhängig erst nach etwa 30 Tagen

erreicht war. Die Messung des Plasmaleptinspiegels konnte zeigen, dass dieser Unterschied

nicht darauf beruht, dass es bei der gleichen Leptindosis pro Tier aufgrund der geringeren

Körpermasse oder einer veränderten Pharmakokinetik bei den jüngeren Mäusen zu einem

überproportional erhöhten Plasmaleptinspiegel kommt. Auf der Basis des Plasmaleptin-

spiegels und des bei Versuchsende erreichten Körperfettgehalts der Tiere kann schließlich

auch eine klare, altersunabhängige Korrelation nachgewiesen werden (siehe Abb. 9).

Auch nach über 7 Jahren der intensiven Leptinforschung ist bislang nicht vollständig geklärt,

welcher Parameter die Zielgröße für die Regulation durch Leptin ist. Grundsätzlich schien die

absolute Fettmenge eine geeignete regulierbare Größe zu sein, was durch Studien unterstützt

wurde, die einen engen Zusammenhang zwischen dem Plasmaleptinspiegel und der Körper-

fettmasse herstellen konnten (Frederich et al., 1995; Rosenbaum et al., 1996). Während der
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Wachstumsphase erscheint es allerdings wenig sinnvoll, die absolute Größe der körpereigenen

Fettspeicher zu kontrollieren, ohne dass diese in Bezug zu dem Rest des Körpers gesetzt

werden. Für Wildtyp-Ratten konnte gezeigt werden, dass eine gemeinsame Regression für 24

und 34 Tage alte Tiere nur erstellt werden kann, wenn der Plasmaleptinspiegel gegen den

prozentualen Körperfettgehalt aufgetragen wird, bei einem Bezug auf die absolute Fettmasse

sind die Plasmaleptin-Werte für die jüngeren Ratten jedoch signifikant nach oben verschoben

(Eiden et al., 2001). Auch in anderen Studien wurde der enge Zusammenhang zwischen dem

endogenen Plasmaleptinspiegel und dem prozentualen Körperfettgehalt gezeigt (Considine et

al., 1996). Umgekehrt konnte in der vorliegenden Arbeit ein ebenfalls altersunabhängiger

Zusammenhang zwischen dem durch die Leptinbehandlung erhöhten Plasmaleptinspiegel und

dem prozentualen Körperfettgehalt am Ende der Behandlungsphase gezeigt werden. Obwohl

also die Leptin-induzierte Veränderung einzelner Parameter stark von ihrem Ausgangsniveau

abhängt, kann die Dosisabhängigkeit klar auf Basis des resultierenden Körperfettgehaltes

nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ist es eher unwahrscheinlich, dass das Alter, die

Entwicklungsphase bzw. der Ausprägungsgrad der metabolischen, hormonellen und

neuroendokrinen Abnormalitäten der ob/ob-Mäuse einen entscheidenden Einfluss auf die

Qualität und Quantität der Leptinwirkung bei der Regulation des Körperfettgehaltes ausüben.

4.1.5 Warum kommt es zur Einstellung einer neuen stabilen Körpermasse infolge der

Leptinbehandlung bei ob/ob-Mäusen?

4.1.5.1 Mögliche Ursachen für die Stabilisierung der Körpermasse

Rafael & Herling (2000) postulieren, dass die Einstellung einer stabilen Körpermasse am

Ende der Leptinbehandlung die Folge der geleerten endogen Fettspeicher sei, infolgedessen

die Futteraufnahme gezwungenermaßen wieder auf ein mittleres Niveau ansteigt und so eine

weitere Abnahme der Körpermasse unterbunden wird. Auch in zwei anderen Studien wird

diese Theorie vertreten (Halaas et al., 1997; Friedman & Halaas, 1998). Aufgrund der in der

vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde, kann diese Hypothese klar widerlegt werden. Durch

die Anwendung verschiedener Leptin-Dosierungen konnte gezeigt werden, dass es auch bei

der niedrigen Leptindosis (116 pmol/d) zu der Stabilisierung einer neuen Körpermasse

kommt, die allerdings mit etwa 45 g bei weitem noch nicht das Niveau von gleichaltrigen,

normalgewichtigen Wildtyp-Mäusen desselben Stamms erreicht, das maximal 28 g beträgt

(eigene Beobachtungen). Wie bereits die Körpermasse vermuten lässt, zeigt die Überprüfung

der Körperzusammensetzung am Versuchsende, dass die Tiere zu diesem Zeitpunkt noch

einen Körperfettgehalt von 34% besitzen, was etwa einer Verdopplung im Vergleich zu
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Wildtyp-Mäusen entspricht. Die endogenen Fettspeicher sind folglich noch nicht vollständig

geleert. Es müssen somit andere Erklärungsmöglichkeiten in Betracht gezogen werden.

Theoretisch besteht die Möglichkeit, dass es während der Langzeit-Leptinbehandlung zu einer

kompensatorischen "downregulation" der entsprechenden Leptinrezeptoren und somit zu

einer Abnahme der Leptinresponsivität im Behandlungsverlauf kommt. Grundsätzlich konnte

für unbehandelte ob/ob-Mäuse eine erhöhte Konzentration an Leptinrezeptor-mRNA im

Hypothalamus festgestellt werden (Huang et al., 1997). In dieser Studie wird als mögliche

Ursache ein fehlender negativer Rückkopplungs-Mechanismus durch die Bindung von Leptin

an diese Rezeptoren angesprochen. Durch die exogene Zufuhr von funktionellem Leptin

könnte folglich diese Hemmung wiederhergestellt werden und so die Rezeptordichte ab-

nehmen. Auf der Basis von in vitro-Versuchen konnte eine "downregulation" der Leptin-

rezeptor-Zahl infolge einer Leptin-Inkubation beobachtet werden (Uotani et al., 1999). Dieser

Effekt fand allerdings innerhalb der ersten 2 Stunden nach Beginn des Versuches statt. Auch

wenn dieser Befund nicht direkt auf in vivo-Bedingungen übertragen werden kann, muss

davon ausgegangen werden, dass sich eine mögliche Leptin-induzierte "downregulation" der

Rezeptordichte − bzw. eine Normalisierung im Fall der ob/ob-Mäuse − innerhalb der ersten

Stunden bzw. Tage nach Beginn der Leptinbehandlung abspielt. Um die Existenz eines

längerfristigen Mechanismus zu überprüfen, wurden in der vorliegenden Arbeit während der

Langzeit-Leptininfusion zusätzliche Leptininjektionen durchgeführt. Die Wirkung dieser

Injektionen wurde auf der Basis der Futteraufnahme und des Sauerstoffverbrauchs aus-

gewertet. Obwohl durch die Dynamik dieser beiden Parameter infolge der Leptininfusion die

Auswertung der Zusatzinjektionen etwas problematisch ist, lässt der − bis auf eine Ausnahme

− durchgehende Nachweis eines signifikanten Unterschieds in der Futteraufnahme (siehe

Abb. 5) zwischen dem jeweiligen Effekttag und den entsprechenden Vor- und Nachlauftagen

die Aussage zu, dass sich die Leptinresponsivität der ob/ob-Mäuse im Verlauf der

Leptinbehandlung nicht verringert. Eine Verminderung der Leptinrezeptor-Dichte als Ursache

für die Einstellung eines stabilen Körpermasse-Niveaus gegen Ende der Leptinbehandlung ist

folglich eher unwahrscheinlich.

4.1.5.2 Komplexe Regulation des Energiehaushaltes

In Parabiose-Versuchen zwischen db/db-Mäusen und Wildtyp-Mäusen starb der vormals

normalgewichtige Partner im Versuchsverlauf durch Verhungern (Coleman & Hummel,

1969). Der gleiche Befund ergab sich, wenn ob/ob-Mäuse mit db/db-Mäusen operativ

verbunden wurden (Coleman, 1978). Obwohl methodische Probleme bei dieser Technik



                                                                                                                                      Diskussion

114

durchaus wahrscheinlich sind, wurde zunächst die extreme Hyperleptinämie der db/db-Mäuse

und deren "maßlose" Wirkung bei dem jeweiligen Partnertier mit intakten Leptinrezeptoren

als Ursache für diesen Befund angesehen. Diese Erklärung genügt allerdings im Hinblick auf

die mittlerweile durchgeführten Leptinbehandlungen bei adipösen und Wildtyp-Tieren, die in

keinem Fall zu dem Tod der behandelten Tiere führten, nicht mehr. Aus diesem Grund wurde

postuliert, dass ein oder mehrere weitere Faktoren existieren, die in den Parabiose-Experi-

menten das übliche Nachlassen der Leptinwirkung verhindern und so zu dem Tod der Tiere

führen (Halaas et al., 1997; Friedman & Halaas, 1998). Unabhängig von dieser auf die

methodisch nicht unumstrittenen Parabiose-Versuche gestützten Theorie, muss aufgrund der

Wichtigkeit einer adäquaten Regulation des Energiehaushalts für das Überleben eines

Individuums von einer redundanten Absicherung des Leptin-Systems ausgegangen werden.

Diese Absicherung sollte vor allem bei einem längerfristigen Auftreten einer negativen

Energiebilanz greifen und ein Verhungern verhindern (Ahima et al., 1996). Dass diese Gegen-

regulation − wie dies in der vorliegenden Arbeit im Fall der mit Leptin behandelten ob/ob-

Mäuse beobachtet werden konnte − bereits deutlich früher einsetzt, als dass die reale Gefahr

eines Verhungerns gegeben wäre, und zudem eine Abhängigkeit von der Höhe des exogen

manipulierten Plasmaleptinspiegels zeigt, ist in diesem Zusammenhang besonders interessant.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit sind somit ein klarer Beweis für die Existenz weiterer,

neben dem Leptinsystem aktiv in die Regulation des Energiehaushalts eingreifender und die

Größe der Körperfettspeicher signalisierender Systeme. Die Identität und Anzahl dieser

Systeme sowie die genauen Mechanismen, die der komplexen Interaktion zugrunde liegen,

können im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur im Ansatz erarbeitet werden. Im Folgenden

werden daher exemplarisch zwei Systeme, zum einen das Glukokortikoid-System, zum

anderen das Amylin-System, und ihre Rolle bei der Regulation des Energiehaushaltes

eingehender betrachtet.

4.2  DIE HPA-ACHSE UND IHRE ROLLE BEI DER REGULATION DES ENERGIE-

HAUSHALTES

4.2.1 Das Modell der GRNesCre-Maus

Um die Funktion der HPA-Achse, im Speziellen der zentralen Glukokortikoid-Rezeptoren,

bei der Körpergewichtsregulation zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit Mäuse

untersucht, die aufgrund eines gewebsspezifischen Knockouts einen GR-Defekt innerhalb des
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Zentralnervensystems aufweisen. Infolge dieses genetischen Defekts unterscheiden sich die

GRNesCre-Mäuse in ihrer postnatalen Entwicklung von ihren Wildtyp-Geschwistern und zeigen

eine durchgehende Wachstumshemmung, die allerdings während der Säuglingsphase mit

einem Anstieg des prozentualen Fettgehaltes und erst nach dem Absetzen mit einer redu-

zierten Fettdeposition kombiniert ist. Bei der Analyse der Ursachen dieser Störung sind neben

den unmittelbaren Auswirkungen des zentralen GR-Defekts auf die HPA-Achse und den

damit verbundenen primären Störungen ebenso sekundäre neuroendokrine Änderungen zu

berücksichtigen, die zudem möglicherweise mit Umweltfaktoren interagieren und in Abhän-

gigkeit vom Entwickungsstand der Tiere auftreten. Aus diesem Grund wurden die Unter-

suchungen in der vorliegenden Arbeit sowohl während der Säuglingsphase wie bei adulten

Mäusen durchgeführt und neben der Betrachtung der Körperzusammensetzung verschiedene

für die körperliche Entwicklung relevante Parameter in die Auswertung mit einbezogen.

4.2.1.1 Gewebsspezifität des GR-Defekts

Die Spezifität und Effektivität der GR-Inaktivierung bei den hier untersuchten GRNesCre-

Mäusen wurde von Tronche et al. (1999) mittels immunohistochemischer Methoden nach-

gewiesen, indem ein Antikörper gegen das aminoterminale Ende des GR-Proteins eingesetzt

wurde. Dabei konnte kein GR-Protein im Gehirn von GRNesCre-Mäusen nachgewiesen werden,

die Verteilung des GR-Proteins in anderen nicht-neuronalen Geweben wie dem Hypophysen-

vorderlappen, der Niere und der Nebennierenrinde unterschied sich dagegen nicht von den

Befunden bei den zugehörigen Kontrolltieren. Diese Kontrollmäuse zeichneten sich zwar

durch die Insertion von LoxP-sites aus, die Expression des GR-Gens war dadurch aber nicht

gestört und die Tiere zeigten einen im Vergleich zu normalen Wildtyp-Mäusen identischen

Phänotyp.

4.2.1.2 Primäre Störungen der HPA-Achse infolge des zentralen GR-Defekts

Die primäre Auswirkung der zentralen GR-Inaktivierung ist die Störung der HPA-Achse, da

die negative Rückkopplungs-Wirkung der Glukokortikoide auf die CRH-Produktion und

Sekretion auf der Ebene des Hypothalamus ausgeschaltet ist. Die weiterhin bestehende

Rückkopplung zum Hypophysenvorderlappen als nicht-neuronalem Gewebe ist dabei nicht

ausreichend, um den peripheren Glukokortikoidspiegel auf einem Normalniveau zu halten. So

konnte bei GRNesCre-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen eine deutliche Erhöhung der

Glukokortikoid-Konzentrationen im Plasma nachgewiesen werden, wobei allerdings der

circadiane Rhythmus beibehalten wird. Zusätzlich führt der zentrale GR-Defekt zu einer
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8-fachen Erhöhung der CRH-Peptid-Konzentration im PVN der Mäuse (Kellendonk et al.,

2002; Tronche et al., 1999). Die erhöhte CRH-Produktion stimuliert wiederum verstärkt die

Expression von POMC, dem Vorläufer des ACTH. Aufgrund der Rückkopplungs-Hemmung

der Glukokortikoide in Bezug auf die ACTH-Freisetzung ist bei den GRNesCre-Mäusen die

Plasmakonzentration an ACTH aber im Vergleich zu der von Wildtyp-Mäusen sogar leicht

erniedrigt (Tronche et al., 1999).

Alle an GRNesCre-Mäusen beobachtbaren Veränderungen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren

können theoretisch auf 3 unmittelbare Konsequenzen des primären genetischen Defekts

zurückgeführt werden, den Wegfall der zentralen Glukokortikoid-Wirkung, die gesteigerte

periphere Glukokortikoid-Wirkung und die infolge der fehlenden Rückkopplung erhöhte

CRH-Konzentration im PVN.

4.2.1.3 Mögliche Beteiligung von Mineralokortikoid-Rezeptoren (MR) an der Vermittlung der

Glukokortikoid-Wirkung

Eine Problematik bei der künstlichen Inaktivierung des GR ist die hohe Affinität der MR

gegenüber Glukokortikoiden, so dass die Möglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass

eine verstärkte Bindung an diese den Ausfall der GR zumindest teilweise kompensieren

könnte. Trotz der höheren Affinität der MR wird die Meinung vertreten, dass die Mehrzahl

der physiologischen Glukokortikoid-Effekte über GR vermittelt werden. Dies gilt ins-

besondere für die Rückkopplungs-Hemmung der CRH-Freisetzung durch erhöhte Gluko-

kortikoidspiegel (Kretz et al., 1999). GR werden im Gegensatz zu MR weitläufiger exprimiert

und sind stärkere Transkriptions-Aktivatoren (Reul & Kloet, 1985; Orth et al., 1992;

Rupprecht et al., 1993). Außerdem ist zumindest für die Niere und den Dünndarm nach-

gewiesen worden, dass die Spezifität der Mineralokortikoide für MR durch die Aktivität des

Enzyms 11β-HSDII gewährleistet wird (Funder et al., 1988). Dieses Enzym inaktiviert

Glukokortikoide und wurde auch in definierten Bereichen des Gehirns wie dem Hippo-

campus, Cortex, der medialen präoptischen Region, dem NTS und dem ventrolateralen

ventromedialen Hypothalamus, im Speziellen dem ARC, nachgewiesen (Roland et al., 1995;

Moisan et al., 1990). Für die Mehrzahl dieser Gebiete konnte übereinstimmend mit der

physiologischen Rolle dieses Enzyms eine verminderte Affinität gegenüber Kortikosteron

gezeigt werden (Moisan et al., 1990). Im Gehirn von GRNesCre-Mäusen konnte zudem keine

veränderte MR-Expression im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen nachgewiesen werden (O.

Kretz, unveröffentlichte Ergebnisse). Mäuse mit einem ubiquitären GR-Defekt, die mit

Dexamethason behandelt wurden, zeigten außerdem eine vollständige Glukokortikoid-
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Resistenz (Cole et al., 2001). Es ist folglich davon auszugehen, dass eine kompensatorische

Vermittlung der Glukokortikoid-Wirkung über Mineralokortikoid-Rezeptoren bei den hier

untersuchten GRNesCre-Mäusen eher unwahrscheinlich ist.

4.2.2 Auswirkung des zentralen GR-Defekts auf den Energiehaushalt im Entwicklungs-

verlauf

4.2.2.1 Auswirkung des zentralen GR-Defekts während der Säuglingsphase

Die Daten zur Körperzusammensetzung von GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen im Alter von 10

Tagen zeigen, dass es bereits in der ersten Lebenswoche zu einer Wachstumsverzögerung und

einer verminderten Energiedeposition kommt, die aber nur das Wachstum der FFDM

betreffen, während die Fettdeposition der Tiere zunächst nicht gestört ist. Ob diese Verän-

derung bereits pränatal ihren Anfang nimmt ist unklar, allerdings kann bei einer genügend

großen N-Zahl bereits am 2. Lebenstag ein signifikanter Unterschied in der Körpermasse

zwischen GRNesCre- und Wildtyp-Mäusen nachgewiesen werden (Kellendonk et al., 2002).

Zudem wurden bei Mäusen mit einem ubiquitären GR-Defekt bereits bei der Geburt und

sogar während der Embryogenese deutlich erhöhte Glukokortikoid- und CRH-

Konzentrationen festgestellt, so dass zumindest die primäre Störung der HPA-Achse pränatal

einsetzt (Reichardt & Schütz, 1996; Cole et al., 1995 & 2001).

Ob die im Vergleich zu Wildtypen weniger positive Energiebilanz der GRNesCre-Mäuse

während der Säuglingsphase auf einer verminderten Nahrungsaufnahme und/oder einem

gesteigerten Energieverbrauch beruht, konnte in der vorliegenden Arbeit experimentell nicht

untersucht werden. Zur sorgfältigen Bestimmung dieser beiden Parameter hätte eine

künstliche Aufzucht durchgeführt werden müssen, die bei juvenilen Mäusen nicht etabliert ist.

Alternative kurzzeitige Trennungen der Jungtiere von der Mutter wurden als nicht

aussagekräftig erachtet. Aufgrund von Befunden bei künstlicher Aufzucht von Ratten ab dem

4. Lebenstag (Schmidt, 2001) lässt sich allerdings die Vermutung aufstellen, dass bei den hier

untersuchten GRNesCre-Mäusen eine reduzierte Nahrungsaufnahme vorliegt, während eine

gesteigerte Stoffwechselrate eher auszuschließen ist. Diese Vermutung stützt sich auf

Untersuchungen an künstlich aufgezogenen, juvenilen +/+, +/fa und fa/fa-Zucker-Ratten.

fa/fa-Ratten zeichnen sich während der Säuglingsphase durch einen verminderten Sauerstoff-

verbrauch bei normaler Nahrungsaufnahme aus, was bei einem normalen Wachstum der

FFDM zu einem Anstieg des Körperfettgehalts im Vergleich zu Wildtyp-Tieren führt

(Markewicz et al., 1993; Zhang et al., 2001). Methodisch sollte dabei erwähnt werden, dass
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die Körperzusammensetzung von künstlich aufgezogenen Tieren zwar von der von natürlich

aufgezogenen Säuglingen abweicht, der Genotypunterschied in der Körperzusammensetzung

aber bei gleicher thermischer Belastung von der Art der Aufzucht unbeeinflusst bleibt. Der

umgekehrte Fall, d.h. ein Anstieg des Sauerstoffverbrauchs nach einer Behandlung mit

Noradrenalin führt in Untersuchungen an künstlich aufgezogenen heterozygoten und Wildtyp-

Zucker-Ratten − bei entsprechend des gesteigerten Energieumsatzes erhöhter Nahrungs-

zufuhr − zu einer selektiven Abnahme der Körperfettmasse, ohne dass das Wachstum der

FFDM beeinträchtigt wird (Schmidt, 2001; Körtner et al., 1994; Meierfrankenfeld, 1996). Der

gleiche Zusammenhang zwischen einer Steigerung der thermoregulatorischen Thermogenese

und der selektiven Reduktion der Körperfettmasse im Vergleich zu unbehandelten

Kontrolltieren konnte bei normalgewichtigen (+/+ bzw. +/?) Zucker-Ratten infolge einer

Leptinbehandlung während der zweiten Lebenswoche (Stehling et al., 1997) festgestellt

werden. Nur für die Bedingung einer Unter- bzw. Überernährung bei unveränderter metabo-

lischer Kälteabwehr konnte bisher eine gleichzeitige Reduktion bzw. Zunahme sowohl der

fettfreien Masse als auch des Körperfettgehaltes beobachtet werden (Fiorotto et al., 1991;

Schmidt et al., 2001). Aus diesen Befunden bei Ratten lässt sich die Hypothese ableiten, dass

die während der Säuglingsphase stattfindende Veränderung der Körperzusammensetzung der

GRNesCre-Mäuse im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistern darauf beruht, dass zum einen die

Nahrungsaufnahme herabgesetzt ist, zum anderen aber auch die Thermogenese unterdrückt ist

und somit die Fettdeposition weitgehend unbeeinträchtigt bleibt, obwohl das Wachstum der

FFDM durch die verminderte Nahrungsaufnahme stark verlangsamt wird.

4.2.2.2 Veränderung der Körperzusammensetzung nach dem Absetzen

Es ist bekannt, dass das Absetzen ein einschneidender Prozess ist, der neben der Nahrungs-

umstellung durch eine Vielzahl von enzymatischen und hormonellen Veränderungen charak-

terisiert ist, wobei auch die HPA-Achse betroffen ist (Henning, 1981). Bei juvenilen fa/fa-

Ratten kann eine Adrenalektomie am 4. Lebenstag das Einsetzen einer exzessiven Fett-

deposition bis zum 12. Lebenstag nicht verhindern (Bazin et al., 1987). Dagegen führt eine

Adrenalektomie in späteren Entwicklungsphasen zu einer Verminderung des Adipositas-

grades, wie mehrfach bei Absetzlingen und adulten fa/fa-Ratten gezeigt worden ist

(Marchington et al., 1983; Fletcher, 1986; Bazin et al., 1986; Bray et al., 1992). Bereits von

anderen Modellen mit einer Störung des Energiehaushalts ist bekannt, dass sich durch das

Absetzen die relative Beteiligung von Veränderungen in der Futteraufnahme und im Energie-

verbrauch an der Ausprägung dieser Störung ändern kann. So zeigen Nager, die mit Mono-
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sodiumglutamat behandelt wurden, vor dem Absetzen einen gesteigerten Energieverbrauch in

Kombination mit einem reduzierten Körperfettgehalt, anschließend aber sinkt der Sauerstoff-

verbrauch unter das Niveau der Kontrolltiere und die Tiere werden, ohne Hyperphagie zu

zeigen, adipös (Schölch, 2001; Tokuyama & Himms-Hagen, 1986). Bei fa/fa-Ratten tritt

während der Säuglingsphase bei normaler Futteraufnahme (Stern & Johnson, 1977) eine

Hypometabolie infolge der Reduzierung der sympathisch vermittelten thermoregulatorischen

Thermogenese auf (Kaul et al., 1985). In der Absetzphase normalisieren sich die thermo-

regulatorischen Reaktionen, so dass die exzessive Fettdeposition nach dem Absetzen ener-

getisch in erster Linie auf einer übersteigerten Futteraufnahme beruht (Kaul et al., 1985; Stern

& Johnson, 1977).

Im Fall der GRNesCre-Mäuse zeigt sich das − vermutlich infolge einer verminderten Futter-

aufnahme − seit Beginn der Säuglingsphase verlangsamte Wachstum der FFDM von dem

Prozess des Absetzens unbeeinflusst, was den primären Charakter dieser Veränderung unter-

streicht. Der Befund, dass die Fettdeposition der GRNesCre-Mäuse erst nach dem Absetzen

hinter die der Wildtyp-Mäuse zurückzufallen beginnt, weist dagegen auf eine sekundäre

Ursache hin. Naheliegend erscheint hierbei die Notwendigkeit einer gesteigerten thermo-

regulatorischen Thermogenese im Vergleich zu den Wildtypen infolge der bereits zum

Zeitpunkt des Absetzens signifikant niedrigeren Körpermasse der GRNesCre-Mäuse und des

folglich ungünstigeren Volumen-Oberflächen-Verhältnisses, wie durch die Eliminierung des

Genotyp-Unterschiedes durch die Normierung des Sauerstoffverbrauchs auf die Körper-

masse2/3 gezeigt werden konnte. Inwieweit dabei enzymatische und hormonelle Verän-

derungen während des Absetzprozesses oder allein die veränderten Umweltbedingungen

durch die Isolierung der Tiere von Mutter und Wurfgeschwistern das Auftreten dieser

gesteigerten Thermogenese hervorrufen, kann nur vermutet werden. Neben dem

ungünstigeren Volumen-Oberflächen-Verhältnis der GRNesCre-Mäuse gegenüber den Wildtyp-

Tieren lassen die Versuche bei adulten Tieren eine weitere Einflussgröße auf den Sauerstoff-

verbrauch vermuten, da erst durch die Durchführung der vergleichenden Untersuchungen

unter jeweils thermoneutralen Bedingungen der Genotyp-Unterschied auf der Basis des

Sauerstoffverbrauchs pro Körpermasse2/3 eliminiert werden kann. Dieser Befund deutet auf

die äußere Wärmeisolation als Einflussgröße hin, denn adulte GRNesCre-Mäuse zeichnen sich

durch eine geringere Felldichte im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren aus.

Die Fähigkeit von adulten GRNesCre-Mäusen, die T4-Ausschüttung unter Kältebelastung zu

aktivieren, spricht dafür, dass die metabolische Thermoregulation durch den zentralen GR-
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Defekt nicht grundsätzlich gestört ist. Die Tatsache, dass die T4-Konzentrationen im Plasma

von GRNesCre-Mäusen unabhängig von der Umgebungstemperatur generell niedriger als bei

Wildtyp-Mäusen sind, könnte auf einer generellen hemmenden Wirkung der erhöhten

Glukokortikoidspiegel auf die Hypophysen-Schilddrüsen-Achse beruhen (Re et al., 1976;

Chrousos, 2000; Kühn et al., 1998).

4.2.3 Bemerkungen zur methodischen Vorgehensweise beim Vergleich der Sauerstoff-

verbrauchsdaten

Obwohl die diskutierten Befunde eine in sich schlüssige Interpretation erlauben, muss darauf

hingewiesen werden, dass sowohl die Bestimmung der Thermoneutralzone bei Mäusen wie

das Normieren des Sauerstoffverbrauchs durch die Berücksichtigung des Volumen-

Oberflächen-Verhältnisses kritisch zu betrachten sind, da es in beiden Fällen keine

standardisierte Vorgehensweise gibt. Im Gegensatz zu anderen Studien, bei denen das

vorrangige Ziel die möglichst genaue Bestimmung der Thermoneutralzone einer bestimmten

Spezies ist, wurden in der vorliegenden Arbeit die Sauerstoffmessungen unter annähernd

thermoneutralen Bedingungen nur als Mittel genutzt, um − abgesehen von der thermo-

regulatorischen Thermogenese − mögliche Stoffwechsel-Unterschiede zwischen GRNesCre-

und Wildtyp-Mäusen zu finden, die energetisch zur verminderten Energiedeposition der

GRNesCre-Mäuse unter normalen Haltungsbedingungen beitragen könnten. Da dabei nicht nur

eine Veränderung des Basalstoffwechsels, sondern auch potentielle Unterschiede in der

lokomotorischen Aktivität und indirekt die verminderte Futteraufnahme durch eine

Veränderung der obligatorischen diätinduzierten Thermogenese an der reduzierten Energie-

deposition der Mäuse beteiligt sein könnten, wurde der Sauerstoffverbrauch der Tiere −

entgegen der gebräuchlichen Vorgehensweise einer Sauerstoffmessung bei physischer Ruhe

und psychischer Entspannung (Hensel et al., 1973) sowie nach einer mehrstündigen Fastenzeit

(Encyclopædia Britannica, 1994) − im kompletten Tagesverlauf und bei normalen Fütterungs-

bedingungen beobachtet. Dies lässt sich auch damit begründen, dass bei sehr kleinen

Warmblütern die von Untersuchungen an größeren Tieren abgeleitete Definition eines Grund-

oder Ruheumsatzes grundsätzlich problematisch ist (Bartels, 1980).

Für die Ermittlung der unteren Grenze der Thermoneutralzone gemäß der hier verwendeten

Definition wurde vor allem der Sauerstoffverbrauch in der Ruhephase betrachtet, der sich mit

ansteigender Umgebungstemperatur einem Minimalwert näherte. Im Hinblick darauf, dass bei

Nagetieren einsetzender Hitzestress nicht immer zu einem Anstieg der Stoffwechselrate führt
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(Hart, 1971), wurden für die Ermittlung der oberen Grenze der Thermoneutralzone − neben

dem Sauerstoffverbrauch in der Ruhe- und Aktivitätsphase − die Futteraufnahme und die

Veränderung der Körpermasse als ergänzende Kriterien zur Beurteilung herangezogen. Da

sich Stress (einschließlich Hitzestress) u.a. in einer reduzierten Nahrungsaufnahme in Kombi-

nation mit einer Abnahme der Körpermasse äußert (Mitchell & Carlisle, 1992), wurde ein

abrupter Abfall der beiden Parameter bei Überschreitung einer Umgebungstemperatur von

34°C (Wildtyp-Mäuse) bzw. 36°C (GRNesCre-Mäuse) als Zeichen für einsetzenden Hitzestress

und somit Überschreiten der oberen Grenze der Thermoneutralzone gewertet, auch wenn der

Sauerstoffverbrauch − entgegen der eigentlichen Definition der Thermoneutralzone (Withers,

1992; McBride et al., 1983; Christopherson & Young, 1986) − sogar noch weiter absank. Auf

diese Weise wurde für die vergleichenden Messungen des Sauerstoffverbrauchs eine

Umgebungstemperatur gewählt, bei der die GRNesCre- bzw. Wildtyp-Mäuse weitgehend stress-

frei minimale energieverbrauchende thermoregulatorische Reaktionen zeigten.

Ein weiterer Punkt der − in Ermangelung einer standardisierten Vorgehensweise − ange-

sprochen werden muss, ist die Normierung des Sauerstoffverbrauchs. Die Berücksichtigung

des Volumen-Oberflächen-Verhältnisses bei dem Vergleich von Tieren, die sich in ihrer

Größe deutlich unterscheiden, ist üblich und die Zweckdienlichkeit dieses Parameters bei der

Normierung von Sauerstoffverbrauchswerten konnte in mehreren experimentellen Studien

nachgewiesen werden (Kleiber, 1947; Feldman & McMahon, 1983; Bartels, 1980; Wieser,

1984). Die Schwierigkeit liegt allerdings in der Festlegung des Exponenten. Wäre allein die

im Vergleich zur Körpermasse unproportional veränderte Wärmeabgabe der Grund für diesen

Effekt müsste ein Exponent von 0,67 angenommen werden. Einige Studien weisen aber

darauf hin, dass der Exponent eher im Bereich von 0,75 liegt und die Einbeziehung von

einzelligen sowie exothermen Organismen in diese Untersuchungen deutet darauf hin, dass

neben der Wärmeabgabe auch die Größe von verschiedenen Organen wie z.B. Lunge oder

Gastrointestinaltrakt oder selbst die Zellgröße die Abhängigkeit des Sauerstoffverbrauchs von

der Oberfläche des jeweiligen Organismus mit bestimmen (Schmidt-Nielsen, 1997). Generell

lassen sich in der Literatur Werte für den Exponenten zwischen 0,42 und 0,82 finden. Ohne

einen wertenden Standpunkt in dieser Diskussion beziehen zu wollen, wurde in dieser Arbeit

mit einem Exponenten von 0,67 gerechnet. Das Ergebnis ist aber auch bei der Anwendung

eines Exponenten von 0,75 nicht wesentlich anders. Prinzipiell sollte im Zusammenhang mit

der Wahl des Exponenten erwähnt werden, dass die den Berechnungen zugrunde liegenden

allometrischen Überlegungen von einer normalen Körperzusammensetzung ausgehen, und so
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auf Tiere, deren Körperfettgehalt abnormal hoch oder niedrig ist, nicht ohne weiteres

übertragbar sind (Breslow et al., 1999; Armitage et al., 1984).

4.2.4 Periphere Glukokortikoid-Effekte als mögliche Ursache für die veränderte

Körperzusammensetzung von GRNesCre-Mäusen

Von den zahlreichen peripheren Effekten der Glukokortikoide können einige in direktem

Zusammenhang mit der Verzögerung des FFDM-Wachstums und der verminderten Energie-

deposition bei GRNesCre-Mäusen stehen.

4.2.4.1 Periphere Glukokortikoid-Effekte auf Knochen und Muskelmasse

Bei adulten GRNesCre-Mäusen wurden erniedrigte Plasmakonzentrationen an IGF-1 (insulin-

like growth factor 1) bei unveränderten GH-(growth hormone)-Spiegeln gemessen (Kellen-

donk et al., 2002). Übereinstimmend zeigen auch IGF-1-Knockout-Mäuse ein reduziertes

Wachstum (Liu et al., 2000), so dass die inhibierende Wirkung der Glukokortikoide auf die

IGF-1-Synthese, die in vitro nachgewiesen werden konnte (McCarthy et al., 1990; Okazaki et

al., 1994), eine Rolle bei der Wachstumsverzögerung spielen könnte. Trotzdem ist aber auch

von einer direkten Wirkung der Glukokortikoide auf die entsprechenden Gewebe auszugehen.

So führen erhöhte Glukokortikoidspiegel zur Abnahme von Knochenmasse als Ergebnis einer

verminderten Knochenformation infolge einer Hemmung der Osteoblastenaktivität in Kombi-

nation mit einer gesteigerten Knochenresorption. Dabei bewirkt der übersteigerte Protein-

katabolismus den Abbau von bereits vorhandener Knochenmatrix. Im gleichen Zusammen-

hang steigern Glukokortikoide die glomeruläre Filtrationsrate und damit die Calzium-

exkretion. Als Folge dieser multiplen Aktionen kommt es zwangsläufig zu einem Verlust von

Knochenmasse (Ganong, 1985; Chrousos, 2000; Delany et al., 1994). Die wachstums-

hemmende Wirkung der Glukokortikoide ist aber nicht nur auf das Skelettsystem beschränkt,

die generell katabole Wirkung in der Peripherie beeinflusst auch die Muskelmasse. So

reduzieren Glukokortikoide die Verfügbarkeit von Glukose im Skelettmuskel, indem sie die

Insulinsensitivität dieses Gewebes herabsetzen (Goodman, 1992). Durch den in der Folge

verstärkten Proteinabbau und eine verminderte Proteinsynthese im Muskel kommt es zu

einem deutlichen Proteinverlust (Hasselgren, 1999; Block & Buse, 1990). Insgesamt legen es

die diskutierten Befunde nahe, dass bei erhöhten Glukokortikoidspiegeln während der

Entwicklung prinzipiell von einem reduzierten Wachstum des Knochenskeletts und der

Muskelmasse ausgegangen werden muss, was sich bei den hier untersuchten GRNesCre-Mäusen

in deren reduziertem Längenwachstum und der Verminderung der FFDM widerspiegelt.
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4.2.4.2 Periphere Glukokortikoid-Effekte auf die Fettmasse

Während der reduzierende, katabole Einfluss der Glukokortikoide auf die fettfreie Masse

vielfach belegt ist, gibt es hinsichtlich ihrer direkten peripheren Wirkung auf die Fettmasse

widersprüchliche Befunde. So wird zum einen von einer allgemeinen katabolen Wirkung der

Glukokortikoide in der Peripherie ausgegangen, bei der auch im Fettgewebe in Kombination

mit einer gesteigerten Fettmobilisierung durch eine höhere Lipolyserate eine verminderte

Insulinsensitivität angenommen wird (Goodman, 1992; Orth et al., 1992). Auf der anderen

Seite konnte aber ein anaboler Effekt der Glukokortikoide durch eine steigernde Wirkung auf

die Adipozyten-Differenzierung (Hauner et al., 1987) und auf die Lipoproteinlipase-Aktivität

(Rebuffe-Scrive et al., 1988) im Fettgewebe gezeigt werden. Dallmann et al. (1993) weisen

darauf hin, dass es bei adäquater Futteraufnahme zwar zu einem Anstieg der Insulin-Sekretion

und der Fettmasse bei einer Glukokortikoid-Behandlung von Ratten kommt, die Fettdepots

aber im Gegensatz dazu eher geleert werden, wenn dem Anstieg des Insulinspiegels durch

starkes Fasten bzw. durch die Entstehung eines Diabetes entgegengewirkt wird (Dubuc,

1992). Adulte GRNesCre-Mäuse zeigen mehrere Symptome, die auch bei Patienten mit

Cushing-Syndrom beobachtet werden, sind aber im Gegensatz zu diesen nicht adipös, obwohl

in beiden Fällen eine Umverteilung der Fettdepots mit einer Fettanreicherung im Nacken,

zwischen den Schultern und im Abdomen auftritt (Tronche et al., 1999; Peeke & Chrousos,

1995). Ob die infolge des zentralen GR-Defektes verminderte Futteraufnahme der GRNesCre-

Mäuse im Gegensatz zu dem gesteigerten Appetit der Patienten mit Cushing-Syndrom für

diesen Unterschied verantwortlich ist, bleibt zu klären. Auch die Ursache für die Umver-

teilung der Fettdepots in Zusammenhang mit einem erhöhten Glukokortikoidspiegel ist bisher

nur ungenügend geklärt, ein Grund könnte die erhöhte Anzahl von Glukokortikoid-

Rezeptoren in abdominalen Fettdepots sein (Björntorp, 1991).

4.2.5 Der Ausfall von zentralen Glukokortikoid-Effekten als mögliche Ursache für die

Veränderung der Futteraufnahme von GRNesCre-Mäusen

Trotz der zahlreichen katabolen Glukokortikoid-Effekte in der Peripherie, kann eine

verminderte Energiedeposition nur im Rahmen einer weniger positiven Energiebilanz

auftreten, bei der die Energieaufnahme den Energieverbrauch nur minimal überschreitet.

Einige Arbeitsgruppen postulieren in diesem Zusammenhang einen peripheren Effekt der

Glukokortikoide auf die Futteraufnahme. Flatt (1993) stellte dabei zusätzlich die Hypothese

auf, dass die erhöhte Futteraufnahme in Zusammenhang mit einer Glukokortikoid-Behand-

lung nur eine indirekte Folge des stimulierenden peripheren Glukokortikoid-Effekts auf die
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Glukose-Oxidation sei, als Mittel zur Aufrechterhaltung des Kohlenhydratgleichgewichts.

Durch das Modell der GRNesCre-Maus kann diese Hypothese widerlegt werden. Trotz der

bestehenden peripheren Glukokortikoid-Effekte kommt es nämlich zu einer Reduktion der

Futteraufnahme, die nur über einen zentral vermittelten Mechanismus erklärt werden kann.

Ein möglicher zusätzlicher stimulierender Einfluss auf die Futteraufnahme durch die peripher

erhöhten Glukokortikoidspiegel kann dabei nicht vollständig ausgeschlossen werden, kann

aber offensichtlich die zentral vermittelte Hemmung der Futteraufnahme nicht ausgleichen.

Aufgrund des zentralen GR-Defektes können direkte zentrale Glukokortikoid-Wirkungen, die

über Glukokortikoid-Rezeptoren vermittelt werden, ausgeschlossen werden. Auf Basis dieser

Überlegungen scheint die erhöhte CRH-Konzentration in parvozellulären Neuronen des PVN

(Kellendonk et al., 2002) die Hauptrolle bei der Beeinflussung der Futteraufnahme von

GRNesCre-Mäusen zu spielen. Neben seiner Funktion bei der Regulation der HPA-Achse übt

CRH als Neurotransmitter durch die Reduktion der Futteraufnahme und/oder durch die

Steigerung des Energieverbrauchs infolge der Aktivierung des sympathischen Nervensystems

eine katabole Wirkung aus (Heinrichs et al., 1993; Tataranni et al., 1996).

Bei ob/ob-Mäusen wird postuliert, dass die Hemmung der CRH-Produktion durch erhöhte

Glukokortikoidspiegel ein wichtiger Faktor für die Ausbildung der Hyperphagie und der

verminderten Thermogenese im braunen Fettgewebe ist (Tokuyama & Himms-Hagen, 1989).

Durch eine Adrenalektomie kann die übersteigerte Fettdeposition bei adulten ob/ob-Mäusen

sowie auch bei fa/fa-Ratten vemindert werden (Tokuyama & Himms-Hagen, 1989; Saito &

Bray, 1984; Bruce et al., 1982; Freedman et al., 1986a). Dieser Effekt beruht in erster Linie

auf einer Reduktion der übersteigerten Futteraufnahme (Smith & Romsos, 1985). Eine

künstliche Erhöhung der Glukokortikoid-Konzentration bei bestehender Adrenalektomie kann

diese Hemmung der Futteraufnahme durch die Unterdrückung der CRH-Expression wieder

rückgängig machen (Freedman et al., 1986a). Da der zentrale GR-Defekt der GRNesCre-Mäuse

hinsichtlich der zentralen CRH-Konzentration mit einer Adrenalektomie vergleichbar ist, ist

die verminderte Energiedeposition dieser Mäuse nicht überraschend. In Übereinstimmung mit

der erhöhten CRH-Konzentration ist die Futteraufnahme der GRNesCre-Mäuse kontinuierlich

niedriger als die der Wildtyp-Mäuse.

Werden die Konzentrationen von weiteren bei der Regulation des Energiehaushalts wichtigen

Neuropeptiden im Hypothalamus von adulten GRNesCre-Mäusen gemessen, kann nur für NPY

ein Anstieg im ARC und PVN festgestellt werden, während kein Unterschied zu Wildtyp-

Mäusen hinsichtlich der Peptidkonzentrationen von MCH, Orexin A und Orexin B beobachtet
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werden kann (Kellendonk et al., 2002). Im Hinblick auf die reduzierte Futteraufnahme und

die erhöhten CRH-Konzentrationen der GRNesCre-Mäuse scheint dies überraschend, da NPY

bekanntermaßen eine starke orexigene Wirkung besitzt. Die einzige Erklärung für diesen

Befund scheint ein gegenregulatorischer Mechanismus zu sein, der vorrangig durch periphere

Stimuli ausgelöst zu sein scheint, wobei unter Umständen auch andere Hormonsysteme

beteiligt sind (Kellendonk et al., 2002). Auch gibt es Hinweise darauf, dass NPY seine

orexigene Wirkung nur unter der Voraussetzung einer nicht erhöhten zentralen CRH-Bildung

entfalten kann (Heinrichs et al., 1993).

4.2.6 Die Rolle von Leptin und Insulin bei der Ausbildung des GRNesCre-Phänotyps

4.2.6.1 Auswirkung des zentralen GR-Defekts auf die Funktion des Leptin-Systems

Eine mögliche Erklärung für die erhöhte NPY-Konzentration im ARC und PVN könnte eine

bestehende Leptinresistenz sein, bei der die ansonsten hemmende Leptinwirkung auf die

NPY-Expression wegfällt. Tatsächlich muss aufgrund der vorliegenden Daten von einer

Leptinresistenz bei GRNesCre-Mäusen ausgegangen werden, da während der Säuglingsphase

die erhöhten Plasmaleptin-Konzentrationen nicht in der Lage sind, das Fettmassenwachstum

zugunsten eines normalen FFDM-Wachstums zu verhindern. Auch bei Patienten mit Cushing-

Syndrom ist der erhöhte Leptinspiegel nicht in der Lage, den durch die zentrale Gluko-

kortikoid-Wirkung gesteigerten Appetit zu bremsen (Leal-Cerro et al., 1998). Bei C57Bl/6J-

Mäusen konnte nach einer Adrenalektomie eine negative Korrelation zwischen der Höhe des

substituierten Glukokortikoidspiegels und der Stärke der Wirkung von exogen appliziertem

Leptin nachgewiesen werden (Solano & Jacobson, 1999). Diese Beobachtungen lassen eine

hemmende Glukokortikoid-Wirkung auf die Leptinsensitivität vermuten (Solano & Jacobson,

1999; Björntorp & Rosmond, 2000). Obwohl bei adulten GRNesCre-Mäusen keine Hyper-

leptinämie mehr nachzuweisen ist, besteht während des ganzen Lebens eine bezogen auf die

Körperfettmasse überproportionale Leptin-Produktion, die weder durch das Absetzen noch

durch die zweiphasige Entwicklung des Körperfettgehaltes beeinflusst wird. Ein über-

proportional erhöhter Plasmaleptinspiegel konnte auch bei Patienten mit Cushing-Syndrom

gefunden werden (Masuzaki et al., 1997a), so dass fettmassenunabhängige Beeinflussungen

der Leptin-Produktion in Betracht gezogen werden müssen.

Eine direkte Interaktion zwischen der HPA-Achse und dem Leptin-System konnte in

mehreren Studien nachgewiesen werden. So stimulieren Glukokortikoide in vitro und in vivo

die Expression und Sekretion von Leptin, unabhängig von ihren Effekten auf die
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Futteraufnahme (Zakrzewska et al., 1999; Elimam et al., 1998; De Vos et al., 1995; Halleux et

al., 1998; Slieker et al., 1996). Dieser Effekt scheint auf einer direkten Wirkung der

Glukokortikoide als Transkriptionsfaktor über die Bindung an Glukokortikoid-responsive

Elemente des Leptinpromoters zu beruhen (Gong et al., 1996). Umgekehrt wird für Leptin

eine hemmende Wirkung auf die HPA-Achse angenommen, wobei sowohl die CRH-

Freisetzung im PVN wie die Kortisolsekretion in der Nebennierenrinde durch Leptin unter-

drückt wird (Casanueva & Dieguez, 1999; Pralong et al., 1998, Woods et al., 1998). Trotz der

Interaktion zwischen den beiden Hormonsystemen ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklärt,

welche zentralen oder peripheren Mechanismen für die Glukokortikoid-induzierte Leptin-

resistenz verantwortlich sind (Solano & Jacobson, 1999). Auf zentraler Ebene kommt im

Hinblick auf die GRNesCre-Mäuse nur die Veränderung der CRH-Konzentration in Frage,

obwohl andere Autoren die Meinung vertreten, dass die Beteiligung des CRH an diesem

Effekt eher unwahrscheinlich ist, und so Glukokortikoid-Effekte auf andere neuronale

Systeme wie z.B. das Melanokortin-System bei der Beeinträchtigung der Leptinwirkung in

Betracht gezogen werden müssen (Solano & Jacobson, 1999).

4.2.6.2 Insulin als wichtiger Gegenspieler der HPA-Achse

Grundsätzlich müssen bei der Beeinträchtigung der Leptinwirkung durch Glukokortikoide

auch periphere Mechanismen berücksichtigt werden. Neben der direkten Beeinflussung der

Leptin-Expression und -Sekretion könnte auch indirekt der Glukokortikoid-Effekt auf den

Plasmainsulinspiegel und dessen Wirkung in peripheren Geweben eine wichtige Rolle bei der

Entstehung der Leptinresistenz spielen (Solano & Jacobson, 1999; Widjaja et al., 1998;

Berneis et al., 1996). Bei den hier untersuchten GRNesCre-Mäusen zeigt sich ein überraschend

enger Zusammenhang zwischen den Plasmakonzentrationen von Leptin und Insulin im Ent-

wicklungsverlauf. Bei Patienten mit Cushing-Syndrom konnte der Seruminsulinspiegel im

Vergleich zum BMI (body mass index) und zur Kortisol-Konzentration im Serum als

einflussreichster Faktor auf den Serumleptinspiegel identifiziert werden (Widjaja et al., 1998).

Die enge Kopplung zwischen dem Insulin-System und der HPA-Achse ist unumstritten. So

wurde neben der Verminderung der Insulinsensitivität in Muskel- und Fettmasse ein direkter

stimulierender Glukokortikoid-Effekt auf die Insulin-Sekretion nachgewiesen (Delaunay et

al., 1997). Von einigen Autoren wird die Meinung vertreten, dass Glukokortikoide und

Insulin Komponenten eines bihormonellen Systems sind, das langfristig die Energie-

speicherung reguliert (Dallmann et al., 1995; Strack et al., 1995). In diesem Zusammenhang

wird auf die antagonistische Wirkung der beiden Hormonsysteme hinsichtlich der Energie-
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speicherung in der Peripherie und der Regulation der Energieaufnahme auf zentraler Ebene

hingewiesen. Ein Anstieg der Plasmainsulin-Konzentration in Kombination mit einer

Erhöhung des Glukokortikoidspiegels könnte Ausdruck einer natürlichen Gegenregulation

sein. Aufbauend auf diesen Überlegungen scheint es naheliegend, dass sich bei einem

Eingreifen in diese Regulation, wie es bei den GRNesCre-Mäusen aufgrund des zentralen GR-

Defekts der Fall ist, infolge der chronisch erhöhten Glukokortikoidspiegel ein Diabetes-

ähnlicher Zustand ausbildet, der zunächst durch eine Hyperinsulinämie gekennzeichnet ist, bis

die funktionellen Reserven der Bauchspeicheldrüse erschöpft sind und es zu einem Absinken

der Plasmainsulin-Konzentration kommt (Lenzen & Bailey, 1984). Aufgrund der mehrfach

nachgewiesenen Interaktion des Insulin- und Leptin-Systems (Wauters et al., 2000; Considine

& Caro, 1997) könnte die primäre Hyperinsulinämie in Kombination mit einer peripher ver-

minderten Insulin-Insensitivität zu der sekundären Ausbildung einer Leptinresistenz ent-

scheidend beitragen.

4.2.7 Beurteilung des GRNesCre-Knockout-Modells

Letztendlich ist davon auszugehen, dass durch den zentralen GR-Defekt eine Vielzahl von

primären und sekundären Störungen ausgelöst wurden, die in Kombination mit den Umwelt-

bedingungen den komplexen Phänotyp der GRNesCre-Mäuse verursachen. Aufgrund dieser

Komplexität ist die Auswertung von Ursache-Wirkungs-Beziehungen mit großen Schwierig-

keiten verbunden. Selbst durch den Beginn dieser Untersuchungen in einem sehr frühen Alter,

muss davon ausgegangen werden, dass entscheidende Veränderungen aufgrund des Knock-

outs bereits zu einem früheren Zeitpunkt, in den ersten Lebenstagen oder sogar pränatal,

stattgefunden haben, die sich, obwohl später unter Umständen nicht mehr detektierbar, auf das

erwachsene Tier auswirken. Diese frühe Prägung konnte z.B. für hohe Glukokortikoidspiegel

zum Zeitpunkt der Geburt nachgewiesen werden (Anisman et al., 1998; Seckl, 1997).

Dass die HPA-Achse in die Regulation des Energiehaushalts eingreift, konnte anhand der

GRNesCre-Mäuse bestätigt werden. Für die vollständige Aufdeckung der energetischen bzw.

neuro-endokrinen Grundlagen dieses Effektes ist selbst das durch die gezielte Ausschaltung

des zentralen Glukokortikoid-Rezeptors generierte Tiermodell noch zu komplex, da sich

zusätzlich zu dem primären Defekt multiple endokrine Störungen entwickeln. In weiter-

führenden Untersuchungen wäre es lohnend, durch Manipulation des ACTH-Kortisol-

Systems zunächst den peripheren Hyperkortikosteronismus zu kontrollieren und somit die

Effekte des zentralen GR-Knockouts auf das Zentralnervensystem zu beschränken. Auf diese
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Weise ließe sich klären, wie die beiden anderen, für die Regulation des Energiehaushalts

wesentlichen endokrinen Systeme, das Leptin- und das Insulin-System, durch den zentralen

GR-Defekt als solchen beeinflusst werden. Von besonderer Wichtigkeit wäre dabei der Nach-

weis, in welchem Maße diese beiden primär durch metabolische Parameter − also unabhängig

vom Zentralnervensystem − kontrollierten Systeme in ihrer Funktion intakt oder gestört sind.

4.3  LACHS-CALCITONIN UND SEINE ANOREKTISCHE WIRKUNG

4.3.1 Unterschiede zwischen Leptin und sCT bei der Beeinflussung der Futteraufnahme

Die anorektische Wirkung von sCT konnte bereits frühzeitig nachgewiesen werden (Freed,

1979; Gaggi et al., 1985; Plata-Salaman & Oomura, 1987; Twery et al., 1982). In der

vorliegenden Arbeit sowie in einer Studie von Mollet et al. (2001) konnte zudem in einem

direkten Vergleich gezeigt werden, dass die sCT-Wirkung auf Basis der molaren Dosisangabe

die anorektische Wirkung von Leptin bei Wildtyp-Tieren deutlich übertrifft. Die hier

vorgestellten Ergebnisse zeigen allerdings zum ersten Mal, dass sich die Wirkungen von

Leptin und sCT auf die Futteraufnahme von C57Bl/6J-Mäusen bei Fütterung der üblichen

Standard-Diät addieren. Da sCT hinsichtlich seines anorektischen Effekts als Amylin-

Analogon betrachtet wird (Lutz et al., 2000), lassen diese Befunde vermuten, dass auch Leptin

und Amylin selbst als endogene Adipositas-Signale additiv wirken könnten. Von

herausragender Bedeutung ist jedoch die Tatsache, dass Nahrungseinflüsse die sCT-Wirkung

selbst dann nicht beeinträchtigen, wenn sie gleichzeitig die anorektische Wirkung des Leptins

vollständig aufheben. Eine durch die mehrwöchige Gabe eines attraktiven, fettreichen

Zusatzfutters ausgelöste funktionelle Leptinresistenz (Lin et al., 2000b; Van Heek et al., 1997;

Lin et al., 2001) und moderate diätinduzierte Adipositas führen bei C57Bl/6J-Mäusen, im

Gegenteil, sogar zu einem stärkeren anorektischen sCT-Effekt. Durch die Untersuchung der

sCT-Wirkung bei C57Bl/6J-Mäusen, denen die Zusatzdiät für mehr als 3 Monate angeboten

wurde, konnte zudem ausgeschlossen werden, dass die sCT-Wirkung mit steigendem

Adipositasgrad nachlässt. Im Gegenteil besteht sogar die Vermutung, dass die sCT-Wirkung

unter diesen Ernährungsbedingungen mit steigender Körpermasse noch weiter zunimmt (siehe

Abb. 25).

Neben diesem quantitativen Unterschied zwischen der Leptin- und sCT-Wirkung, zeigt sich

bei dieser Fütterungsbedingung zusätzlich ein qualitativer Unterschied. So führt eine eintägige

sCT-Behandlung nur zu einer verminderten Aufnahme des attraktiven, fettreichen Zusatz-
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futters, während parallel die Aufnahme der pelletierten Standard-Diät sogar ansteigt. Im

Gegensatz dazu führt eine Leptinbehandlung in der Anfangsphase der Zusatzfütterung, in der

die Mäuse noch Leptin-responsiv sind, zu der gleichzeitigen Reduktion beider Nahrungs-

komponenten (C. Daniel6 und I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse). Leptin scheint

folglich die Futteraufnahme im Allgemeinen zu unterdrücken, während der Schwerpunkt der

sCT-Wirkung im Falle einer zusammengesetzten Nahrung auf der Unterdrückung der

attraktiveren, fettreicheren, süßeren und energiedichteren Komponente liegt. Dieser Befund

konnte auch in einem ersten Versuch an homozygoten (-/-) MC4-r-KO-Mäusen bestätigt

werden, bei denen die hemmende sCT-Wirkung auf die Energieaufnahme (0,8 pmol·g-1·d-1 im

Vergleich zu 0,2-8 pmol·g-1·d-1 in der vorliegenden Arbeit) bei dem zusätzlichen Angebot von

weißer Schokolade mehr als verdoppelt wird, wobei auch in diesem Fall spezifisch die

Schokoladenaufnahme unterdrückt wird und der Anteil der Pellets an der insgesamt vermin-

derten Gesamtenergieaufnahme ansteigt (I. Schmidt, unveröffentlichte Ergebnisse). Um eine

genauere Aussage über das die sCT-Wirkung bestimmende Qualitätsmerkmal der Nahrungs-

komponente machen zu können, wären allerdings differenziertere Versuche mit unter-

schiedlichen Nahrungszusammensetzungen erforderlich. Untersuchungen in einer parallel

durchgeführten Dissertation (M. Socher), bei denen die Saccharose in der weißen Schokolade

durch Stärke ersetzt wurde, lassen bereits vermuten, dass zumindest die Süße der Nahrung

keine entscheidende Rolle bei der bevorzugten sCT-Wirkung auf die Zusatzdiät spielt.

4.3.2 Ist die anorektische sCT-Wirkung die Folge eines unspezifischen Effekts?

Aufgrund der im Vergleich zu Amylin stärkeren bzw. länger anhaltenden anorektischen

Wirkung des sCT (Gaggi, 1985; Lutz et al., 2000) könnte vermutet werden, dass sCT

aufgrund einer Bindung an nicht-spezifische Chemorezeptoren (Carpenter et al., 1983)

Übelkeit auslöst und es infolge dessen zu einer unspezifischen Reduktion der Nahrungs-

aufnahme kommt. Diese Vermutung kann allein durch die Tatsache, dass ob/ob-Mäuse

infolge einer sCT-Injektion, die bei C57Bl/6J-Mäusen zu einer starken Reaktion führt, keine

messbar verminderte Futteraufnahme zeigen, widerlegt werden. Auch der Anstieg der

Pelletaufnahme nach einer sCT-Injektion bei C57Bl/6J-Mäusen mit attraktiver Zusatzdiät

spricht gegen einen unspezifischen Effekt des sCT. Zudem konnte für diese übelkeits-

auslösenden Chemorezeptoren bei Ratten gezeigt werden, dass sie nicht identisch mit

Glukose-responsiven Rezeptoren sind, die als vorwiegende Mediatoren des Sättigungsgefühls

                                                
6 Diplomarbeit C. Daniel, Justus-Liebig-Universität Gießen, 2002
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angesehen werden (Adachi et al., 1991). Da mehr als 90% der Neurone in der Area postrema,

die durch Amylin erregt werden, Glukose-sensitiv sind (Riediger et al, 1999a) und diese

Neurone ebenfalls als Vermittler der anorektischen Wirkung des sCT, als Amylin-Analogon,

angesehen werden (Lutz et al., 2000; Christopoulos et al., 1995), scheint das Auslösen einer

Übelkeit infolge einer sCT-Behandlung sehr unwahrscheinlich. Im Falle einer Amylin-

behandlung konnte ein allgemeines Unwohlsein (Morley et al., 1997) bzw. eine "conditioned

taste aversion" bei Ratten (Morley et al., 1997; Lutz et al., 1995a; Chance et. al., 1992) in

entsprechenden standardisierten Tests sowohl bei zentraler wie bei peripherer Gabe als

Ursache für die verminderte Futteraufnahme ausgeschlossen werden.

4.3.3 Bemerkungen zur methodischen Vorgehensweise bei der quantitativen

Auswertung der anorektischen sCT-Wirkung

4.3.3.1 Einbeziehung von Vor-und Nachlauftagen als Referenzwerte für die Beurteilung des

Behandlungseffekts

Als Mittel zur quantitativen Auswertung des Behandlungseffektes wurde in der vorliegenden

Arbeit ein spezielles Auswertungsverfahren angewandt, bei der die Futteraufnahme jedes

behandelten Tieres am Effekttag mit der mittleren Futteraufnahme der Kontrolltiere ver-

glichen und zusätzlich mit bereits bestehenden Unterschieden während der 4-tägigen Vor- und

Nachlaufphase korrigiert wurde. Dieses Auswertungsverfahren setzte grundsätzlich zwei

Bedingungen voraus. Zum einen musste die anorektische Wirkung der jeweiligen eintägigen

Behandlung auf die nachfolgende 24-Stunden-Periode, den Effekttag, beschränkt sein. Für

Leptin konnte dies bereits in einer früheren Arbeit gezeigt werden (Döring, 2000), für sCT

zeigen dies die in dieser Arbeit dargestellten Futteraufnahme-Verläufe. Zum anderen musste

gewährleistet sein, dass es in den auf den Effekttag folgenden Nachlauftagen zu keinem

kompensatorischen Überschießen der Futteraufnahme kommt. Auch dies konnte in der Arbeit

von Döring (2000) für Leptin bzw. aufgrund der vorliegenden Daten für sCT bestätigt

werden. Die einzige vergleichbare Arbeit, bei der die Futteraufnahme von einmalig mit sCT

behandelten Ratten (2 pmol·g-1·d-1 im Vergleich zu 0,3-9 pmol·g-1·d-1 in der vorliegenden

Arbeit) ebenfalls über einen Zeitraum von 6 Tagen beobachtet wurde, bestätigt zusätzlich die

hier festgestellten Verläufe (Twery et al., 1982).

4.3.3.2 Berücksichtigung der Körpermasse bei der Angabe der sCT-Dosis

Im Rahmen der bisher veröffentlichten Studien zur Wirkung einer sCT- bzw. Amylin-

Injektion wurde die verwendete Dosis überwiegend in µg/kg angegeben. Dies gilt auch für



                                                                                                                                      Diskussion

131

den Vergleich zwischen adipösen ob/ob-Mäusen und heterozygoten Tieren desselben

Stammes (Morley et al., 1994), obwohl sich diese deutlich in ihrer Körpermasse unter-

scheiden. Dabei sollte allerdings beachtet werden, dass eine 60 g schwere ob/ob-Maus bei

gleicher massenspezifischer Dosis insgesamt die 3-fache Menge an sCT im Vergleich zu einer

20 g schweren C57Bl/6J-Maus erhält. In diesem Fall sowie auch bei einem Vergleich

zwischen unterschiedlichen Spezies sollte aufgrund der großen Körpermassenunterschiede der

Bezug auf die massenspezifische Dosis kritisch betrachtet werden. So konnten bisher keine

gesicherten Aussagen gemacht werden, inwieweit sich die Pharmakokinetik und die zentrale

Bioverfügbarkeit einer applizierten Substanz streng reziprok zur Körperfettmasse verhalten.

Um diesem Problem gerecht zu werden, wurde in der vorliegenden Arbeit der Vergleich

zwischen normalgewichtigen und genetisch adipösen Mäusen und Ratten sowohl auf der

Basis der massenspezifischen sCT-Dosis als auch auf Basis der sCT-Dosis pro Tier

durchgeführt. Somit waren beide Extrema hinsichtlich der Normierung der Dosis berück-

sichtigt, und gleichgerichtete signifikante Unterschiede bei beiden Dosisangaben konnten in

jedem Fall als zutreffend angenommen werden. Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen

sCT, Amylin und Leptin zu gewährleisten, wurde die Dosis im Hinblick auf die

unterschiedlichen Molekulargewichte außerdem konsequent in pmol angegeben.

4.3.4 Quantitative Unterschiede in der sCT-Wirkung bei genetisch adipösen

Tiermodellen

Im Unterschied zu den Ergebnissen bei Mäusen mit moderater Adipositas infolge einer

attraktiven, fettreichen Zusatzdiät ist die sCT-Wirkung bei Tieren mit genetisch bedingter

Adipositas vermindert. Dabei ist allerdings der sCT-Effekt je nach Tiermodell unterschiedlich

stark unterdrückt. So zeigen -/- MC4-r-KO-Mäuse mit ihrem funktionell gestörten αMSH/

MC4-System verglichen mit C57Bl/6J-Mäusen eine deutlich verminderte sCT-Responsivität.

Bei ob/ob-Mäusen, die kein funktionelles Leptin produzieren können, kann sogar innerhalb

des untersuchten Dosisbereiches kein messbarer sCT-Effekt auf die Futteraufnahme nach-

gewiesen werden. Erst wenn die sCT-Dosis pro Körpermasse auf die maximal verabreichte

Dosis bei C57Bl/6J-Mäusen angehoben wird, zeigen die ob/ob-Mäuse eine leichte Reaktion

auf die sCT-Behandlung. Interessanterweise zeigen fa/fa-Ratten, die durch den Leptin-

rezeptor-Defekt ebenfalls eine direkte Störung des Leptin-Systems aufweisen, zwar eine

deutlich verminderte Reaktion auf die sCT-Behandlung im Vergleich zu Wildtyp-Ratten. Im

Gegensatz zu den ob/ob-Mäusen ist die Reaktion in dem untersuchten Dosisbereich aber

deutlich messbar und ist eher mit der Reaktion der -/- MC4-r-KO-Mäuse vergleichbar. Ob
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diese im Vergleich zu den ob/ob-Mäusen nur moderate Reduktion der sCT-Responsivität bei

den fa/fa-Ratten auf den Befund zurückzuführen ist, dass Ratten generell deutlich sensitiver

gegenüber sCT zu reagieren scheinen als Mäuse, wie bei dem Vergleich der Wildtyp-Tiere zu

erkennen ist (siehe Abb. 26 & 27), oder ob dieser Unterschied direkt mit der Qualität des

genetischen Defekts zusammenhängt, kann auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht

geklärt werden.

Bisher gibt es keine vergleichbare Studie, in der die relative Wirkung von sCT bei genetisch

adipösen Mäuse- bzw. Rattenstämmen getestet wurde. Grundsätzlich wurden die wenigen

Untersuchungen zur sCT-Wirkung bei Wildtyp-Ratten durchgeführt, wobei sCT überwiegend

zentral, teilweise subkutan verabreicht und die Veränderung der Futteraufnahme in den

meisten Fällen nur in den ersten Stunden nach der sCT-Injektion beobachtet wurde (Freed,

1979; Gaggi et al., 1985; Plata-Salaman & Oomura, 1987). Auch eine Amylinbehandlung

liegt für die -/- MC4-r-KO-Mäuse nicht vor. Bei ob/ob- und db/db-Mäusen wurden zwar in

zwei Studien die Auswirkungen von subkutanen Amylininjektionen auf die Futteraufnahme

im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren beider Tiermodelle untersucht (Morley et al.,

1982 & 1994), diese Untersuchungen sind allerdings kritisch zu betrachten. So wurde in

beiden Fällen nur die kurzfristige Beeinflussung der Futteraufnahme innerhalb der ersten

Stunde nach der Amylininjektion untersucht. Zudem wurde den Tieren vor der Behandlung

für 15-20 h das Futter entzogen. Der Antrieb zur Nahrungsaufnahme, der sich während des

Futterentzugs aufgebaut hat, könnte gerade in den ersten Stunden nach erneutem Futterzugang

zu Verzerrungen des Ergebnisses führen. Dass von diesem Versuchsansatz nicht auf die hier

durchgeführten Untersuchungen unter normalen Haltungsbedingungen geschlossen werden

kann, zeigt sich allein an der Tatsache, dass die während der ersten 60 min nach der

Kontrollinjektion festgestellte Futteraufnahme der als hyperphag charakterisierten ob/ob-

Mäuse unter der der heterozygoten Tiere liegt. Ein weiterer Kritikpunkt liegt in der Tatsache,

dass in beiden Studien keine klare Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden konnte, so dass

der Vergleich der Empfindlichkeit der ob/ob- bzw. db/db-Mäuse mit der der jeweiligen

Kontrolltiere insgesamt kritisch zu betrachten ist. Zudem ist bekannt, dass sich die hetero-

zygoten Tiere beider Mäusestämme deutlich von den entsprechenden Wildtyp-Tieren unter-

scheiden (Chung et al., 1998). Auf der Basis dieser Überlegungen können die Schluss-

folgerungen der Autoren, dass ob/ob- bzw. db/db-Mäuse eine gesteigerte Sensitivität gegen-

über Amylin zeigen, den in der vorliegenden Arbeit klar dokumentierten Befund einer stark

bzw. moderat verminderten sCT-Responsivität der ob/ob-Mäuse bzw. fa/fa-Ratten im

Vergleich zu Wildtyp-Tieren nicht entkräften.
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4.3.5 Mögliche sekundäre Abnormalitäten als Erklärung für die veränderte sCT-

Wirkung bei genetisch bedingter Adipositas

Die vergleichenden Untersuchungen der sCT-Wirkung bei Wildtyp-Tieren und genetisch

adipösen Tiermodellen sowie bei Mäusen mit einer ernährungsbedingten funktionellen

Leptinresistenz zeigen sowohl unterschiedlich stark ausgeprägte wie auch in ihrer Richtung

unterschiedliche Veränderungen der sCT-Wirkung. Diese Änderungen scheinen nicht mit

dem Ausmaß der Störung des Leptin-Systems zu korrelieren. Folglich müssen sekundäre

Änderungen in Betracht gezogen werden. Dabei scheint die veränderte Wirkungsstärke der

sCT-Behandlung bei diätinduzierter und genetisch bedingter Adipositas aber weder vom

Adipositasgrad, noch von den erhöhten Triglyzeridspiegeln oder von der Hyperphagie

bestimmt zu werden. In der vorliegenden Arbeit wurde auf zwei Ebenen nach möglichen

Ursachen für die veränderte sCT-Wirkung gesucht. Zum einen besteht die Möglichkeit, dass

neben dem gestörten Leptin-System andere Hormonsysteme verändert sind, die für die sCT-

Wirkung entscheidend sind. Zum anderen könnten veränderte Konzentrationen von an der

Regulation des Energiehaushalts beteiligten Neuropeptiden einen Einfluss auf die zentral

vermittelte sCT-Wirkung ausüben.

4.3.5.1 Hyperinsulinämie als Indikator einer Hyperamylinämie?

Alle in dieser Arbeit untersuchten genetisch adipösen Tiermodelle sind im Vergleich zu

Wildtyp-Tieren in Übereinstimmung mit Literaturbefunden hyperinsulinämisch (Huszar et al.,

1997; Fan et al., 2000; Leckström et al., 1999; Pieber et al., 1994). Die im Rahmen dieser

Arbeit durchgeführten parallelen Insulinmessungen erlauben zusätzlich eine Aussage über die

relative Ausprägung dieser Hyperinsulinämie. So zeigt sich eine deutliche Abstufung der

Plasmainsulin-Konzentrationen mit einem mittleren Ausprägungsgrad bei den -/- MC4-r-KO-

Mäusen und den fa/fa-Ratten, sowie einer extremen Hyperinsulinämie bei den ob/ob-Mäusen.

Ob der jeweilige Anstieg der Plasmainsulin-Konzentration in direktem Zusammenhang mit

dem genetischen Defekt steht oder sich sekundär durch die Hyperphagie und Adipositas der

Tiere entwickelt, ist noch nicht vollständig geklärt. Grundsätzlich zeigt sich bei einem

Vergleich zwischen mit sCT behandelten und Kontroll-Tieren ein hemmender sCT-Effekt auf

den Plasmainsulinspiegel, unabhängig vom jeweiligen Ausgangswert, dem Adipositasgrad,

der Stärke der sCT-induzierten Futterreduktion oder dem zugrunde liegenden genetischen

Defekt bei den untersuchten Mausmodellen. Obwohl bisher keine direkt vergleichbaren

Untersuchungen mit sCT durchgeführt worden sind, wird dieser Befund durch Studien

unterstützt, die einen hemmenden Effekt einer Amylinbehandlung auf die Insulin-Sekretion
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postulieren (Young, 1994; Ohsawa et al., 1989; Silvestre et al., 1997). Zudem konnte bei

Ratten und Menschen nach einer peripheren sCT-Injektion eine verminderte postprandiale

Insulin-Freisetzung beobachtet werden (Young et al., 1995b; Jonderko et al., 1990). Der

Befund, dass eine zentrale Applikation von sCT im Gegensatz dazu die Glukose-stimulierte

Insulin-Freisetzung verbessert (Greeley et al., 1989), lässt bei den in der vorliegenden Arbeit

beobachteten erniedrigten Plasmainsulin-Konzentrationen einen direkten peripheren sCT-

Effekt auf die Insulin-Sekretion vermuten.

Neben der Beeinflussung des Plasmainsulinspiegels durch eine sCT-Behandlung lassen die

hier gezeigten Ergebnisse umgekehrt auch eine Beeinflussung der sCT-Wirkung durch den

Plasmainsulinspiegel vermuten. So scheint sich unabhängig von der Art des genetischen

Defekts bzw. der Ursache der Hyperinsulinämie die sCT-Responsivität der hier untersuchten

genetisch adipösen Tiere umgekehrt proportional zum Grad ihrer Hyperinsulinämie zu

verhalten. Da Amylin und Insulin cosezerniert werden (Young, 1994; Castillo et al., 1995)

und zudem die anorektische Wirkung des sCT vorwiegend über Amylinrezeptoren vermittelt

zu sein scheint (Lutz et al., 2000), könnte eine Hyperinsulinämie Indikator einer Hyper-

amylinämie sein, die in Kombination mit einer möglichen Amylinresistenz einen hemmenden

Einfluss auf die sCT-Wirkung ausübt. Eine direkte Bestimmung der Plasmaamylin-

Konzentrationen bei den in dieser Arbeit untersuchten Tieren wurde aufgrund des Fehlens

eines standardisierten und aussagekräftigen kommerziellen Radioimmunoassays (Cooper,

1994; T. Riediger, persönliche Mitteilung) nicht durchgeführt. Dass die graduelle Abstufung

der Plasmainsulin-Konzentrationen zwischen den einzelnen genetisch adipösen Tiermodellen

sich aber in ähnlicher Weise in den jeweiligen Plasmaamylin-Konzentrationen widerspiegelt,

kann aufgrund von Literaturbefunden vermutet werden (Cooper, 1994). So konnte bei fa/fa-

Ratten in vitro eine Hypersekretion von Amylin aus der Bauchspeicheldrüse (Inoue et al.,

1993) sowie in vivo ein 7-10-fach erhöhter Plasmaamylinspiegel festgestellt werden (Pieber et

al., 1994). Bei altersmäßig den hier untersuchten Tieren entsprechenden ob/ob-Mäusen wurde

im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrolltieren (+/ob bzw. +/+) ein 25-facher Anstieg der

Plasmaamylin-Konzentration nachgewiesen (Leckström et al., 1999). Im Hinblick auf die

Ähnlichkeit des genetischen Defektes zwischen db/db-Mäusen und fa/fa-Ratten und deren

vergleichbarer Hyperinsulinämie ist zudem der Befund von Tokuyama et al. (1993)

interessant, der in der Bauchspeicheldrüse von ob/ob-Mäusen deutlich höhere Konzen-

trationen an Amylin und Insulin nachweisen konnte als bei db/db-Mäusen. Obwohl bisher

keine Studien zur Plasmaamylin-Konzentration bei -/- MC4-r-KO-Mäusen existieren, ist im

Hinblick auf die erhöhten Plasmainsulinspiegel eine Hyperamylinämie ebenfalls zu erwarten.
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Inwieweit diese erhöhten Amylinspiegel Ausdruck einer Amylinresistenz sind und in

welchem Maße sie einen direkten Einfluss auf die über Amylinrezeptoren vermittelte

anorektische Wirkung des sCT ausüben können, bleibt in Folgestudien zu klären.

4.3.5.2 Besteht ein Zusammenhang zwischen der Wirkungsstärke von sCT und der NPY-

Konzentration im ARC bei genetisch bedingter Adipositas?

Zu den wohl wichtigsten an der zentralen Vermittlung des Leptinsignals und somit an der

Regulation des Energiehaushalts beteiligten Neurotransmittern gehören NPY und αMSH

(Schwartz et al., 1996b; Woods & Seeley, 2000; Broberger & Hökfelt, 2001). Eine

Coexpression der langen Leptinrezeptor-Isoform (Ob-Rb) mit NPY bzw. POMC, als dem

Vorläufer des αMSH, konnte in definierten Neuronenpopulationen des ARC nachgewiesen

werden (Elmquist et al., 1999). Grundsätzlich wird von einer hemmenden Wirkung des

Leptins auf die NPY-Expression (Stephens et al., 1995; Schwartz et al., 1996b) sowie einer

stimulierenden Wirkung auf die POMC-Expression ausgegangen (Mizuno et al., 1998;

Thornton et al., 1997). In den hier untersuchten genetisch adipösen Tiermodellen treten auf-

grund der genetischen Defekte innerhalb des Leptin- bzw. αMSH/MC4-Systems veränderte

zentrale Konzentrationen beider Neurotransmitter im Vergleich zu Wildtyp-Tieren auf. Hin-

sichtlich der Fragestellung, inwieweit eine solche Veränderung die sCT-Wirkung beeinflussen

könnte, wurden entsprechende Untersuchungen und Überlegungen in der vorliegenden Arbeit

auf das NPY-System beschränkt, da die trotz des vollständigen Ausfalls des αMSH/MC4-

Systems relativ gute sCT-Responsivität der -/- MC4-r-KO-Mäuse eine Beteiligung des POMC

bzw. αMSH als vom Nucleus arcuatus aszendierender Signalweg bei der Modulation der

sCT-Wirkung eher unwahrscheinlich erscheinen lässt.

Die hier mittels in situ-Hybridisierung erhobenen Befunde hinsichtlich der NPY-mRNA-

Konzentration im Nucleus arcuatus der Kontrolltiere decken sich mit Ergebnissen aus unab-

hängigen Studien. So konnten im Hypothalamus von ob/ob-Mäusen ebenfalls 2- bis 5-fach

erhöhte NPY-mRNA-Konzentrationen nachgewiesen werden (Stephens et al., 1995; Wilding

et al., 1993; Qu et al., 1996). Dieser deutliche Anstieg reflektiert den Ausfall der inhibito-

rischen Leptinwirkung infolge des genetischen Defekts. Die NPY-mRNA-Konzentration im

Nucleus arcuatus von -/- MC4-r-KO-Mäusen unterscheidet sich dagegen nicht von dem bei

Wildtyp-Mäusen festgestellten Wert (Huszar et al., 1997). Trotz des Ausfalls des αMSH/

MC4-Systems und der damit einhergehenden Hyperphagie und Hyperleptinämie (Huszar et
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al., 1997) scheint es zu keinem gegenregulatorischen Abfall der NPY-Konzentration zu

kommen.

Hinsichtlich der Wirkung einer sCT- bzw. Amylin-Behandlung auf die NPY-mRNA- bzw.

Peptid-Konzentration im Nucleus arcuatus von genetisch adipösen Mäusen liegen bisher

keine vergleichbaren Studien vor. Die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung für die C57Bl/6J-

Mäuse bei Standarddiät-Fütterung scheinen allerdings mit Literaturbefunden zu einer Amylin-

behandlung bei Wildtyp-Ratten übereinzustimmen. So führte eine 6-tägige intracerebro-

ventrikuläre Injektion von 0,5 nmol·d-1 Amylin bei Sprague-Dawley-Ratten ebenfalls zu

einem leichten, nicht signifikanten Anstieg des NPY-Peptidspiegels im ARC (Morris &

Nguyen, 2001). Bei einer 5-tägigen subkutanen Infusion von 25 pmol·kg-1·min-1 Amylin bei

Wistar-Ratten erreichte die Erhöhung der NPY-Peptid-Konzentration im Gesamthypotha-

lamus das Signifikanzniveau (Arnelo et al., 2000). Trotz dieser Übereinstimmung mit den hier

erhobenen Daten, muss allerdings beachtet werden, dass die Konzentrationen von mRNA und

Peptid in funktioneller Hinsicht nicht zwangsläufig vergleichbar sind. Zudem kann von der

NPY-Konzentration im ARC nicht unmittelbar auf die Peptid-Konzentration im PVN

geschlossen werden (Giraudo et al., 1994). Die Befunde von Morris & Nguyen (2001) lassen

so z.B. trotz der tendentiell erhöhten NPY-Konzentration im ARC einen erniedrigten NPY-

Spiegel im PVN vermuten, der die anorektische Wirkung des Amylins erklären könnte.

Bei Betrachtung der hier erhobenen Daten zur NPY-mRNA-Konzentration im ARC fallen vor

allem die hohen Werte für die ob/ob-Mäuse auf. Im Hinblick auf die stark verminderte sCT-

Wirkung bei diesen Mäusen könnte für die genetisch adipösen Tiermodelle die Hypothese

aufgestellt werden, dass mit ansteigendem NPY-Spiegel die sCT-Wirkung nachlässt. Dabei

müsste allerdings davon ausgegangen werden, dass der sCT-Effekt entweder über eine

Hemmung des NPY-Systems selbst vermittelt wird oder aber der erhöhte NPY-Spiegel die

über ein anderes System vermittelte anorektische sCT-Wirkung kompensiert. Prinzipiell ist

eine Interaktion zwischen dem NPY- und dem Amylin-System aufgrund von efferenten und

afferenten Projektionen zwischen der AP/NTS-Region, als dem Hauptwirkort des Amylins

(Lutz et al., 1998b; Rowland & Richmond, 1999), und dem Hypothalamus, im Speziellen dem

PVN, vorstellbar (Norgren, 1978; Hyde & Miselis, 1983; Larsen et al., 1997; Rowland et al.,

1997; Kotz et al., 2000). Basierend auf Studien, die die anorektische sCT-Wirkung in direkten

Bezug zu Amylinrezeptoren in der AP setzen (Lutz et al., 2000), könnte folglich auch der

Behandlungseffekt von sCT durch Veränderungen des zentralen NPY-Spiegels moduliert

werden. Eine andere Möglichkeit könnte die direkte Interaktion auf der Ebene des
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Hypothalamus sein, da Mikroinjektionen mit sCT in diese Region eine anorektische Wirkung

gezeigt haben (Chait et al., 1995), so dass die sCT-Wirkung zumindest zum Teil durch Rezep-

toren in hypothalamischen Kerngebieten vermittelt sein könnte. Eine direkte Vermittlung der

sCT-Wirkung über eine Hemmung der NPY-Expression im Hypothalamus erscheint aller-

dings aufgrund der in der vorliegenden Arbeit beobachteten nicht signifikanten und

unterschiedlich gerichteten Veränderungen der NPY-mRNA-Konzentrationen im ARC von

mit sCT behandelten Mäusen eher unwahrscheinlich. Allerdings könnte die Vergrößerung der

N-Zahl zu einem aussagekräftigeren Ergebnis führen. Dass neben der Veränderung des NPY-

Spiegels jedoch auch andere Einflussfaktoren auf die sCT-Wirkung existieren müssen, zeigt

die Behandlung bei fa/fa-Ratten, die eine mit -/- MC4-r-KO-Mäusen vergleichbare sCT-

Responsivität zeigen, obwohl im Hypothalamus ein 2-3-facher Anstieg des preproNPY-

Spiegels nachgewiesen werden konnte (Sanacora et al., 1990).

Abb. 30: Genotypunabhängige Korrelation (doppelt-logarithmische Darstellung) zwischen
der NPY-mRNA-Konzentration im Nucleus arcuatus (ARC) und dem prozentualen
Körperfettgehalt von +/+ (Kreise), +/- (Dreiecke) und -/- (Quadrate) Mäusen des MC4-r-KO-
Stamms im Alter von 5 (ohne Punkt, N=10) bzw. 8 Wochen (N=9). Die gemeinsame
Regression (r=-0,78) unterscheidet sich signifikant von Null (P<0,001). I. Schmidt, S. Eiden
& J.G. Mercer, unveröffentlichte Ergebnisse.

Hinsichtlich der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse der in situ-Hybridisierung

sollte erwähnt werden, dass dies Pilotstudien in Zusammenarbeit mit dem Labor von Dr.

Julian G. Mercer am Rowett Research Institute in Aberdeen, Schottland waren. Aufgrund der

dort in jahrelanger Forschung entwickelten Expertise auf diesem Gebiet, sind methodische

Mängel bei der Durchführung der in situ-Hybridisierung sehr unwahrscheinlich (Mercer et al.,
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1995, 1997a & b; Kozak et al., 1998; Williams et al., 1999). Obwohl die in situ-

Hybridisierung als semiquantitative Methode betrachtet wird, konnte z.B. in gemeinsamen

Studien an MC4-r-KO-Mäusen (I. Schmidt, S. Eiden & J.G. Mercer, unveröffentlichte

Ergebnisse) gezeigt werden, dass bei sorgfältiger und standardisierter Durchführung dieser

Nachweismethode eine äußerst präzise Korrelation zwischen der NPY-mRNA-Konzentration

im ARC und dem Körperfettgehalt der Tiere zu erwarten ist, die durchaus statistisch

auswertbar ist (Abb. 30). Die mangelnde eigene Erfahrung bei dem Schneiden der Gehirn-

präparate könnte allerdings einen Einfluss auf die Genauigkeit der Messung gehabt haben. So

führte z.B. die gewählte Anordnung der Gehirnschnitte auf den Objektträgern zu einer

Reduktion der auswertbaren Schnittzahl pro Tier und somit eventuell zu einer größeren

Streuungsbreite der Daten, so dass in Kombination mit der relativ geringen N-Zahl pro

Versuchsgruppe mögliche signifikante Unterschiede eventuell nicht als solche zu erkennen

waren.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Pilotstudie ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch keine

abschließende Beurteilung des Zusammenhangs zwischen der sCT-Wirkung und dem NPY-

System möglich ist. Weiterführende Studien können eventuell durch die Vergrößerung der N-

Zahl zu einem klareren Ergebnis beitragen. Zudem könnte mit Hilfe eines Zeitverlaufs der

bestmögliche Zeitpunkt für die Gehirnentnahme ermittelt werden. Um eine direkte sCT-

Wirkung auf die NPY-Expression im ARC von einem indirekten Einfluss durch die infolge

der Behandlung reduzierte Futteraufnahme unterscheiden zu können, könnte dabei auch ein

Futterentzug vor der Gehirnentnahme hilfreich sein. Außerdem sollte die Bestimmung der

NPY-mRNA-Konzentration im ARC sinnvollerweise mit dem immunohistochemischen

Nachweis der NPY-Peptid-Konzentration im PVN kombiniert werden, um so ein aussage-

kräftigeres Ergebnis über die Veränderung des NPY-Spiegels im Hypothalamus zu erhalten.

4.3.6 Worauf beruht die gesteigerte sCT-Wirkung im Sonderfall der diätinduzierten

Adipositas?

4.3.6.1 Plasmakonzentrationen an Insulin und Amylin bei Fütterung einer attraktiven,

fettreichen Zusatzdiät

Bezüglich der Veränderung des Plasmainsulinspiegels infolge einer fettreichen Nahrung sind

in den letzten Jahren mehrere Studien an Nagern durchgeführt worden. Dabei konnte in jedem

Fall ein Anstieg dieses Parameters beobachtet werden, das Ausmaß dieser Erhöhung variierte

allerdings. So beschreiben Surwit et al. (1997) nach 8-monatiger Fütterung einer fettreichen
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Diät eine Verdopplung des Plasmainsulinspiegels bei 9 Monate alten C57Bl/6J-Mäusen. Bei

dem gleichen Mäusestamm konnte bei 12 Monate alten Tieren nach einem 11-monatigen

Zugang zu einer fettreichen Diät ein 3,3-facher Anstieg der Plasmainsulin-Konzentrationen

nachgewiesen werden (Mulder et al., 2000). In einer weiteren Studie führte eine 18-monatige

fettreiche Diät zu einem 2,5-fachen Anstieg dieses Parameters (Ahrén & Scheurink, 1998).

Bergen et al. (1999) konnten bereits nach 2-wöchiger Fütterung einer fettreichen Diät eine 10-

fache Erhöhung des Plasmainsulinspiegels beobachten. Bei 3 Monate alten C57Bl/6J-Mäusen

zeigte sich nach einem 2-monatigen Angebot einer fettreichen Nahrung ein 1,6-facher Anstieg

des Plasmainsulinspiegels (Ahrén et al., 1997). Nach einem mit den vorliegenden Daten

vergleichbaren Zeitraum von 7 Wochen führte das Angebot einer fett- und saccharosereichen

Diät zu einem 1,8-fachen Anstieg der Plasmainsulin-Konzentration bei 3,5 Monate alten

Mäusen (Harte et al., 1999). Inwieweit Unterschiede in der Zusammensetzung bzw. Attrak-

tivität der fettreichen Diäten, die Dauer des Angebots oder das Alter der Mäuse eine Rolle bei

der Variabilität der erhobenen Befunde innerhalb des gleichen Mäusestamms spielen, kann

nur vermutet werden. Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete 3- bis 4-fache Anstieg der

Plasmainsulin-Konzentrationen infolge des zusätzlichen Angebots von weißer Schokolade

über einen Zeitraum von mehr als 50 Tagen liegt im Vergleich zu den hier aufgeführten

Literaturbefunden in einem mittleren Bereich.

Auch bei ernährungsbedingt adipösen Tieren scheint eine Erhöhung des Plasmainsulin-

spiegels mit einem Anstieg der Plasmaamylin-Konzentrationen einherzugehen. So konnten

Mulder et al. (2000) bei C57Bl/6J-Mäusen in Kombination mit dem 3,3-fach erhöhten

Insulinspiegel einen 1,6-fachen Anstieg des Plasmaamylinspiegels beobachten. Folglich

müsste bei den hier untersuchten Mäusen eine milde Hyperamylinämie zu erwarten sein.

Diese diätinduzierte Hyperamylinämie steht allerdings nicht in einem Zusammenhang mit

einer Abschwächung der sCT-Wirkung auf die Futteraufnahme wie dies für die vermutete

Hyperamylinämie bei den genetisch adipösen Tiermodellen zu beobachten war. Wenngleich

der hemmende Einfluss eines erhöhten Amylinspiegels auf die anorektische Wirkung des sCT

damit nicht vollständig ausgeschlossen ist, so liegt angesichts dieser Beobachtungen die

Vermutung nahe, dass Veränderungen der Plasmakonzentrationen an Insulin und Amylin

nicht die alleinigen Faktoren bei der Modifikation der sCT-Wirkung sein können.

4.3.6.2 Der NPY-Spiegel in Abhängigkeit von der Nahrungszusammensetzung

Die hier untersuchten C57Bl/6J-Mäuse zeigen bei dem Angebot von weißer Schokolade eine

deutliche Präferenz für diese Diät, so dass nach einer anfänglichen Umstellungsphase
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kontinuierlich mehr als 85% der aufgenommenen Energie über die Zusatzdiät gedeckt

werden. Diese Beobachtung stimmt mit Literaturbefunden überein, die für diesen Mäuse-

stamm eine im Vergleich zu anderen Stämmen mittlere bis hohe Präferenz für eine fettreiche

Diät (Smith et al., 2000) bzw. eine Neigung zu diätinduzierter Adipositas nachgewiesen haben

(Surwit et al., 2000; West et al., 1992; Watson et al., 2000). Hinsichtlich der Auswirkung der

Nahrungszusammensetzung auf den NPY-Spiegel in hypothalamischen Kerngebieten konnte

in einigen Studien gezeigt werden, dass eine wechselseitige Beeinflussung zwischen dem

Kohlenhydratgehalt der Nahrung und dem NPY-Spiegel im ARC und PVN existiert.

Prinzipiell scheint es zu einem Anstieg der NPY-Expression und NPY-Peptid-Produktion im

ARC und im PVN zu kommen, wenn der Kohlenhydratanteil in der Nahrung überwiegt

(Akabayashi et al., 1994; Shor-Posner et al., 1991; Tempel & Leibowitz, 1994). So konnte bei

Ratten mit freiem Zugang zu den drei Makronährstoffen eine positive Korrelation zwischen

der Kohlenhydrataufnahme und der NPY-Peptid-Konzentration im ARC und in parvo-

zellulären Neuronen des PVN nachgewiesen werden (Jhanwar-Uniyal et al., 1993). Wang J. et

al. (1999a) konnten sogar zeigen, dass nach der Aufnahme einer einzigen kohlenhydratreichen

Mahlzeit im ARC und PVN von Ratten erhöhte Konzentrationen an NPY-mRNA und -Peptid

im Vergleich zu einer fettreichen Mahlzeit bzw. einer Mahlzeit mit nur moderatem Kohlen-

hydratgehalt auftreten. Ob in diesem Zusammenhang die Art der Kohlenhydrate − komplex

oder rasch resorbierbar − eine Rolle bei der Beeinflussung des NPY-Spiegels spielt, wurde

bisher nicht untersucht.

Im umgekehrten Fall ist die Aufnahme einer ausgewogenen bzw. fettreichen Nahrung mit

reduzierten oder zumindest unveränderten NPY-Spiegeln gekoppelt (Wang J. et al., 1998;

Giraudo et al., 1994; Stricker-Krongrad et al., 1998). Dabei scheint allerdings nicht der hohe

Fettgehalt, sondern der konsequenterweise niedrige Kohlenhydratanteil der ausschlaggebende

Faktor zu sein. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Fettaufnahme einen

hemmenden Einfluss auf die NPY-Konzentration ausübt, konnte bisher in Korrelationsstudien

kein Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern nachgewiesen werden (Wang J. et

al., 1998; Jhanwar-Uniyal et al., 1993). In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, dass

auch ein niedriger Proteingehalt zu einem Anstieg der NPY-Expression zu führen scheint

(White et al., 1994), allerdings kann auch bei gleichbleibendem Proteingehalt ein signifikanter

Unterschied in der NPY-Expression zwischen einer fettreichen- und kohlenhydratreichen Diät

nachgewiesen werden (Wang J. et al., 1998; Giraudo et al., 1994).
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Die hier angebotene Zusatzdiät in Form von weißer Schokolade besteht energetisch zu 39%

aus Kohlenhydraten (KH), 56% aus Fett (F) und 5% aus Proteinen (P), kann folglich als

fettreiche, proteinarme Nahrung mit mittlerem Kohlenhydratgehalt klassifiziert werden.

Durch die Tatsache, dass die hier untersuchten Mäuse dieser Diät zu mehr als 85% den

Vorzug gegenüber der pelletierten Standard-Diät (KH: 62%, F: 10%, P: 28%) geben, ist

zudem die Attraktivität dieser Zusatznahrung klar dokumentiert. Aufgrund der relativen

Anteile der drei Makronährstoffe müsste im Hinblick auf die oben angeführten Literatur-

befunde bei den hier untersuchten C57Bl/6J-Mäusen eine erniedrigte NPY-mRNA-

Konzentration im ARC im Vergleich zu der ausschließlichen Fütterung der kohlenhydrat-

reichen Standard-Diät zu erwarten sein. Die bei Zusatzdiät-Fütterung um 48% signifikant

niedrigere NPY-mRNA-Konzentration im ARC von mit PBS behandelten C57Bl/6J-Mäusen

bestätigt diese Annahme. Inwieweit dabei der niedrige Proteingehalt der Schokolade eventuell

zu einer Verringerung dieses Unterschiedes beigetragen hat, kann hier nur vermutet werden.

Der Vollständigkeit halber muss erwähnt werden, dass einige Studien existieren, die in

Kombination mit einer attraktiven bzw. fettreichen Diät anstatt erniedrigter NPY-Spiegel,

unveränderte oder sogar erhöhte NPY-Konzentrationen im Hypothalamus beschreiben

(Wilding et al., 1992; Kim et al., 1998; Levin & Dunn-Meynell, 1997). Inwieweit diese

widersprüchlichen Befunde auf Veränderungen im Kohlenhydratanteil bzw. in der Art der

Kohlenhydrate im Vergleich zu den Kontrolldiäten beruhen, bleibt zu untersuchen.

Abgesehen von der Zusammensetzung der Nahrung scheinen allerdings auch Stammes-

unterschiede einen Einfluss auf die Veränderung des NPY-Spiegels infolge einer attraktiven

Diät zu haben (Levin & Dunn-Meynell, 1997; Levin, 1999). So konnten in einer

vergleichenden Studie unterschiedlich starke Reduktionen der NPY-mRNA-Konzentrationen

im Hypothalamus von Tieren aus drei Mäusestämmen als Folge der Fütterung einer

fettreichen Diät festgestellt werden, wobei bei C57Bl/6J-Mäusen der Unterschied zwischen

den beiden Fütterungsgruppen am geringsten ausfiel (Bergen et al., 1999). Dass auch der

zeitliche Aspekt nicht zu unterschätzen ist, zeigen die Ergebnisse einer weiteren Studie an

C57Bl/6J-Mäusen, bei denen erst nach 8-wöchigem Angebot einer fettreichen Diät eine

signifikante Abnahme der NPY-Expression im ARC nachgewiesen werden konnte (Lin et al.,

2000a). Ziotopoulou et al. (2000) fanden im gleichen Mäusestamm nach 1-tägigem Angebot

einer fettreichen Nahrung eine nicht signifikante Reduktion der hypothalamischen NPY-

Expression, das Signifikanzniveau wurde am 2. Tag schließlich erreicht, nach einer Woche

zeigte sich allerdings ein wiederum nicht signifikanter Anstieg in der NPY-Expression.
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Obwohl offensichtlich ein starker Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der

Nahrung und dem NPY-Spiegel in zentralen Kerngebieten existiert, ergibt sich innerhalb

einer Gruppe mit gleicher Nahrungszusammensetzung zudem ein positiver Zusammenhang

zwischen der NPY-Expression im ARC und der Körperfettmasse der Tiere. Dies konnte

sowohl bei der Untersuchung von MC4-r-KO-Mäusen bei Standarddiät-Fütterung (vgl. Abb.

30) als auch in einer unabhängigen Studie bei Ratten mit ähnlicher Makronährstoffpräferenz

nachgewiesen werden (Wang J. et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit lässt sich zumindest

bei den beiden genetisch adipösen Mausmodellen ein solcher Zusammenhang erkennen,

wobei jedoch keine statistisch nachweisbaren Unterschiede zwischen mit sCT behandelten

und Kontroll-Tieren auftreten.

4.3.6.3 Könnte das hypothalamische NPY-System an der Vermittlung der selektiven sCT-

Wirkung auf die Zusatzdiät beteiligt sein?

Neben dem Einfluss der Nahrung auf den endogenen NPY-Spiegel scheint im Gegenzug eine

NPY-Injektion die Aufnahme der drei Makronährstoffe ebenfalls unterschiedlich stark zu

beeinflussen. So konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass speziell die Kohlenhydrat-

aufnahme infolge einer zentralen NPY-Injektion ansteigt (Morley et al., 1987; Stanley et al.,

1985; Tempel & Leibowitz, 1990). Außerdem konnte für die natürliche Futteraufnahmephase

bei Ratten gezeigt werden, dass die anfängliche Kohlenhydratpräferenz mit einem Peak im

endogenen NPY-Spiegel im PVN kombiniert ist, während im weiteren Verlauf in Kombi-

nation mit einem Abfall der NPY-Konzentration die Aufnahme von Proteinen und Fetten

ansteigt (Akabayashi et al., 1994; Shor-Posner et al., 1991; Tempel & Leibowitz, 1994;

Jahnwar-Uniyal et al., 1990). Die Spezifität der NPY-Wirkung auf die Kohlenhydrat-

aufnahme, unabhängig von der Attraktivität der Nahrung, wird durch Befunde unterstützt, die

zeigen, dass der Anstieg der Futteraufnahme um mehr als 50% vermindert werden kann, wenn

das Angebot von Kohlenhydraten entzogen wird, der Entzug von Protein oder Fett hat

dagegen keinen Einfluss (Stanley et al., 1985). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die

bevorzugte Stimulation der Kohlenhydrataufnahme infolge einer NPY-Injektion auch

beobachtet werden kann, wenn diese der am wenigsten bevorzugte Makronährstoff sind und

die Aufnahme von Fett und Proteinen einen weitaus größeren Teil der Gesamtfutteraufnahme

ausmacht (Tempel & Leibowitz, 1990). Bei Abweichungen von der üblichen Standard-Diät

scheint aber auch die individuelle Nahrungspräferenz des Tieres im Vorfeld eine modu-

lierende Rolle bei der Selektivität der NPY-Wirkung zu spielen (Welch et al., 1994). So

konnte bei Ratten, die eine Präferenz für Fett entwickelt hatten, eine Steigerung der
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Fettaufnahme durch eine NPY-Injektion in den PVN beobachtet werden (Stanley et al., 1989;

Welch et al., 1993). In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, dass durch eine NPY-

Injektion trotz der relativen Selektivität grundsätzlich auch die Aufnahme von Fett und

Proteinen gesteigert wird, selbst wenn dies in deutlich geringerem Ausmaße im Vergleich zu

der Steigerung der Kohlenhydrataufnahme stattfindet (Welch et al., 1994).

Trotz des vermuteten Zusammenhangs zwischen NPY und spezifischen Nahrungs-

komponenten kann eine Vermittlung der sCT-Wirkung über das hypothalamische NPY-

System − wie schon für die genetisch adipösen Tiermodelle angesprochen − weitgehend aus-

geschlossen werden, da auf Basis der Literaturbefunde eine selektiv verminderte Schoko-

ladenaufnahme ohne die gleichzeitige Reduktion der Standarddiät-Aufnahme als kohlen-

hydratreicherer Nahrungskomponente in Zusammenhang mit einer Hemmung der orexigenen

NPY-Wirkung eher unwahrscheinlich ist. Zudem müsste der NPY-Spiegel dann infolge einer

sCT-Injektion absinken, die hier erhobenen Befunde lassen aber vielmehr einen Anstieg der

NPY-Expression im ARC vermuten. Auch in einer Studie, die die Auswirkung einer

intracerebroventrikulären Amylininjektion auf die NPY-Peptid-Konzentration in verschie-

denen hypothalamischen Kerngebieten untersuchte, konnte ein vergleichbarer tendenzieller

Anstieg der NPY-Konzentration im ARC festgestellt werden (Morris & Nguyen, 2001). Eine

mögliche Erklärung für den tendenziellen Befund in der vorliegenden Arbeit könnte ein

gegenregulatorischer Mechanismus als Reaktion auf die starke anorektische sCT-Wirkung

sein, wie es auch im Falle der erhöhten NPY-Peptid-Konzentrationen bei den hypophagen

GRNesCre-Mäuse zu vermuten ist. In diesem Fall ist es durchaus vorstellbar, dass es dabei zu

einem leichten Anstieg der kohlenhydratreichen Standarddiät-Aufnahme kommt. Ein

ebenfalls nicht auszuschließender NPY-induzierter Anstieg der Schokoladenaufnahme könnte

durch die primäre selektive, stark anorektische sCT-Wirkung überdeckt sein. Welche

zentralen Systeme an der Vermittlung dieser selektiven sCT-Wirkung beteiligt sein könnten,

kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht definitiv beurteilt werden. Vorstellbar wäre z.B. eine

Beteiligung des Opioid-Systems. So konnte aufgrund von Studien mit Opioid-Rezeptor-

Antagonisten und -Agonisten ein Zusammenhang zwischen diesem System und der

Aufnahme von attraktiver Nahrung hergestellt werden (Cooper, 1983; Levine & Atkinson,

1987; Lynch & Libby, 1983; Giraudo et al., 1999). C-Fos-Studien lassen zudem eine tonische

inhibitorische Wirkung des Opioid-Systems auf die Area postrema vermuten, die normaler-

weise zu einer erhöhten Aufnahme von attraktiver Nahrung führen könnte (Gestreau et al.,

2000; Edwards & Ritter, 1981; Hyde & Miselis, 1983). Würde eine sCT-Wirkung durch die

Aktivierung von Neuronen in der Area postrema die postulierte tonische Hemmung dieser
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Neuronen kompensieren, könnte dies ein Erklärungsansatz für die selektive Wirkung der sCT-

Injektion auf die Aufnahme der attraktiven Zusatzdiät sein.

4.3.7 Beurteilung des Lachs-Calcitonins im Hinblick auf die Therapie von Adipositas

Grundsätzlich zeichnet sich Lachs-Calcitonin als potentielles Pharmakon bei der Behandlung

einer Hyperphagie in Zusammenhang mit einer Adipositas durch zwei entscheidende Charak-

teristika aus. So zeigt es seine anorektische Wirkung auch in Fällen eines gestörten Leptin-

Systems. Dabei wäre im Hinblick auf die Situation beim Menschen vor allem die starke

anorektische Wirkung in Fällen einer diätinduzierten Adipositas von Bedeutung. Im Tier-

experiment führt auch bei dem kompletten Ausfall des αMSH/MC4-Systems die sCT-

Behandlung zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme, wobei in Fällen einer analogen

Störung beim Menschen für das heterozygote Auftreten dieses Defektes in Kombination mit

einer hochkalorischen Ernährung eine Steigerung der anorektischen sCT-Wirkung zu

erwarten wäre. Die relativ schwache Wirkung in Zusammenhang mit dem ob/ob-Defekt

dürfte aufgrund der Seltenheit eines analogen Defektes beim Menschen bei therapeutischen

Überlegungen eine nur untergeordnete Rolle spielen. Der zweite, besonders interessante

Aspekt ist der Befund, dass es bei einer attraktiven, energiedichten und fettreichen Zusatz-

nahrung, die leicht auf die Ernährungssituation des Menschen in den westlichen Industrie-

Nationen übertragen werden kann, zu einer selektiven Reduktion dieser Nahrungskomponente

kommt, währenddessen der Konsum der ballaststoffreichen, "gesunden" Standard-Diät sogar

leicht zunimmt.

Aufbauend auf diesen ersten Befunden muss in weiterführenden Studien überprüft werden,

inwieweit sich eine sCT-Behandlung hinsichtlich seiner anorektischen Wirkung über einen

längeren Zeitraum hin bewährt. Dabei sind vor allem "Nebenwirkungen" des Lachs-

Calcitonins zu untersuchen, die neben der hier untersuchten anorektischen Wirkung aufgrund

der strukturellen Homologie zu endogenem Amylin, Calcitonin, CGRP und Adrenomedullin

(Wimalawansa, 1997; Muff et al., 1995; Sexton et al., 1999) zu erwarten sind. Für die in der

vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuche zur Lachs-Calcitonin-Wirkung wurde ein

bereits zugelassenes Medikament zur Regulation des Calziumstoffwechsels und zur Behand-

lung von Osteoporose verwendet (Calcitonin-ratiopharm® 50), so dass die Verträglichkeit für

den Menschen nachgewiesen zu sein scheint. Inwieweit dieses Medikament über die

eigentliche Indikation hinaus bei der Therapie von Adipositas eingesetzt werden kann,

müssen weiterführende Studien zeigen. Dabei müssen zunächst die genauen Mechanismen bei
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der Vermittlung der sCT-Wirkung erforscht werden, wobei neben den ersten Studien, die

einen Zusammenhang zwischen der sCT-Wirkung und dem Amylin-System vermuten lassen

(Lutz et al., 2000) weitere Studien in Hinblick auf die Verbindung zu anderen Systemen nötig

sind, die die Selektivität der sCT-Wirkung auf bestimmte Nahrungskomponenten erklären

könnten.

4.4  Fazit

Die adäquate Regulation des Energiehaushaltes ist für das Überleben eines Organismus

essentiell. Auch wenn die Entstehung einer Adipositas, als Folge der Entgleisung dieser

Regulation im oberen Bereich, im Gegensatz zu der möglichen Gefahr des Verhungerns,

keine unmittelbaren lebensbedrohlichen Konsequenzen hat, so treten auch in diesem Fall eine

Vielzahl von sekundären Störungen auf, die langfristig die Lebenserwartung herabsetzen. Als

Ursache für die Entstehung einer Adipositas muss innerhalb der westlichen Industrie-

Nationen vor allem die überhöhte Aufnahme von attraktiver, energiedichter und fettreicher

Nahrung in Kombination mit einer diätinduzierten Leptinresistenz angesehen werden. Da

unter diesen Bedingungen eine direkte Beeinflussung des Leptin-Systems für die Therapie der

Adipositas wenig aussichtsreich erscheint, müssen Alternativen in Erwägung gezogen

werden. Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass der Regulation der Nahrungsaufnahme ein

komplexes Netz an neuronalen und humoralen Signalen, die auf verschiedensten Ebenen

miteinander interagieren, zugrunde liegt. So zeigen nicht zuletzt die in der vorliegenden

Arbeit durchgeführten Versuche bei ob/ob-Mäusen, dass neben dem zentralen Leptin-System

weitere Systeme existieren müssen, die an der Regulation des Energiehaushalts beteiligt sind.

Obwohl im Falle der ob/ob-Mäuse nur gezeigt werden konnte, dass die redundante

Absicherung des Energiehaushaltes im unteren Bereich funktioniert, könnte die

Identifizierung dieser gegenregulatorischen Systeme und der zugrundeliegenden Wirk-

mechanismen neue therapeutische Ansätze für die Behandlung von Adipositas liefern.

Die in diesem Zusammenhang durchgeführte Charakterisierung der GRNesCre-Maus konnte

zeigen, dass die HPA-Achse prinzipiell an der Regulation des Energiehaushalts beteiligt ist

und mit dem Leptin-System interagiert. Die Komplexität dieses Knockout-Modells

erschwerte allerdings die Aufdeckung der zugrunde liegenden Ursache-Wirkungs-

Beziehungen und machte deutlich, dass Manipulationen der HPA-Achse aufgrund der

vielfältigen Funktionen dieses Systems vermutlich nicht geeignet sind, einen gezielten
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Angriffspunkt für die Therapie von Adipositas zu bieten. Eine weitaus bessere Möglichkeit

scheint dagegen die Behandlung mit Lachs-Calcitonin zu sein. Obwohl der genaue zentrale

Wirkmechanismus noch zu klären ist, ist dabei vor allem der Befund interessant, dass es zu

einer selektiven Reduktion der Aufnahme der attraktiven, energiedichten und fettreichen

Nahrungskomponente kommt, während die "gesunde" Standard-Diät von den behandelten

Mäusen sogar vermehrt gefressen wird − unabhängig von einer genetischen oder diät-

induzierten Störung im Leptin-System. Inwieweit hiermit ein potentieller Therapieansatz für

die Bekämpfung der Adipositas beim Menschen eröffnet ist, müssen Folgestudien zeigen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen war die Analyse

grundlegender Zusammenhänge hinsichtlich der Rolle des Leptin-Systems bei der komplexen

Regulation des Energiehaushaltes. Im Hinblick auf einen möglichen Ansatz für die Adipo-

sitastherapie wurde dabei der Schwerpunkt auf pharmakologische und genetische

Manipulationen des Leptin-Systems und anderer mit der Regulation des Energiehaushalts in

Zusammenhang stehender Hormonsysteme gelegt.

In einer ersten Versuchsserie wurde durch die Anwendung von subkutanen osmotischen

Mini-Pumpen eine Langzeit-Leptininfusion bei ob/ob-Mäusen durchgeführt, die vor allem

hinsichtlich der Stabilisierung eines neuen, niedrigen Körpermasse-Niveaus gegen Ende des

Behandlungszeitraumes von Interesse war. Durch die Anwendung verschiedener Leptin-

Dosierungen und die zusätzliche Gabe subkutaner Leptininjektionen sollten die Ursachen für

die nachlassende Reaktion der Tiere auf die Leptininfusion untersucht werden. Neben der

kontinuierlichen Aufzeichnung der Körpermasse, der Futteraufnahme und − im Rahmen einer

Versuchsgruppe − des Sauerstoffverbrauchs wurde die Dosisabhängigkeit auch anhand der

Bestimmung der Körper- bzw. Leberzusammensetzung und des Plasmainsulinspiegels im

Versuchsverlauf überprüft und zudem − durch die Untersuchung zwei verschiedener Alters-

gruppen von ob/ob-Mäusen −  in Abhängigkeit von den Ausgangsbedingungen betrachtet.

Die Langzeit-Leptininfusion führt bei den ob/ob-Mäusen zu einer Reduktion aller unter-

suchten Parameter, wobei innerhalb einer Altersgruppe eine klare Dosisabhängigkeit zu

erkennen ist. Versuchsgruppen-übergreifend kann zudem eine Dosisabhängigkeit auf der

Basis einer Korrelation zwischen dem Plasmaleptinspiegel und der Körperfettmasse am

Versuchsende beobachtet werden. Die Einstellung eines stabilen Körpermasse-Niveaus am

Versuchsende ist weder in einer nachlassenden Leptinresponsivität der Tiere begründet, noch

ist sie die Folge einer vollständigen Leerung der Körperfettspeicher. Die vorliegenden

Untersuchungen sind folglich ein klarer Beweis für die Existenz redundanter, die Größe der

Körperfettspeicher signalisierender Systeme. Aufbauend auf diesem Befund wurde in zwei

weiteren Versuchsserien exemplarisch untersucht, welche weiteren Hormonsysteme in diesem

Zusammenhang möglicherweise mit dem Leptin-System interagieren.

Die zweite Versuchsserie beschäftigte sich mit der Charakterisierung der GRNesCre-Maus,

einem Knockout-Modell, bei dem die Funktion des Glukokortikoid-Rezeptors gewebs-

spezifisch in Neuronen und Gliazellen ausgeschaltet ist. Diese genetische Manipulation der
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HPA-Achse war vor allem hinsichtlich ihres inhibierenden Effekts auf das Wachstum der

Mäuse von Interesse. Durch die Untersuchung von Körperzusammensetzung, Plasmaleptin-

und Plasmainsulinspiegel in verschiedenen Altersstufen sollten Aussagen über den Entwick-

lungsverlauf dieser Störung gewonnen werden. Durch die vergleichende Bestimmung der

Futteraufnahme und des Energieverbrauchs bei Absetzlingen und adulten GRNesCre- und

Wildtyp-Mäusen wurden zudem die energetischen Ursachen für die verminderte Energie-

deposition der GRNesCre-Mäuse untersucht.

Infolge des zentralen Glukokortikoid-Rezeptor-Defekts unterscheiden sich die GRNesCre-

Mäuse in ihrer postnatalen Entwicklung von ihren Wildtyp-Geschwistern und zeigen eine

kontinuierliche Wachstumshemmung, die während der Säuglingsphase mit einem Anstieg des

prozentualen Fettgehaltes und erst nach dem Absetzen mit einer reduzierten Fettdeposition

kombiniert ist. Die verminderte Energiedeposition der GRNesCre-Mäuse ist verbunden mit einer

altersunabhängigen, im Hinblick auf den Körperfettgehalt überproportionalen Erhöhung des

Plasmaleptinspiegels mit einer gleichgerichteten Veränderung der Plasmainsulin-Konzen-

trationen. Während aufgrund von Befunden an juvenilen Ratten von der Hypothese

auszugehen ist, dass die Veränderung der Körperzusammensetzung der GRNesCre-Mäuse

während der Säuglingsphase sowohl auf eine reduzierte Futteraufnahme als auch auf eine

verminderte thermoregulatorische Thermogenese zurückzuführen ist, lassen die Sauerstoff-

messungen bei Absetzlingen und adulten GRNesCre-Mäusen bei weiterhin reduzierter

Futteraufnahme eine gesteigerte Thermogenese im Erwachsenenalter vermuten. Am Beispiel

der GRNesCre-Mäuse wird somit ein Eingreifen der HPA-Achse in die Regulation des

Energiehaushalts und eine − möglicherweise über die Beeinflussung des Insulin-Systems

vermittelte − Interaktion mit dem Leptin-System demonstriert. Die Auswirkungen des

zentralen Glukokortikoid-Rezeptor-Defekts sind allerdings zu komplex, um die energetischen

und neuroendokrinen Grundlagen dieser Glukokortikoid-Wirkung vollständig aufdecken zu

können.

Im Rahmen der dritten Versuchsserie wurde die anorektische Wirkung von Lachs-Calcitonin

(sCT), einem Amylin-Analogon, untersucht. Dabei wurde zunächst die Wirkung von sCT und

Leptin bzw. einer Kombinationsgabe beider Substanzen bei C57Bl/6J-Mäusen unter normalen

Fütterungsbedingungen (Angebot einer Standard-Nagetierdiät) auf der Basis von eintägigen

subkutanen Injektionen miteinander verglichen. Um zu testen, ob eine durch das Angebot

einer attraktiven, fettreichen Nahrung ausgelöste funktionelle Leptinresistenz einen Einfluss

auf die Wirkungsstärke der sCT-Behandlung ausübt, wurden vergleichend eintägige sCT-
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Injektionen nach einem mehrwöchigen Zusatzangebot von Schokolade durchgeführt. Die

Erstellung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen bei C57Bl/6J-, -/- MC4-r-KO- und ob/ob-

Mäusen sowie bei Wildtyp- und fa/fa-Ratten unter normalen Fütterungsbedingungen sollte

zudem zeigen, ob ein genetischer Defekt innerhalb des Leptin-Systems bzw. seiner zentralen

Signaltransmission zu einer Wirkungsbeeinträchtigung führt. Durch die vergleichenden

Untersuchungen des Plasmainsulinspiegels bzw. der NPY-mRNA-Konzentration im Nucleus

arcuatus von mit sCT behandelten und Kontroll-Tieren der genannten Tiermodelle sollten

mögliche Ursachen für die unterschiedliche Wirkung der sCT-Behandlung analysiert werden.

Die Kombinationsbehandlung mit Leptin und sCT zeigt, dass sich die Wirkungen beider

Substanzen hinsichtlich der Reduktion der Futteraufnahme addieren. Infolge eines gene-

tischen Defekts innerhalb des Leptin- bzw. αMSH/MC4-Systems kommt es zu einer Vermin-

derung der anorektischen sCT-Wirkung, wobei die sCT-Responsivität der MC4-r-KO-Mäuse

und fa/fa-Ratten moderat, die der ob/ob-Mäuse stark vermindert ist. Im Falle einer diät-

induzierten Leptinresistenz infolge des Angebots einer attraktiven, fettreichen Zusatzdiät bei

Wildtyp-Tieren tritt dagegen eine deutliche Wirkungssteigerung im Vergleich zu der sCT-

Wirkung unter normalen Fütterungsbedingungen auf. Dabei wird selektiv die Aufnahme der

attraktiven, fettreichen Diätkomponente unterdrückt, während die Aufnahme der Standard-

Diät sogar leicht zunimmt. Die Messungen des Plasmainsulinspiegels ergeben zwar eine der

sCT-Wirkung entsprechende graduelle Erhöhung der Plasmainsulin-Konzentrationen bei den

einzelnen genetisch adipösen Tiermodellen, lassen aber keinen direkten Zusammenhang mit

der Wirkungssteigerung bei der Zusatzdiät-Fütterung erkennen. Auch Unterschiede in der

NPY-mRNA-Konzentration scheinen keinen Einfluss auf die Wirkungsstärke der sCT-

Injektion auszuüben, so dass eine Vermittlung der sCT-Wirkung über dieses Neuropeptid-

System eher auszuschließen ist. Welche Systeme im Speziellen an der Vermittlung der

selektiven sCT-Wirkung auf die Zusatzdiät beteiligt sind, wird in Folgestudien geklärt werden

müssen.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit geben einen Einblick in die komplexe Regulation des

Energiehaushalts und konnten − ausgehend von der zentralen Rolle des Leptin-Systems −

zeigen, dass die Beteiligung weiterer Hormonsysteme und die Aufdeckung der dieser Inter-

aktion zugrunde liegenden Mechanismen einen potentiellen Ansatz für die Adipositastherapie

bieten, was gerade im Hinblick auf die hohe Prävalenz der, mit einer funktionellen Leptin-

resistenz einhergehenden, diätinduzierten Form dieser Störung von Bedeutung sein könnte.
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6 ANHANG − verwendete Chemikalien und Lösungen

6.1 Pharmakologische Behandlung der Versuchstiere

 physiologische Kochsalzlösung (Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., BRD)

 PBS= phosphate buffered saline:

10 mM Natriumphosphatpuffer (pH~7,4) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, BRD)
in physiologischer Kochsalzlösung (Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., BRD)

 rekombinantes Leptin

a) MW=16000 Da (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, BRD)
b) MW=17560 Da (His6-tagged-Leptin) (Aventis Pharma, Frankfurt a.M., BRD)

 Ketavet® (Pharmacia & Upjohn AG, Dübendorf, BRD)

 Rompun® (Provet AG, Lyssach b. Burgdorf, BRD)

 Fluothane® (Zeneca GmbH, Plankstadt, BRD)

 Xylocain® 1% (Astra Chemicals GmbH, Wedel, BRD)

 Lachs-Calcitonin (sCT)=Calcitonin-ratiopharm®50 (Ratiopharm, Ulm, BRD)

6.2 Bestimmung der Hormonkonzentrationen im Plasma

 Liquemin 5000® (Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH)

 Maus-Leptin RIA-Kit (Linco Research Inc., St. Charles, MO, USA)

 Insulin-RIA-Kit (Serono Diagnostics, Freiburg, BRD)

 Ratten-Insulin-Standard (Novo Industries Laboratories, Bagsvaerde, DK)

 Thyroxin-RIA-Kit (Diagnostic Systems Laboratories, Sinsheim, BRD)

6.3 In situ-Hybridisierung

6.3.1 Beschichten der Objektträger

 Herstellen von DEPC-Wasser:

dest. Wasser
0,1% Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, BRD)

→ über Nacht im Abzug stehen lassen, so daß RNasen inaktiviert werden
→ durch anschließendes Autoklavieren wird das DEPC-Molekül in sich verflüch-

tigendes CO2 und Ethanol gespalten
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 Ansetzen der 0,5%igen Gelatine-Lösung:

1,5 g Gelatine (G-2500, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, BRD)
300 ml DEPC-Wasser
0,15 g CrK(SO4)2*12H2O (VWR International, Poole, UK)

 Ansetzen der Poly-L-Lysin-Lösung:

25 mg Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, BRD)
300 ml DEPC-Wasser
3 ml 1M TRIS (pH 8) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, BRD)

6.3.2 Schneiden der Gehirne

 Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL)

 Ethanol vergällt (Merck KGaA, Darmstadt, BRD)

6.3.3 Herstellung der radioaktiv markierten RNA-Sonde (Transkription)   

 Herstellen von 0,75 M Dithiothreitol (DTT)

2,32 g DTT (Promega Ltd., Southampton, UK)
20 ml 0,01M Sodiumacetat (pH 5,2, mit DEPC-Wasser angesetzt) (Sigma-Aldrich

Company Ltd., Gillingham, UK)

→ bei –20°C als Aliquot gelagert

 5x Transkriptionspuffer, Bestandteil des Promega Transkriptions-Kits (Promega Ltd.,
Southampton, UK), bei –20°C gelagert

 linearisierte Plasmid-DNA (0,13 µg/µl), bei –20°C gelagert

  rNTP-1:1:1 Mix (ATP, GTP, CTP; jede Base ausgangsmäßig: 10mM) (Promega Ltd.,
Southampton, UK), bei –20°C gelagert

 RNase Block I (38,2 U/µl) (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK), bei –20°C
gelagert

 35S-UTP (12,5 µCi/µl) (NEN Life Science Products, Zaventem, B), im Kühlschrank
gelagert

 RNA-Polymerase T3 (17 U/µl) (Promega Ltd., Southampton, UK), bei –20°C gelagert

 DEPC-Wasser

 DNase, (1 U/µl), Bestandteil des Promega Transkriptions-Kits (Promega Ltd.,
Southampton, UK), bei –20°C gelagert

 Szintillationsflüssigkeit, (Perkin Elmer, Inc., Boston, MA, USA)
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6.3.4 Herstellung des Hybridisierungspuffers

 Herstellen des Dextransulfats:

1,5 ml DEPC-Wasser
1g Dextran-Sulfat (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)

→ ohne zu durchmischen zunächst auf 55-60°C erwärmen, nach 1 h stark vortexen,
nach einer weiteren ½ h erneut, dann sollte das Dextran-Sulfat gelöst sein

 Herstellen von 5M NaCl:

29,22g NaCl (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
100 ml dest. Wasser

→ über Nacht mit DEPC behandeln
→ bei –20°C als Aliquot gelagert

 Herstellen von 1M TRIS (pH8):

12,11g TRIS (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
80 ml DEPC-Wasser

→ vorkalibriertes pH-Meter mit DEPC über Nacht behandeln, den pH-Wert mit HCl
einstellen und auf 100 ml auffüllen, anschließend autoklavieren

→ bei –20°C als Aliquot gelagert

 Herstellen von 0,5M EDTA (pH8):

18,61g EDTA (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
80 ml dest. Wasser

→ den pH-Wert mit NaOH einstellen, auf 100 ml auffüllen und anschließend mit
DEPC behandeln

→ bei –20°C als Aliquot gelagert

 Formamid (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK), bei –20°C als Aliquot
gelagert

 50x Denhardts-Lösung (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK), bei –20°C
gelagert

 DEPC-Wasser

6.3.5 Ansetzen der Hybridisierungslösung

 Herstellen von 1M DTT:

3,09 g DTT (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
20 ml 0,01M Sodiumacetat (ph 5,2, mit DEPC-Wasser angesetzt) (Sigma-Aldrich

Company Ltd., Gillingham, UK)

→ bei –20°C als Aliquot gelagert

 tRNA (3,9 mg/ml) (Boehringer Ingelheim Ltd., Bracknell, UK) bei –20°C gelagert

 antisense-Sonde, Herstellung siehe 2.5.3.2
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 Hybridisierungspuffer, Herstellung siehe 2.5.3.2

 DEPC-Wasser

6.3.6 Hybridisierung

 Herstellen von 0,2M Phosphatpuffer (PB):

11,36 g NaH2PO4 *2H2O (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
45,44 g Na2HPO4 (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
2 l dest. Wasser

→ über Nacht mit DEPC behandeln
→ bei Raumtemperatur gelagert
→ zur Herstellung von 0,1M PB 1:1 mit DEPC-Wasser verdünnt

 Herstellen von 4%igem Paraformaldehyd:

24 g Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
300 ml DEPC-Wasser
24 Tropfen 10N NaOH (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)

→ unter Rühren auf 60°C erhitzen, erst dann das NaOH zugeben bis die Lösung klar
ist

→ nach dem Abkühlen 1:2 mit 0,2M PB verdünnen und auf Eis stellen

 Herstellen der aufsteigenden Akoholreihe: (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham,
UK)

  50% EtOH: 250 ml abs. Alkohol     + 250 ml DEPC-Wasser
  70% EtOH: 350 150
  95% EtOH: 476   24
100% EtOH: 500

 Hybridisierungslösung siehe 7.3.5

 DPX (Agar Scientific Ltd., Stansted, UK)

6.3.7 Posthybridisierung

 Herstellen von 20xSSC (NaCl/Natriumcitrat-Puffer):

175,3 g NaCl (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
88,2 g Trisodiumcitrat (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK)
1 l dest. Wasser

→ über Nacht mit DEPC behandeln
→ bei Raumtemperatur gelagert
→ für die Herstellung von 4xSSC 1:5 mit DEPC-Wasser verdünnt
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 Ansetzen der SSC-Verdünnungen:

2xSSC    = 500    ml 4xSSC    +  500   ml dest. Wasser   +    1    ml DTT
1xSSC    = 125           375              0,5
0,5xSSC =   62,5         437,5     0,5
0,1xSSC =   25         975    1

 5M NaCl , siehe 7.3.4

 1M Tris (pH 8), siehe 7.3.4

 0,5M EDTA, siehe 7.3.4

 dest. Wasser

 RNase, 10 mg/ml, 1:100 verdünnt (Sigma-Aldrich Company Ltd., Gillingham, UK) bei
-20°C als Aliquot gelagert

6.3.8 Filmentwicklung

 Entwickler: Kodak GBX developer (Kodak Limited, Hemel Hempstead, UK)

 Fixierer: Kodak GBX fixer (Kodak Limited, Hemel Hempstead, UK)
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