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Einleitung

1 Einleitung

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass kognitive Funktionen und emotionales Verhalten
unter dem Einfluss der aufgenommenen Nahrung stehen. Diese tierexperimentelle Studie
dient der systematischen Untersuchung des Einflusses einer hochkalorischen Cafeteria-Diit
(CD) auf das Verhalten und metabolische Parameter bei Sprague-Dawley (SD) Ratten. Eine
Besonderheit dieser Arbeit liegt in dem Einschluss gezielter Untersuchungen der Faktoren

Alter und Geschlecht.

1.1 Medizinische Bedeutung der Adipositas

Fiir die evolutiondre Entwicklung von Mensch und Tier waren der fortwdhrende Kampf um
Nahrung und die Befdhigung zur Speicherung von Energie im Fettgewebe unerléssliche
Voraussetzungen. Heutzutage hat diese Féhigkeit in den Industrielindern durch das
regelméfBige Nahrungsangebot an essentieller Bedeutsamkeit verloren. Obwohl das Angebot
gesunder Nahrungsmittel in den Industrienationen mehr als ausreichend ist und die
Bevolkerungen iiber die Grundregeln der gesunden Erndhrung aufgeklirt sind, nehmen

erndhrungsbedingte Krankheiten wie Adipositas und deren Folgeerkrankungen stetig zu.

Adipositas ist definiert als eine liber das Mal} hinausgehende Zunahme des Korperfettes. Eine
Berechnungsgrundlage fiir Gewichtsklassifikationen von Ubergewichtigen ist der
Korpermasseindex (Body Mass Index, BMI). Der BMI ist der Quotient aus Gewicht und
KorpergroBe zum Quadrat (kg/m?). Ubergewicht ist definiert als ein BMI > 25, wihrend
Patienten mit einem BMI > 30 als adipds eingestuft werden. Ein weiteres MaB ist das Taille-
Hiift-Verhéltnis (THV), das als Quotient von Taillen- und Hiiftumfang angegeben wird.
Dieses Verhiltnis liefert genauere Informationen iiber das Fettverteilungsmuster und soll bei

Minnern kleiner als 0,9, bei Frauen kleiner als 0,8 sein (Tab. 1.1).
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Kategorie BMI THV Risiko fiir Begleiterkrankungen
des Ubergewichts

Untergewicht <18,5 <0,8(d) Niedrig

<0,7(%)

Normalgewicht 18,5-24,9 <0,9 (&) Durchschnittlich

<0.8(?)

Ubergewicht >250 0,91-0,99 (J)

0,81-0,84 (?)

Praadipositas 25-29,9 Gering erhoht
Adipositas Grad | 30-34,9 >1,0 (&) Erhoht
Adipositas Grad Il 35-39,9 >0,85(9) Hoch
Adipositas Grad I =40 Sehr hoch

Tab. 1.1: Gewichtsklassifikationen bei Erwachsenen anhand des BMI und THV (nach DGSP, 2007).

Die Prédvalenz der Adipositas nimmt in Deutschland seit geraumer Zeit bestindig zu
(Mensink et al., 2005; Tab. 1.2). Gegenwirtig sind iiber die Hélfte der Méanner ab einem Alter
von 18 Jahren libergewichtig und circa 17 % adipds. Bei den erwachsenen Frauen ist liber ein
Drittel iibergewichtig und etwa 20 % sind adipds. Die Verbreitung der Adipositas nach Alter
und Geschlecht kann der Tab. 1.3 entnommen werden. Allerdings beschrankt sich das
Problem der Ubergewichtigkeit bei Weitem nicht nur auf die erwachsene Population. Die
bundesweite Kinder- und Jugendgesundheitsstudie ,,KiGGS*“ des Robert Koch-Instituts
offenbarte anhand von Untersuchungen an 8656 Méadchen und 8985 Jungen aus insgesamt
167 deutschen Stidten und Gemeinden, dass 15 % der Kinder im Alter zwischen 3 und
17 Jahren iibergewichtig sind. Weitere 6 % leiden an Adipositas. Auch im restlichen Europa
und den USA ist die zunehmende Adipositas im Kindes- und Jugendalter alarmierend
(Harlan, 1993; Bonat et al., 2002; Kolotkin et al., 2006; Meszaros et al., 2008; Sweeting
et al., 2008; Gomez-Martinez et al., 2009; Mavrakanas et al., 2009).

Beobachtungszeitpunkt 1984 bis 86 1987/88 1990 bis 92 1998 2003 Differenz
1984 bis 2003

3 BMI 25 bis < 30 50,1 50,1 49,3 498 529 +2,8
BMI = 30 16,2 15,0 18,0 21,5 225 +6,3
Q BMI 25 bis < 30 32,0 32,1 321 3156 356 +3,6
BMI = 30 16,2 17,5 21,2 224 233 +7,1

Tab. 1.2: Deutschlandweite Verbreitung von Ubergewicht und Adipositas im Zeitraum 1984 bis 2003 [%] (Bundesweite
Gesundheitssurveys des RKI und Bertelsmann Gesundheitsmonitor, 2003).
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Altersgruppen 3 ?
Ubergewicht Adipositas Ubergewicht Adipositas

18 bis 29 28,9 3,7 16,2 4,0
30 bis 39 46,4 13,9 26,4 11,0
40 bis 49 53,1 19,9 32,3 15,3
50 bis 59 53,2 25,3 42,0 254
60 bis 69 62,1 22,8 46,3 33,0

ab 70 58,2 22,8 45,7 32,2

Tab. 1.3: Verbreitung von Ubergewicht und Adipositas nach Alter und Geschlecht [%] (Mensink et al., 2005).

Grundsatzlich wird bei der Entstehung einer Adipositas dem Kdrper mehr Energie zugefiihrt
als er verbraucht. Trotz dieser simpel erscheinenden Grundregel sind die an der Energiezufuhr
durch Nahrung und an der Energiedissipation iiber den Stoffwechsel angreifenden
komplizierten Regelvorgdnge nur teilweise aufgeklart. Der die Adipositas charakterisierende
Aufbau enormer Fettdepots und das daraus hervorgehende Ubergewicht sind das Resultat von
Storungen komplexer Regulationsmechanismen, bei denen sowohl zentralnervose als auch
periphere Prozesse eine Rolle spielen. Die durch Adipositas hervorgerufenen Stérungen der

Energiechomoostase konnen durch verschiedene Ursachen entstehen:

e Familidre Disposition, genetische Ursachen,

e Fehlerndhrung (energiedichte Lebensmittel),

e Bewegungsmangel (sitzende Tatigkeit, passive Freizeitgestaltung),

e Stress (Belohnungsessen, Stressessen),

e Essverhalten / Essstorungen (Frust- und Langeweileessen, Esssucht, Bulimie),
¢ Endokrine Erkrankungen (Hypothyreose),

e Medikamente (Antidepressiva, Neuroleptika, Antidiabetika),

e Weitere Ursachen (Immobilisierung)

Weitere soziokulturelle Faktoren wie Wareniiberangebot, Werbung, attraktive Présentation
und Farbung sowie ansprechender Geruch und Geschmack der Lebensmittel durch Farbstoffe
und Geschmacksverstéirker, geringe Kosten und falsche Erziehung tragen zum vermehrten
Konsum hochkalorischer Lebensmittel und somit zu dem rasanten Anstieg einer adipdsen

Bevoélkerung bei (Berthoud, 2007).
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Mit gehduftem Auftreten von Adipositas und deren Komorbidititen sind weltweit
Kostenanstiege in den Gesundheitssystemen zu erwarten (WHO, 2000). Aufgrund dessen
wurde speziell in den letzten Jahren die Dringlichkeit erkannt, praventiv gegen Adipositas
und assoziierte Storungen vorzugehen. Grofle Bedeutung kommt hierbei der Erforschung von
Entstehungsmechanismen der Adipositas zu, die in Interaktionen von genetischen und
Umweltfaktoren zu suchen sind (Perussé et al., 1998; Branson et al., 2003). Die genetische
Ursachenforschung bei der Entstehung extremer Adipositas hat in den letzten Jahrzehnten
erhebliche Fortschritte gemacht (Chagnon et al., 2000; Rankinen et al., 2006). Aktuell
wurden 14 bekannte Genregionen fiir Fettleibigleit bestitigt und weitere 18 neu identifiziert
(Speliotes et al., 2010). Da sich der Genpool der Bevolkerung in den vergangenen ein bis
zwei Jahrzehnten jedoch nicht signifikant gedndert haben kann, kommt dem Faktor Umwelt

in Interaktion mit dem genetischen Hintergrund eine gesteigerte Bedeutung zu.

1.1.1 Konsequenzen von Adipositas

Zu den Komorbidititen und Komplikationen von Ubergewicht und Adipositas gehdren
metabolische und kardiovaskuldre Erkrankungen wie Stérungen des Kohlenhydrat-
stoffwechsels (Insulinresistenz, gestorte Glukosetoleranz, Diabetes mellitus Typ 2), Dyslipo-
proteindmie (niedriges HDL-Cholesterin, Hypertriglyceriddmie), kardiovaskuldre Storungen
(koronare Herzkrankheit, Schlaganfall, Herzinsuffizienz), degenerative Erkrankungen des
Bewegungsapparates (Coxarthrose, Gonarthrose, Wirbelsdulensyndrome) sowie psychische
Beschwerden (depressive Episoden, Selbstwertminderung, soziale Isolation). Dariiber hinaus
gilt Adipositas als der stirkste Promotor des Metabolischen Syndroms. Die Diagnose dieses
Syndroms wird nach einer Empfehlung der International Diabetes Foundation anhand der
Kriterien erhohter Taillenumfang (bei Méannern > 94 cm, bei Frauen > 80 cm), erhohte
Triglyzeride (> 150 mg/dl), niedriges HDL-Cholesterin (bei Médnnern < 40 mg/dl, bei Frauen
< 50 mg/dl), Bluthochdruck (ab > 130 mmHg systolisch und > 85 mmHg diastolisch) und
erhdhte Niichternblutglukose (ab > 100 mg/dl) gestellt. Wenn starkes Ubergewicht und drei
dieser fiinf Kriterien zusammenkommen, liegt ein Metabolisches Syndrom vor. Patienten mit
solchem Krankheitsbild haben ein dreifach erhohtes Risiko, kardiovaskuldre Komplikationen
zu erleiden (Lakka et al., 2002; Sattar et al., 2003) und besitzen eine weit hohere
Pradisposition fiir Komorbidititen wie Diabetes mellitus Typ 2, Nierenversagen und die

Entstehung gewisser Karzinome (van Dijk & Buwalda, 2008).
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Gegenwirtige Erkenntnisse zeigen, dass Adipositas dariiber hinaus auch weiter reichende
Konsequenzen haben kann. So dhnelt adipositasassoziiertes Essverhalten nicht nur in der
Erscheinung, sondern auch auf neurobiologischer Ebene siichtigem Verhalten (Lowe
& Butryn, 2007). Suchterkrankungen und Adipositas weisen verwandte Krankheitsmuster auf,
bei denen die Betroffenen ihr Verhalten trotz des Bewusstseins um negative
Gesundheitsstorungen ausfithren (Davis & Carter, 2009). Ein chronischer Kreislauf von
Episoden exzessiven Konsums mit einhergehendem Kontrollverlust, gefolgt von Phasen
weitgehenster Enthaltsamkeit, die wiederum in Konsumverhalten resultieren, ist
charakteristisch (Kiefer & Grosshans, 2009). Der Enstehung freudvollen Empfindens bei der
Nahrungsaufnahme liegt die aktivititssteigernde Wirkung auf das mesolimbische Dopamin-
system zu Grunde. Man spricht von der mesolimbischen dopaminergen Belohnungsbahn, die
sowohl durch Nahrungsaufnahme als auch durch Drogenkonsum angeregt wird. Viele
suchterzeugende Stoffe wie Morphin, Alkohol, Nikotin und Kokain steigern die Freisetzung
von Dopamin in den limbischen Innervationsgebieten (Volkow & Wise, 2005). Hinsichtlich
der Nahrungsaufnahme scheint vor allem der Zuckergehalt einen starken Einfluss auf die
Entstehung unkontrollierten Konsums zu haben (Avena et al., 2008; Avena et al., 2009). Das
AusmalBl des Belohnungseffekts von Nahrung ist jedoch im Gegensatz zu dem von
Rauschgiften abhidngig vom Hungerzustand. Wahrend der Drogenkonsum meist nur durch
physische, psychische oder soziale Konsequenzen geziigelt wird, tritt bei der Nahrungszufuhr
das Sattheitsgefiihl als begrenzender Faktor auf (Kiefer & Grosshans, 2009).

Anhand bildgebender Verfahren konnte festgestellt werden, dass Patienten mit
Abhingigkeitserkrankungen eine reduzierte Dopamin-D;-Rezeptordichte in der Region des
Nucleus accumbens (NAc) aufweisen (Volkow ef al., 2001; Heinz et al., 2004). Auch adipdse
Patienten zeigen eine geringere Dichte dieses Rezeptors (Wang ef al., 2001). Zudem liefern
funktionell magnetresonanztomographische Untersuchungen Anhaltspunkte dafiir, dass auch
die dynamischen Aktivierungsmuster im mesolimbischen System nach Darbietung
nahrungsmittelassoziierter Reize entsprechend denen von Suchtmittelreizen sind (Small et al.,
2001; Heinz et al., 2004).

Durch appetitregulierende Peptide wie Leptin, Ghrelin und Orexin werden die
energichomdostaseregulierenden, hypothalamischen Systeme mit der dopaminergen,
mesolimbischen Regulation des hedonischen Empfindens verkniipft (Lutter & Nestler, 2009).
Uber Rezeptoren am ventralen tegmentalen Areal (VTA) des Mittelhirns modulieren diese
Hormone die Aktivitit dopaminerger Neurone, die in den NAc und den préifrontalen Cortex

projizieren (Abb. 1.1). In tierexperimentellen Untersuchungen fiihrte die intrakraniale
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Infusion des Séttigungshormons Leptin zu einer Reduktion des extrazelluliren Dopamins im
NAc um circa 35 % (Krugel ef al., 2003).

Neben der gegenseitigen Beeinflussung von homdostatischem und motivationalem System
16sen auch umweltbedingte Reize wie der Geruch oder Anblick von Mahlzeiten das
Verlangen nach Nahrungsaufnahme aus (Pelchat, 2009). Auch stressbeladene Situationen
konnen zu unkontrollierten Essattacken fiihren, da durch die Nahrungsaufnahme die
Ausschiittung endogener Opioide stimuliert wird. Opioide spielen eine schiitzende Rolle bei
der Schmerzunterdriickung im Rahmen von Stressreaktionen und haben iiber Inhibition
GABAerger Interneurone im VTA indirekten Einfluss auf die Dopaminausschiittung (Adam
& Epel, 2007; Lutter & Nestler, 2009). Nach der Nahrungsaufnahme erh6ht ein gesteigerter
Blutglukosespiegel die Dopaminausschiittung im NAc, sorgt fiir das Entstehen von
Befriedigung und fiihrt zur Reduktion des Appetits.

Ghrelin \

< v L ' Verlanggn 1
- Dopamin |

andere
Kerngebiete

Abb. 1.1: Appetitregulierende Peptide Leptin, Ghrelin und Orexin verknlpfen energiehomdostaseregulierende Systeme
(lateraler Hypothalamus, LH) mit dem dopaminergen mesolimbischen System, dessen dopaminerge Neurone vom ventralen
tegmentalen Areal (VTA) zum Nucleus accumbens (NAc) projizieren. Aktuelle Befunde weisen darauf hin, dass eine Hemmung
der dopaminergen Aktivitat (hohes Leptin, niedriges Ghrelin und Orexin) mit einer Zunahme von Suchtdruck fiir Suchtstoffe
einhergeht (nach Kiefer & Grosshans, 2009).
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Die Regulation des Appetits kann neben dem Einfluss des energichomdostatischen Systems
auch durch psychosoziale, korperliche, alters- und krankheitsbedingte Faktoren gesteuert
werden (Strube, 2006). Wéhrend die in Populationen mittleren Alters gehéduft auftretende
Adipositas negative Effekte auf Funktionen des Gehirns nach sich ziehen kann (Kivipelto
et al., 2005; Whitmer et al., 2005; Whitmer et al., 2008; Craft, 2009), stellt bei Senioren die
Mangel- und Untererndhrung ein bedeutendes Problem dar und kann Demenzerkrankungen
begiinstigen. Verschiedene Humanstudien verdeutlichen die Schwierigkeit, die Faktoren
Adipositas und Alter mit der Entwicklung von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer in Zusammenhang zu bringen und unterstreichen die Bedeutung der Lebensphase,
in welcher Adipositas auftritt (Stevens, 2000). Eine positive Korrelation zwischen Taillen-
umfang und BMI mit dem Risiko der spéteren Entwicklung von Morbus Alzheimer konnte
bei Patienten mittleren Alters belegt werden, wohingegen dieser Nachweis bei dlteren
Patienten nicht erbracht werden konnte (Fitzpatrick et al., 2009). Bei Patienten ab 76 Jahren
stellten ein hdherer BMI und die Bildung von moderatem Ubergewicht sogar einen Schutz

gegen die Entstehung von Morbus Alzheimer dar (Luchsinger et al., 2007).

1.2 Kontrolle der Nahrungsaufnahme und Verhalten

Die Kontrolle der Nahrungsaufnahme beschiftigt die Menschheit seit geraumer Zeit.
So wurden in der Historie diverse Theorien iiber die Entstehung des Hungergefiihls
aufgestellt. Diese reichten von der Erregung spezifischer Hungernerven im Magen bis hin zu
einem Hungerzentrum im Gehirn, das auf einen Hungerstatus im Blut anspricht. Die erste
periphere Hungertheorie, die durch empirische Daten untermauert wurde, war die
»Magenkontraktionstheorie® von Cannon und Washburn (1912). Sie war iiber viele Jahre die
dominierende Theorie zur Erkldrung des Hungers.

Zahlreiche Forschungsarbeiten offenbaren, dass die Kontrolle der Nahrungsaufnahme einen
hochst komplexen Vorgang darstellt, der diverse Regulationsmechanismen des Korpers
einbezieht und ein exakt aufeinander abgestimmtes Zusammenwirken verschiedener Hormone
und Neurotransmitter verlangt. Obgleich der Wissensstand in diesem Bereich stetig zunimmt,
sind die interagierenden Mechanismen, die der Kontrolle der Nahrungsaufnahme zugrunde
liegen, nicht vollends aufgeklért. Eine langfristige Regulation der Energiechomdostase setzt
voraus, dass vom Korper Informationen iiber den Energiezustand zum zentralen
Nervensystem (ZNS) gesandt werden. Periphere Signale liber den aktuellen Erndhrungs-

zustand erreichen iiber die Blutzirkulation und die Blut-Hirn-Schranke (BHS) das Gehirn,
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welches iiber Mechanismen zur Integration und Verarbeitung dieser Informationen verfiigt.
Hierzu zéhlen alle Informationen, die dauerhaft fiir die Erzeugung eines Gleichgewichts

zwischen Energieaufnahme und Energiedissipation erforderlich sind.

Endokrine Zellen des gastrointestinalen Systems produzieren Peptidhormone wie

Cholecystokinin (CCK) und Ghrelin, die direkt {iber die Reizung von Nervenfasern des Vagus

oder indirekt iiber die Blutbahn auf den Hypothalamus einwirken (Bray, 2000; Havel, 2001;
Berthoud, 2008a). Gibbs et al. (1973) belegten als erste die sittigende Wirkung von CCK,
indem sie zeigten, dass eine intraperitoneale Verabreichung zu einer Reduktion der
Futteraufnahme bei Ratten fiihrt. Weiterfilhrende Untersuchungen bestétigten den séttigenden
Effekt des CCK (McLaughlin ef al., 1985; Silver & Morley, 1991; Degen et al., 2001),
wenngleich verschiedene Faktoren dieses Signal beeinflussen konnen. So scheint der
sattigende Effekt vom Alter und den Fiitterungsbedingungen abzuhingen (Voigt et al., 1996;
Voits et al., 1996; Fink et al.,, 1998) und ist bei adipdosen Zucker-Ratten vermindert
(McLaughlin & Baile, 1980; Niederau et al., 1997).

Ghrelin wird iiber das gastrointestinale System vor allem von Funduszellen im Magen
freigesetzt (Kojima et al., 1999). Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften kann
zirkulierendes Ghrelin die BHS iiberwinden, bindet an Rezeptoren im hypothalamischen
Nucleus Arcuatus und bewirkt die Ausschiittung von Nahrungsaufnahme stimulierenden
Neuropeptiden. Cummings et al. (2001) entdeckten, dass kurz vor jeder Mahlzeit der
Plasmaspiegel von Ghrelin beim Menschen ansteigt. Wahrend der Nahrungsaufnahme nimmt
die Ghrelinbildung ab, wohingegen die Aktivitdt anorexigener Signale gesteigert wird.

Neben der Kurzzeitregulation der Nahrungsaufnahme spielen CCK und Ghrelin eine
bedeutende Rolle bei der Modulation hippocampaler Funktionen. Sie beeinflussen Lern- und
Gedéichtnisleistungen (Moran & Gao, 2006) sowie angstassoziiertes Verhalten (Rex et al.,
1994; Carlini et al., 2002). Beispielsweise werden Gedéchtnisleistungen durch die
Applikation von Ghrelin in verschiedene Gehirnregionen (Hippocampus, Amygdala, dorsaler
Raphe-Kern) verbessert. In Abwesenheit dieses Peptids zeigen Ghrelin-Knockout-Méduse ein
Defizit im rdumlichen Gedichtnis, welches nach Verabreichung von Ghrelin riickgédngig
gemacht werden kann (Zheng & Berthoud, 2007). Angstassoziiertes Verhalten im Elevated
Plus Maze (EPM)-Test wird durch die Gabe von Ghrelin erhoht (Carlini ef al., 2004).
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Das Sattigungssignal Leptin wirkt durch die Hemmung anabolischer Neuropeptide (Agouti-
related Protein, AGRP; Neuropeptid Y, NPY) beziehungsweise Stimulation des katabolischen
Effektorsystems (a-Melanozyten-stimulierendem Hormon, o-MSH; Cocaine- and
Amphetamine-regulated Transcript, CART) anorexigen (Elmquist et al, 1999; Morton
& Schwartz, 2001). Ein sinkender Leptinspiegel fiihrt zu einer reduzierten Ausschiittung von
o-MSH und CART, wihrend die NPY- und AGRP-Synthese im gleichen hypothalamischen
Kerngebiet zunimmt. Die Freisetzung von Nahrungsaufnahme stimulierendem Melanin-
concentrating Hormone (MCH) und Orexin A wird von AGRP, NPY, a-MSH und CART
tiber Projektionen in den lateralen Hypothalamus (LH) reguliert (Sahu et al., 1998; Elias
et al., 1999). Der anorexigene Effekt des Leptins scheint jedoch nicht rein quantitativer Natur
zu sein, sondern auch die Nahrungswahl zu beeinflussen. Interessanterweise fiihrte eine
chronische Leptininfusion bei frei wihlenden Ratten vornehmlich zu einer Reduktion der
Proteinzufuhr, wihrend die Priaferenz fiir fetthaltige Nahrung verstiarkt wurde (Wetzler et al.,
2004). Gebildet wird Leptin hauptsdchlich im weiBlen Fettgewebe, aber auch braunes
Fettgewebe tragt zur Leptinproduktion bei (Klingenspor et al., 1996). Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Plasmaleptinspiegel und der Korperfettmasse (Frederich et al.,
1995; Considine & Caro, 1997; Eiden et al., 2001) sowie der GroBe und metabolischen
Aktivitdt der Adipozyten konnte nachgewiesen werden (Houseknecht ef al., 1998; Sato et al.,
2008). Belegt ist die Signalfunktion des Leptins bei der Kontrolle der Nahrungsaufnahme
durch genetische Adipositasmodelle wie die ob/ob-Maus, die aufgrund einer Mutation am
leptincodierenden Gen nicht befdhigt ist, dieses Hormon zu produzieren (Zhang et al., 1994;
Beck, 2000). Zahlreiche Studien offenbaren, dass die Verabreichung von rekombinantem
Leptin bei diesen Médusen eine drastische Gewichtsreduktion auslst, die {iberwiegend infolge
verringerter Nahrungsaufnahme, aber auch aufgrund der Normalisierung des Energie-
stoffwechsels sowie der lokomotorischen Aktivitét stattfindet (Halaas et al., 1995; Campfield
et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995). Die fa/fa-Zuckerratte und die db/db-Maus weisen
dhnlich tibergewichtige Phinotypen auf, wobei hier ein Funktionsverlust der Leptinrezeptoren
verantwortlich fiir die Entstehung von Adipositas und diverser Komorbidititen ist (Sierra-
Honigmann et al., 1998; Elmquist et al., 1999; Casper et al., 2008).

Im Hippocampus erhoht Leptin die Dichte von Synapsen und ist an der neuronalen
Entwicklung beteiligt (Harvey, 2007). Adipose Nagetiere mit einer gestérten Leptin-
Signaliibertragung (db/db-Maus, ob/ob-Maus, fa/fa-Zuckerratte) zeigen ein schlechteres
Erinnerungsvermdgen und ein vermindertes rdumliches Gedachtnis (Li et al., 2002; Harvey,

2007). Direkte Leptinapplikationen in den Hippocampus fithren zur Verbesserung dieser
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Lern- und Gedéchtnisdefizite (Harvey, 2007) und optimieren Lerneffekte im Foot Shock-Test
(Farr et al., 2006). Auch depressives und angstassoziiertes Verhalten ist mit dem Vorkommen
von Leptin verkniipft. So zeigen ob/ob-Miuse hohere Level angstassoziierten Verhaltens in
der Light/Dark-Box (Finger et al., 2010). Bei der Behandlung depressiver Patienten korreliert
die Milderung der Symptome mit einem Anstieg des Leptinplasmaspiegels (Esel et al., 2005;
Stoving et al., 2009).

Insulin, das von den [-Zellen des Pankreas freigesetzt wird, zdhlt ebenfalls zu den
Signalmolekiilen fiir die langfristige Regulation der Nahrungsaufnahme. Hierbei muss jedoch
zwischen basalem Insulinspiegel und dem Anstieg des Insulins in der postprandialen Phase
unterschieden werden. Letzterer 16st die Steigerung der hypothalamischen Insulin-
konzentration aus, wodurch ein Effekt auf das Nahrungsaufnahmeverhalten ausgeiibt wird. Im
Tierversuch verminderte die Gabe von Insulin in insulinrezeptorreiche Regionen des ZNS die
Futteraufnahme und fiihrte infolge dessen zur Reduktion der Korpermasse (Foster et al.,
1991; Park et al., 2009).

Insulin spielt dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei der Regulation der Neuroplastizitit und
der Funktion des Geddchtnisses (de la Monte, 2009). Stoérungen in der Insulin-
Signaliibertragung fiihren zu Beeintrichtigungen kognitiver Fdhigkeiten (McNay, 2007;
Naderali et al., 2009), wohingegen eine zentrale Verabreichung Gedédchtnisleistungen im
Tiermodell optimiert (Park et al., 2000). Fiir die Funktion des rdumlichen Gedichtnisses
scheint vor allem die intrahippocampale Verfiigbarkeit von Insulin ausschlaggebend zu sein,
da Insulinapplikationen in andere Strukturen des limbischen Systems wie die Amygdala
Geddchtnisleistungen, Aktivitdt und angstassoziiertes Verhalten nicht beeinflussen (McNay,

2007).

Serotonin (5-HT), ein Neurotransmitter mit sdttigender Wirkung, beeinflusst einen
umfassenden Bereich physiologischer Systeme wie kardiovaskuldre Regulation, Respiration,
circadiane Rhythmik, Sensomotorik, Schmerzempfindlichkeit und Thermoregulation sowie
eine Vielzahl von Verhaltensweisen — eingeschlossen Aggression, Sexualverhalten, Lernen
und Nahrungsaufnahme (Wurtman et al., 1980). Durch die pharmakologische Regulierung
der 5-HT-Funktion konnen diverse affektive und psychische Stérungen wie Depression,
Angststorungen, Schizophrenie und Anorexia Nervosa medikamentds behandelt werden
(Lucki, 1998). Die sittigende Wirkung von 5-HT wird vornehmlich der Auslosung

zentralnervoser Mechanismen zugesprochen. Jedoch bewirkt auch eine periphere
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Verabreichung von 5-HT, das die BHS nicht iiberwinden kann, eine verminderte
Nahrungsaufnahme (Simansky et al., 1992). Eine Aktivierung von 5-HT-Rezeptoren fiihrt zu
einer selektiven Reduktion der Aufnahme von Kohlenhydraten (Leibowitz, 1993). Die
Rezeptoren 5-HT;a, 5-HTis, 5-HT2a, 5-HT2c und 5-HT3 scheinen unterschiedliche
Gesichtspunkte der Séttigung zu beeinflussen. Hierzu zéhlen die Dauer zwischen zwei
Mahlzeiten (5-HT,a) oder die Menge der aufgenommenen Nahrung (5-HT g, 5-HT2¢). Dem
5-HTa-Rezeptor kommt eine Sonderstellung zu, da selektive 5-HT;s-Agonisten durch die
Inhibition der zentralen serotonergen Aktivitdt zu einer erhdhten Futteraufnahme bei Ratten

fiihren konnen (Dourish et al., 1985; Bendotti & Samanin, 1986; Voigt et al., 2002).

Die Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energiehomdostase involviert eine Vielzahl
von Gehirnregionen (Levin & Routh, 1996). Neben mehreren hypothalamischen
Kerngebieten zéhlen hierzu kortikale Strukturen, Bereiche des Hirnstammes und das
limbische System, hier speziell die Amygdala (Berthoud, 2002). Die Funktion einzelner
integrierter hypothalamischer Kerngebiete konnte anhand chemischer und elektrischer
Lidierungen genauer beschrieben werden (Ubersicht: Bernardis & Bellinger, 1996).
Elektrische Ladierung des Nucleus arcuatus (ARC), des Nucleus paraventricularis (PVN)
oder des Nucleus ventromedialis des Hypothalamus resultiert in Hyperphagie und Adipositas
(Scallet & Olney, 1986; Tokunaga et al., 1986), wohingegen eine Beschddigung des Nucleus
dorsomedialis im Tierversuch einen hypophagischen Phanotyp hervorruft (Bellinger
& Bernardis, 2002). Nach der Identifizierung dieser Kerngebiete gelang es, die Vorkommen
vieler verschiedener Neuropeptide, die regulatorisch auf die Futteraufnahme und den
Energieverbrauch einwirken, aufzudecken. Eine schematische Darstellung der in den Prozess

der Energichomdostase eingebundenen hypothalamischen Kerngebiete ist in Abb. 1.2 gezeigt.
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I'halamus
Mesencephalon

Svstemische

Hy pophyse

Abb. 1.2: Schematische Darstellung hypothalamischer Kerngebiete, die in die Regulation der Energiehomdostase involviert
sind. Dunkelgrau: Kerngebiete, welche die Energiebilanz regulierende efferente Signale generieren. Hellgrau: Hypothalamische
Strukturen, die eine durchlassige BHS besitzen. Schraffiert: Hypothalamische Kerngebiete, an denen fir die Regulierung der
Energiebilanz wichtige Neuropepetide angreifen. Gepunktet: Zentrale und periphere Produktionsorte energieregulatorischer
Signale. ARC: Nucleus arcuatus, OC: Chiasma opticum, VMH: Nucleus ventromedialis, DMH: Nucleus dorsomedialis,
SCN: Nucleus suprachiasmaticus, PVN: Nucleus paraventricularis, LH: lateraler Hypothalamus, AC: Commissura anterior
(nach Kalra et al., 1999).

Fiir die orexigenen und anorexigenen Neurotransmitter NPY, AGRP, Galanin, MCH,

Orexin A, a-MSH und CART konnten ebenfalls Beeinflussungen verschiedener Verhaltens-

weisen nachgewiesen werden. Physiologische Verdanderungen bei Adipositas, Schlaf, Lern-
und Gedichtnisleistungen, Depression und Angst konnten mit dem Vorhandensein dieser
Neuropeptide in Zusammenhang gebracht werden (Sajdyk et al., 2004). Allgemein wirken
anorexigene Peptide anxiogen, wohingegen orexigene Peptide anxiolytische Effekte auslosen
(mit Ausnahme von Orexin A) (Stanek, 2006). Beispielsweise wirkt eine intra-
cerebroventriculare (i.c.v.) Injektion des anorexigenen a-MSH angststeigernd im EPM-Test
(Cragnolini et al., 2006). Kask und Kollegen (2000) beschrieben anxiogene Verhaltens-
antworten bei Nagetieren in Folge von i.c.v.-Injektionen des CART. Diese angstausldsenden
Effekte wurden tierexperimentell im EPM-Test (Asakawa et al, 2001) sowie Social
Interaction-Test (Chaki et al., 2003) belegt. Beim Menschen konnte eine Mutation des
CART-Gens mit einer frithzeitig einsetzenden, schwerwiegenden Adipositas assoziiert
werden (Challis et al., 2000; Yamada et al., 2002; Dominguez et al., 2004; Yanik et al.,
2006). Die Aktivitdit der CART-Neurone hemmt {iiber die Verbindungen zum LH
offensichtlich MCH- und Orexin-Neurone, wodurch die Nahrungsaufnahme unterdriickt wird.

Betroffene, die eine Mutation des CART-Gens aufweisen, zeigen ein verstirktes
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Angstverhalten im Vergleich mit adiposen Patienten, die diese Genmutation nicht besitzen
(Miraglia del Giudice ef al., 2006).

NPY, das derzeit als der potenteste Appetitstimulator gilt (Mathew et al, 2008), wirkt
antidepressiv (Heilig, 2004) und anxiolytisch (Kask et al., 2002; Harro, 2006). Angstlésende
Effekte von NPY wurden im Tiermodell unter anderem im EPM-Test (Pellow et al., 1985),
Social Interaction Test (File, 1980) sowie der Light/Dark-Box (Pich et al, 1993)
nachgewiesen. Auch beim Menschen sind niedrige NPY-Konzentrationen mit Angststorungen
(Holmes et al., 2003) und dariiber hinaus mit dem Entstehen der Alkoholkrankheit
(Ciccocioppo et al., 2009) assoziiert. NPY und Galanin ddmpfen die Schmerzempfindlichkeit
(Hokfelt et al., 1999). Fernerhin moduliert Galanin neben dem Nahrungsaufnahmeverhalten
und der gastrointestinalen Motilitdt emotionales und angstassoziiertes Verhalten sowie Lern-
und Gedichtnisleistungen (Barrera et al., 2005). Galanin wird eine Schliisselrolle bei der
Fettpraferenz zuerkannt (Meister, 2007).

Orexin A und MCH werden von zwei Neuronenpopulationen des LH freigesetzt. Die zentrale
Verabreichung dieser Neuropeptide stimuliert im Rattenversuch die Futteraufnahme
(Qu et al., 1996; Dube et al., 1999). Anhand von subkutanen Injektionen, die bei Ratten zu
einem Anstieg der Insulin- und Glukosekonzentration im Blut fithren, konnten Interaktionen
zwischen Orexin A und Glukose beziehungsweise Insulin festgestellt werden. Orexin A
beeinflusst dariiber hinaus die Vigilanz von Individuen (Mathew et al., 2008). Im Tiermodell
induziert Orexin A angstassoziiertes Verhalten bei der Untersuchung von Nagetieren im
EPM-Test und in der Light/Dark-Box (Suzuki et al., 2005). Im Gegensatz hierzu hat eine
1.c.v.-Gabe von MCH anxiolytische Effekte im EPM-Test (Monzon & De Barioglio, 1999;
Pissios et al., 2006). Des Weiteren wirkt sich MCH positiv auf das Lernen und die
Gedéchtnisbildung aus (Varas et al.,, 2002b; Adamantidis & de Lecea, 2009).
Intrahippocampale Infusion fiihrt zu einer verbesserten Leistung bei Ratten im Inhibitory

Avoidance-Test (Monzon ef al., 1999; Varas et al., 2002a).

Die vielen Signale, die in die komplexe Regulierung der Nahrungsaufnahme eingebunden
sind, haben dem Anschein nach mannigfache Einfliisse auf kognitive Leistungen.
Interessanterweise zeigen sich in Gehirnen adiposer Tiere Verdnderungen in der
Konzentration und Aktivitdt der oben beschriebenen Neurotransmitter und Hormone. Bei der
falfa-Zuckerratte wird durch eine defekte Leptinsignaliibertragung das anabole NPY-System
hochreguliert, was zu einer erhdhten Konzentration von NPY im ARC und PVN fiihrt (Beck
et al., 1990). NPY-codierende mRNA im ARC (Sanacora et al., 1990) und Galanin-
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codierende mRNA im PVN sind fernerhin iiberexprimiert (Mercer et al., 1996b). Ersteres gilt
ebenso fiir die ob/ob-Maus (Wilding et al., 1993), bei der dariiber hinaus eine Uberexpression
von orexigenem MCH im Hypothalamus festgestellt werden konnte (Qu et al., 1996; Huang
et al., 1999). Bei Ratten mit didtinduzierter Adipositas ist im Gegensatz hierzu anorexigenes,
anxiogenes CART im Hypothalamus angereichert (Miesel et al., 2010), wohingegen die
Konzentration von orexigenem, anxiolytischem NPY herabgesetzt ist (Widdowson et al.,
1999; Chen et al., 2007). Dieser Konzentrationsabfall von NPY stellt bei didtinduzierter
Adipositas eine physiologische Antwort auf erhohte Leptinwerte dar, was den aufgezeigten
Unterschied zu Adipositasmodellen mit gestorten Leptinfunktionen (db/db-Maus, ob/ob-
Maus, fa/fa-Zuckerratte) erkliart und die Bedeutung der unterschiedlichen Adipositasmodelle
hervorhebt.

Sowohl in tierexperimentellen als auch in klinischen Studien konnte ein starker
Zusammenhang zwischen Adipositas und kognitiven Funktionsstorungen nachgewiesen
werden. Verschiedene Humanstudien lassen darauf schlieen, dass sich kognitive Leistungen
mit zunehmender Korpermasse verschlechtern (Elias et al., 2003; Lafortuna et al., 2006).
Obschon die exakten Mechanismen von Adipositas assoziierten kognitiven Dysfunktionen
noch nicht vollstindig aufgeklirt sind, erscheint es wahrscheinlich, dass aufgrund eines
beeintrachtigten Insulinmetabolismus, eines gestdrten Glukosetransports und einer
verminderten vaskuldren Funktion im Gehirn negative Folgen fiir die Kognition entstehen

(Naderali et al., 2009).
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1.3 Zusammensetzung der Nahrung und Verhalten

Die Aufnahme der Nahrung erfolgt durch motiviertes Verhalten und wird {iber innere Signale
(Hormone, Transmitter) und duBere Reize (Geruch, Geschmack) gesteuert. Das ZNS und
periphere Signale interagieren mit umweltbedingten, afferenten Einfliissen, deren
Auswirkungen teilweise vom Erlernten eines Individuums abhingen kénnen (Stubbs, 1999).
Soziale Faktoren wie Konkurrenz, Stress oder Angst beeinflussen {iiberdies das
Nahrungsaufnahmeverhalten. So zeigen viele tierexperimentelle Studien, dass Stress zu einer
verminderten Aufnahme des Futters und einer Abnahme der Korpermasse fiihrt (Bielajew
et al., 2002; Diane et al., 2008; O'Brien et al., 2010). Umgekehrt kann jedoch durch die
belohnende Wirkung energiereicher Lebensmittel die Nahrungszufuhr in Stresssituationen
erhoht werden (Levine & Morley, 1981; Levine & Morley, 1982; Morley et al., 1982;
Dallman et al., 2003; Dallman et al., 2005; Adam & Epel, 2007). Beim Menschen variieren
auch aufgrund kultureller Unterschiede die Handlungsweisen bei der Nahrungsaufnahme.

Die postnatale Versorgung sowie Lern- und Gedéchtnisleistungen spielen ebenfalls eine grof3e
Rolle und sind unter anderem bei der Nahrungswahl beziehungsweise —ablehnung bedeutend.
So demonstrierten Teegarden et al. (2009), dass Méiuse, die in der dritten postnatalen
Lebenswoche kurzzeitig eine fettreiche Diét verabreicht bekamen, im adulten Stadium eine
starke Préferenz fiir fetthaltige Nahrung aufwiesen und dass diese tempordre fetthaltige
Erndhrung bereits ausreichte, um die langfristige Codierung zentraler Mechnismen des
Belohnungssystems zu modifizieren.

Nicht nur Gedichtnisleistungen konnen Einfluss auf das Nahrungsaufnahmeverhalten haben,
auch umgekehrt kann die Art und Weise der Erndhrung durch Verdnderungen der neuronalen
Aktivitit im Gehirn das Verhalten beeinflussen. Grundlage fiir die Beeinflussung des
Verhaltens durch die aufgenommene Nahrung sind Modifikationen der Menge an zugefiihrten
Mikro- und Makrondhrstoffen, die an zahlreichen neurochemischen Reaktionen beteiligt sind.
Hierdurch kommt es zu Verdnderungen bei der Synthese und Ausschiittung spezifischer
Neurotransmitter und Hormone. Da unterschiedliche Verhaltensweisen mit bestimmten
Neurotransmittersystemen assoziiert sind, besteht somit ein physiologischer Mechanismus,
durch welchen das Verhalten eines Organismus direkt beeinflusst werden kann (Lieberman
et al., 1982). Eine Ubersicht iiber den Einfluss verschiedener Diiitzusammensetzungen auf das

Angst- und Lernverhalten von Ratten ist in Tab. 1.4 dargestellt.
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Nahrstoff- Literatur Stamm / Alter / Angst Lernen und
versorgung N Gedaichtnis
Proteinarm Almeida et al., 1996a SD, ¢ Prénatal l -
Francolin-Silva et al., Wistar, & Juvenil | .
2006 (pn 0 —21)
Lukoyanov & Andrade, Wistar, & Adult - l
2000
(Cholin) Stevens et al., 2008 8D, %/J Pranatal _ l
Proteinreich Onaivi et al., 1992 SD, &8 Pubertar - | )
Adult
Prasad & Prasad, 1996 Sb, d 250 - 3009 + -
(Tryptophan) Orosco et al., 2004 Wistar, § 200 — 250g ! _
(Cholin) Meck & Williams, 1997 SD, & Prénatal _ 1
(Cholin) Mellott et al., 2004 SD, /43 Pranatal _ 1
Lipidarm Bourre et al., 1989 Wistar, & Prénatal - l
(
Moriguchi et al., 2000 Long- Pra- / - l
Evans, & postnatal
Greiner et al., 2001 Long- Pra-/ _ l
(w-3-FS) < Evans, & postnatal
Takeuchi et al., 2003 Wistar, & Pra-/ 0 -
postnatal
L Belzung et al., 1998 Wistar, & Pra-/ + .
postnatal
Lipidreich Prasad & Prasad, 1996 sD, 8 250 - 3009 | -
Buchenauer et al., 2009 F344, 3 Adult 1 .
McNeilly et al., 2010 Wistar, & 150 — 175g - l
(-3-FS) de Wilde et al., 2003 WKY, & Pubertar - _ 1
Adult
(w-3-FS) _
Lim & Suzuki, 2001 Long- Al - )
(w-6-FS) Evans, & (ab pn 2) !
Kohlenhydrat- Souza et al., 2007 Wistar, & 210 — 220g 1 -
reich Jurdak & Kanarek, 2009~ Long- 200 225g _ !
Evans, &

Tab. 1.4: Literaturlibersicht Gber den Einfluss verschiedener Diattypen auf das Angst- und Lernverhalten von Ratten (F344 =
Fischer344 Ratte; WKY = Wistar—Kyoto Ratte). Angegeben sind Geschlecht und Stamm der Versuchstiere sowie das Gewicht
bzw. Alter wahrend der Futterungszeit (pn = postnatal). 1 = Steigerung des Verhaltens, | = Reduktion des Verhaltens, # = kein
Effekt auf das Verhalten, - = Verhalten im Rahmen der angegebenen Studie nicht untersucht.
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Besonders wihrend der fetalen und neonatalen Entwicklung ist die optimale Versorgung mit
Mikro- und Makrondhrstoffen wichtig fiir das neuronale Zellwachstum und die
Synapsenbildung. Wihrend dieser Zeit durchlaufen Regionen wie der Hippocampus, der
visuelle und auditive Cortex und das Striatum eine rapide Entwicklung. Die adidquate
Versorgung mit ungesittigten Fettsduren (FS) und Eisen ist hierbei notwendig fiir eine
korrekte Myelination, die ausreichende Zufuhr von Proteinen und Zink wichtig fiir die
hippocampale Entwicklung (Georgieff, 2007). Gajre und Kollegen (2008) zeigten in ihrer
Studie an Schulkindern, dass jene, die regelmdBig Friihstiick zu sich nahmen, bessere
Gedéichtnisleistungen und lidngere Aufmerksamkeitsphasen offenbarten als solche, die ohne
zu friihstiicken die Schule besuchten. Neben Lern- und Gedéchtnisleistungen konnen weitere
Verhaltensweisen durch Variationen aufgenommener Mikro- und Makronédhrstoffe beeinflusst
werden. So fiihrt eine Drosselung der Kalorienzufuhr bei adulten Ratten zu herabgesetztem
Angstverhalten im Open Field (OF)-Test (Levay et al., 2007), wiahrend eine chronische
Futterdeprivation bei juvenilen Ratten eine abgesenkte 5-HT-Synthese, einen
Corticosteronanstieg im Plasma und eine Steigerung von depression- und angstassoziiertem
Verhalten zur Folge hat (Jahng et al., 2007). Auch die Erndhrung des Muttertiers wihrend
Gestation und Laktation hat bereits Einfluss auf die Physiologie und das Verhalten der
Nachkommen (Orozco-Solis et al., 2010). Eine hochkalorische maternale Erndhrung steigert
das Verlangen nach energiedichter Nahrung, erhoht die Neigung zur Entwicklung von
Adipositas und beeintrdchtigt die Entwicklung der Skelettmuskeln des Nachwuchses
(Armitage et al., 2005; Bayol et al., 2005; Bayol et al., 2007). Aktuell finden sich Hinweise
dafiir, dass auch das Essverhalten des Vatertiers eine Wirkung auf die Gesundheit der
Nachkommen haben kann. Minnliche Ratten, die sich zu fettreich erndhren, zeugen mit
erhohter Wahrscheinlichkeit diabeteskranken Nachwuchs. Ng und Kollegen (2010) vermuten,

dass durch die fettreiche Erndhrung das Erbgut im Sperma der Ménnchen beeinflusst wird.

Der Protein- und Aminosduregehalt der Nahrung spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung

des Sattheitsgefiihls. Didtische Untersuchungen lassen vermuten, dass Proteine einen stirker
sattigenden Effekt ausiiben als Kohlenhydrate, welche wiederum sittigender als Fette zu sein
scheinen. Diese Hierarchie konnte sowohl in tierexperimentellen als auch Humanstudien
nachgewiesen werden (Stubbs, 1999). Proteininduzierte Sittigung wird durch eine vermehrte
Ausschiittung von Sittigungssignalen erreicht, wobei hier verschiedenartige Proteine
unterschiedliche Einfliisse auf orexigene und anorexigene Neurotransmitter besitzen

(Veldhorst et al., 2008). Essentiell ist der Proteingehalt der Nahrung dariiber hinaus fiir die
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Neurotransmittersynthese sowie die Entwicklung und Funktion von Nervenzellen im Gehirn
(de Wilde et al, 2003; Bosch et al, 2007). Proteinmangelernihrung aber auch
—libererndhrung  induziert —morphologische, neurophysiologische und funktionale
Veranderungen im ZNS. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine friih beginnende
Proteinmangelerndhrung zu strukturellen (Steiger et al., 2003; Lister et al., 2005) und
neurochemischen (Del Angel-Meza et al., 2002; Mokler et al., 2003) Verdnderungen im
Hippocampus fiihrt. Chronisch pridnatale Proteinmangelerndhrung resultiert in Anxiolyse
(Almeida ef al., 1996a & c) und Anderungen im Sozialverhalten (Almeida et al., 1996b). Die
akute, postnatale Gabe einer proteinarmen Diét (6 %) hatte ein reduziertes Angstverhalten von
Ratten im EPM-Test zur Folge. Umso ldnger die Mangelerndhrung anhielt, umso geringer
wurde die Angstreaktion der fehlernéhrten Tiere (Francolin-Silva et al., 2006). Bei adulten
Ratten hingegen verstirkte die akute Gabe eines Futters mit geringem Proteingehalt (4 %)
depressives Verhalten im Porsolt-Schwimmtest (Lieberman et al., 2005). Chronische
Verabreichung einer proteinarmen Nahrung (8 %) iiber acht Monate resultierte bei adulten
Tieren in verschlechterten Lern- und Gedéchtnisleistungen sowie in einem Verlust
hippocampaler Neuronen (Lukoyanov & Andrade, 2000). Interessanterweise entwickelten
Ratten, die iiber 20 Wochen eine proteinreiche Didt (50 %) verabreicht bekamen, ebenfalls ein
reduziertes Angstverhalten im EPM-Test sowie Hyperalgesie und Hyperaktivitidt (Onaivi
et al., 1992). Dariiber hinaus konnte eine Zunahme der Dendritendichte im Cortex und
Striatum nachgewiesen werden (Brock & Prasad, 1992). Um die Rolle des didtischen Proteins
besser zu verstehen, sind prizisere Beurteilungen unterschiedlicher Proteine (Casein,
Albumin, Globulin) beziechungsweise Aminosduren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan,

Histidin) auf das Verhalten notwendig.

Die Verfiigbarkeit von Proteinen ist ein wichtiger Faktor bei der Regulierung zentraler
Neurotransmission, kognitiver Leistungsfdhigkeit und des Gemiitszustandes. Kurzzeitige
Anderungen in der Verfiigbarkeit bestimmter Aminosduren (AS) kdnnen in veréindertem
Verhalten resultieren. Beispielsweise vermag beim Menschen bereits eine einzige Mabhlzeit,
der es an der AS Tryptophan fehlt, leichte depressionsdhnliche Gefiihlsschwankungen
auszulosen (Young et al., 1985). Konzentrationen von Ausgangssubstanzen wie Tyrosin,
Cholin und Tryptophan bestimmen, in welchem MaBle Neurotransmitter wie Dopamin,
Acetylcholin oder Serotonin im Gehirn gebildet werden und wirken kdnnen (Wurtman, 2008).
Bei Tryptophan handelt es sich um eine essentielle AS, die mit der Nahrung aufgenommen

werden muss und deren Verabreichung zu einer erh6hten 5-HT Konzentration im Gehirn flihrt
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(Fernstrom & Wurtman, 1971). Hieriiber beeinflusst das Vorhandensein von Tryptophan das
Auftreten angstassoziierten sowie aggressiven Verhaltens gegeniiber anderen und sich selbst.
Die Gabe einer mit a-Lactalbumin (LAC) angereicherten Diét fiihrt zu einer erhéhten 5-HT-
Synthese im Rattenhirn und hat ein herabgesetztes Angstverhalten der Tiere zur Folge. Im
Vergleich mit anderen Proteinen wie Casein besitzt LAC einen hohen Tryptophananteil
(Orosco et al., 2004). Weitere beeinflusste physiologische Systeme sind das Schlafverhalten
und die Schmerzempfindung. Im Tierversuch fiihrte die Gabe einer tryptophanarmen Didt zu
einer erhdhten Reaktion auf schmerzauslosende Reize (Messing & Lytle, 1977). Bei Patienten
mit chronischen Schmerzzustinden konnte ein lindernder Effekt von Tryptophan beobachtet
werden. Dariiber hinaus verursacht die Verabreichung von Tryptophan Schléfrigkeit und
beschleunigt den Beginn des Einschlafens (Greenwood et al., 1975).

Die ausreichende Versorgung mit neuroprotektivem Cholin ist fiir Geddchtnisfunktionen von
besonderer Bedeutung, da viele kognitive Prozesse an Acetylcholin als Botenstoff gebunden
sind (Zeisel, 2008). Eine altersbedingte Abnahme von Acetylcholin resultiert in
herabgesetzten Lernleistungen. Auch wihrend der prd- und perinatalen Entwicklung fiihrt
Cholinmangel zu einer Schwichung von Gedichtnisleistungen und Aufmerksamkeit
(McCann et al., 2006; Stevens et al., 2008) und hat Abwandlungen der Expression von
Wachstumsfaktoren (Napoli et al., 2008) sowie der neuronalen Plastizitdt (Nag et al., 2008;
Wong-Goodrich et al., 2008) zur Folge. Durch Cholinverabreichungen konnen die
Lernleistungen bei Nagetieren hingegen verbessert (Meck & Williams, 1997; Meck
& Williams, 1999; Mellott et al., 2004) und die Aufmerksamkeit erhoht werden (Brandner,
2002). Dariiber hinaus steigert die Gabe von Cholin die Zellproliferation und reduziert
Apoptose (Albright ef al., 1999).

Tyrosin hat Einfluss auf die motorische Aktivitit und das Niveau der Stresstoleranz eines
Individuums. Eine tyrosinreiche Didt vergroferte bei Ratten die Stressresistenz in
Verhaltenstests, bei denen die Tiere starker Kélte (Rauch & Lieberman, 1990) oder
elektrischen Stimulationen ausgesetzt wurden (Lehnert ef al., 1984). Auch beim Menschen
werden forderliche Effekte von Tyrosin in stressbehafteten Situationen angenommen (Young,

1996).
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Aufgrund der hohen Energiedichte sowie des Gehalts von fettloslichen Vitaminen und

essentiellen FS ist die Lipidaufnahme mit der Nahrung unentbehrlich. Nach dem Fettgewebe

ist das Nervensystem das Organ mit der grofften Konzentration von Lipiden. Im Gehirn
spielen Lipide eine essentielle strukturelle sowie funktionale Rolle. Beispielsweise wird bei
der cerebralen Entwicklung die Formation der Myelinscheide durch didtische Lipide
beeinflusst. Eine wéhrend der Entwicklung unzureichende Versorgung mit essentiellen FS
resultiert in einer Hypomyelination im Rattenhirn, wohingegen eine korrekte Myelinogenese
durch eine addquate Erndhrung erreicht werden kann (Salvati et al, 2000). Als
Fettsdurekomponente von Phospholipiden ist Docosahexaensdure (DHA) integraler
Bestandteil von Nervenzellmembranen. Thre Biosynthese erfolgt ausgehend von der
essentiellen a-Linolensédure tliber die fiir den Stoffwechsel bedeutsame Eicosapentaensédure

(EPA).

Depression und bipolare Storungen treten bei Personen mit niedrigen Spiegeln dieser Omega-
3-Fettsduren (w-3-FS) haufiger auf (Ross ef al., 2007). EPA scheint hierbei eine bedeutendere
Rolle zu spielen als DHA (Richardson, 2008). Auch bei schizophrenen Patienten ist die
Konzentration der -3-FS geringer als bei gesunden Menschen (Peet, 2008). Dariiber hinaus
konnten bei Patienten mit Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung (ADHS)
niedrigere -3-FS Spiegel nachgewiesen werden (Antalis ef al., 2006). Gleichermallen zeigt
die spontan hypertensive (SH) Ratte, ein Tiermodell der ADHS, abgesenkte DHA-Level im
Gehirn, erhohte Aktivitdit und langsamere Habituation hinsichtlich neuartiger Stimuli
(Sagvolden, 2000). Die Supplementation von EPA und DHA kann depressive Symptome und
aggressives Verhalten reduzieren (Zanarini & Frankenburg, 2003). Anhand der CARDIA-
Studie konnten die forderlichen Effekte von ®-3-FS bei der Reduktion feindseeligen
Verhaltens junger Erwachsener belegt werden (Iribarren et al., 2004). Hohere Spiegel von
EPA und DHA gehen mit einem abgesenkten Risiko fiir Demenzentwicklung einher, da
®-3-FS einem Kognitionsverslust vorbeugend entgegenwirken konnen (Heude et al., 2003;
Freund-Levi et al., 2006; Schaefer et al., 2006).

Auch im Tierversuch fiihrt ein Defizit von ®-3-FS zu einer Abnahme kognitiver
Leistungsfahigkeit (Bourre et al., 1989) und einem schlechteren Habituationsvermogen
(Fedorova & Salem, 2006), wohingegen eine zusidtzliche Verabreichung gesteigerte
Lernleistungen zur Folge hat (Lim & Suzuki, 2001). Reduzierte Lern- und
Gedéichtnisleistungen aufgrund eines -3-FS Mangels konnten im Morris Water Maze-Test

(Moriguchi et al., 2000; Lim et al., 2005) und bei olfaktorischen Diskriminierungsaufgaben
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(Greiner et al., 2001) beobachtet werden. Hinsichtlich des angstassoziierten Verhaltens im
EPM-Test sind die Angaben in der Literatur kontrovers. Bei ®-3-FS defizienten Tieren
konnten sowohl ein gesteigertes Angstverhalten (Carrie et al., 2000; Takeuchi et al., 2003),
ein reduziertes Angstverhalten (Nakashima et al., 1993; Frances et al., 1995) als auch
keinerlei Einfluss auf das Angstverhalten beobachtet werden (Belzung et al., 1998). Es
scheint jedoch erwiesen, dass ein Mangel an ®-3-FS die Tiere weitaus stressanfilliger macht
als Kontrolltiere, was die unterschiedlichen Ergebnisse der moglicherweise verschiedenartig
durchgefiihrten EPM-Tests (Lichtstirke, Farbe des EPM) erkliren konnte (Fedorova
& Salem, 2006). Im Porsolt-Schwimmtest wurden bei ®-3-FS fehlerndhrten Tieren langere
Phasen der Reglosigkeit festgestellt (DeMar et al., 2006). Dieses Ergebnis stiitzend,
beobachteten Frances er al. (2000) bei w-3-FS defizienten Méusen eine deutlich geringere
Priferenz fiir eine Zuckerlosung als bei ausgewogen erndhrten Tieren, was Anzeichen fiir

Anhedonie und Depression sein kdnnen.

Beziiglich der Rolle didtischer Kohlenhydrate auf das Verhalten sind in der Literatur
widerspriichliche Angaben zu finden. Als Hauptenergiequelle fiir neuronale Aktivitdt reguliert
die Glukosekonzentration im Gehirn viele Verhaltensfunktionen und diverse biochemische
Prozesse. So wird Glukose fiir die Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin bendtigt, der
wiederum Lern- und Gedichtnisleistungen beeinflusst (Fibiger, 1991). Da nur kleine Mengen
von Glukose gespeichert werden konnen, ist das Gehirn auf eine kontinuierliche Versorgung
mit Glukose iiber die Blutbahn angewiesen. Glukose iliberwindet die BHS und agiert im
Gehirn  durch Verdnderungen der Neurotransmittersynthese sowie des neuronalen
Metabolismus. Hieriliber kann sie altersbedingten Storungen in der Gedichtnisfunktion, im
Schlaf-Wach-Rhythmus sowie in der Aktivitit entgegenwirken (Korol & Gold, 1998).
Tierexperimentelle Untersuchungen zeigen, dass ein gestorter Glukosemetabolismus zu
Gedichtnisdefiziten bei Ratten wihrend eines Inhibitory Avoidance-Tests fiihrt (Stone et al.,
1990) und auch Humanstudien demonstrieren, dass Storungen im Glukosestoffwechsel
kognitive Beeintrachtigungen zur Folge haben konnen (Meneilly et al., 1993). Eine
zusitzliche Versorgung mit Glukose kann hingegen in gesteigerten Gedichtnisleistungen
resultieren. Verschiedene Gedichtnisfunktionen wie das Erinnerungsvermogen, Kurz- und
Langzeitgedichtnis, das Wiedererkennungsvermdgen, die Aufmerksamkeit und das rdumliche
Gedéchtnis konnen hierbei optimiert werden. In Humanstudien konnten durch die orale
Verabreichung einer Glukoselosung im Speziellen das verbale und das Arbeitsgedéchtnis

verbessert werden, wobei hier die gedéchtnissteigernden Effekte aufgabenspezifisch und
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altersabhidngig zu sein scheinen (Stinram-Lea et al., 2002; Smith & Foster, 2008). Vor allem
bei betagten Individuen und Alzheimerpatienten steigert Glukosegabe die kognitive
Leistungsfahigkeit, aber auch bei jungen, gesunden Patienten kann eine Verbesserung
beobachtet werden (Korol & Gold, 1998).

Diverse Studien offenbaren jedoch auch keinelei Effekt von didtischen Kohlenhydraten auf
das Verhalten. So zeigten Prasad und Prasad (1996) in ihrer Studie, dass kurzzeitiger Verzehr
eines stark fetthaltigen Futters (90 %) das Angstverhalten im EPM-Test bei Ratten
minimierte, wohingegen eine Didt reich an Proteinen (90 %) oder Kohlenhydraten (90 %)
keinen Einfluss auf das Verhalten der Tiere zu haben schien. Souza et al. (2007)
demonstrierten, dass die Gabe einer schmackhaften mit Saccharose angereicherten Didt bei
Wistar Ratten zwar zu einem Anstieg des angstassoziierten Verhaltens in der Light/Dark-Box
filhrte, jedoch keinen Effekt auf das Habituationsvermdgen im OF-Test hatte. Im
Humanversuch konnten Brandt ef al. (2010) keinen Einfluss einer einmalig verabreichten
Glukoselosung (15 g) auf Gedéchtnisfunktionen feststellen. Auch in weiteren Studien ist der
Nachweis glukosebedingter Verbesserungen kognitiver Funktionen fehlgeschlagen (Azari,
1991; Ford et al., 2002; Brandt et al., 2006). Dariiber hinaus ist in Publikationsdaten zu
finden, dass Glukoseaufnahme das emotionale Gedéichtnis beeintrachtigt (Mohanty & Flint,
2001). Im Tierversuch fiihrte eine durch Saccharose induzierte Fettleibigkeit zu schlechteren
Lernleistungen junger Ratten im Novel Object Discrimination-Test (NOD) (Jurdak
& Kanarek, 2009). Vier Faktoren, die bei der forderlichen oder nachteiligen Beeinflussung
kognitiver Funktionen ausschlaggebend zu sein scheinen, sind der Gesundheitszustand und
das Alter der getesteten Individuen, die Dosis in welcher Glukose verabreicht wird, die Dauer
der zusitzlichen Verabreichung sowie die Art und Weise der untersuchten kognitiven

Aufgabe (Foster et al., 1998; Brandt et al., 2010).
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1.4 Einfluss von Geschlecht und Alter

Neurotransmittersysteme und Verhalten werden vom Geschlecht und Alter eines Individuums
beeinflusst (Da Silva et al., 1996). Es ist bekannt, dass das Verhalten einer weiblichen Ratte
abhédngig vom Stand des sexuellen Zyklus variieren kann. Bereits in den 70er Jahren wurde
der Einfluss geschlechtsspezifischer Hormone auf das Nahrungsaufnahmeverhalten und die
Korpermasseentwicklung beleuchtet (Wade, 1972; Bull ef al., 1974; Wade & Gray, 1979;
Rowland et al., 1980). Anhand der Forschung der letzten Jahrzehnte konnte die Annahme
bestitigt werden, dass Sexualhormone dariiber hinaus die Féahigkeit besitzen, auf Regionen
des Gehirns einzuwirken, die dem Lernen und Gedédchtnis dienen. Bei einer Vielzahl von
Neurotransmittersystemen, eingeschlossen 5-HT, y-Aminobuttersdure (GABA) und
Acetylcholin, konnte ein deutlicher Geschlechtsdimorphismus nachgewiesen werden.
Verschiedene Verhaltensuntersuchungen belegen den Einfluss von Ostrogen und Progesteron
auf die Gedichtnisbildung und zeigen, dass hohe Ostrogenspiegel sich negativ auf das
rdumliche Gedichtnis auswirken (Sutcliffe e al., 2007). Diese Untersuchungen unterstiitzen
weitere Studien, bei denen ein klarer Geschlechtsdimorphismus in der Leistung des
rdumlichen Gedéchtnisses sowohl bei Labortieren als auch beim Menschen festgestellt
werden konnte (Eals & Silverman, 1997; Duff & Hampson, 2001). Nachlassende
Gedédchtnisleistungen aufgrund des Alters konnen zum einen auf die Dezimierung
spezifischer struktureller, chemischer oder elektrischer Neuronenkomponenten, zum anderen
auf die Abwesenheit neuroendokriner Regulatoren und Signale zuriickgefiihrt werden.
Tierexperimentelle Studien belegen, dass die schddlichen Wirkungen einer gestorten
Glukosetoleranz auf kognitive Funktionen mit zunehmendem Alter stirker werden (Lamport

et al.,2009).

Anhand von Untersuchungen an Ratten unterschiedlichen Geschlechts, Alters und Stammes
wiesen Ferguson und Gray (2005) eindeutige Unterschiede im Verhalten der Tiere nach.
Wihrend des jung adulten Stadiums konnte ein deutlicher Geschlechterunterschied im EPM
beobachtet werden. Weibliche Tiere zeigten mehr Eintritte in die offenen Arme und
verbrachten eine deutlich geringere Zeit auf den geschlossenen Armen. Mit zunehmendem
Alter erhohte sich das Angstverhalten der SD Ratten, wihrend die Aktivitit abnahm. Spencer
und Tilbrook (2009) demonstrierten, dass neonatale Uberfiitterung, induziert durch eine
niedrige Welpenanzahl pro Muttertier, nicht nur in einem Anstieg der Korpermasse resultiert,

sondern dariiber hinaus das Angstverhalten der adulten Versuchtiere beeinflusst. Hiervon
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waren weibliche Ratten in stirkerem Male beriihrt als Mannchen, was anhand des reduzierten
Angstverhaltens der Weibchen im EPM-Test deutlich wurde. Auch postnataler Stress
(maternale Deprivation) loste bei weiblichen, jung adulten Tieren ein reduziertes
Angstverhalten im EPM-Test aus, wihrend bei ménnlichen Ratten ein leichter Anstieg in der
Angstreaktion beobachtet werden konnte (Renard et al., 2005). Sozialer Stress wiahrend der
Pubertdt (Isolation, wechselnde Kifiggenossen) hatte eine Reduktion des angstassoziierten
Verhaltens bei weiblichen Long-Evans Ratten zur Folge, wohingegen das Verhalten
pubertdrer Minnchen nicht beeinflusst wurde. Als adulte Individuen zeigten jedoch alle der in
dieser Studie verwendeten Tiere Wochen nach der Stresssituation ein erhohtes
Angstverhalten, was nun unabhdngig vom Geschlecht zu sein schien. Unter den
Kontrolltieren zeigten die Weibchen eine Abnahme, die Ménnchen einen Anstieg

angstassoziierten Verhaltens mit steigendem Alter (McCormick et al., 2008).

1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die vorliegende Studie dient der systematischen Untersuchung des Einflusses eines
mehrwochigen Angebots einer hochkalorischen CD auf das Verhalten und metabolische
Parameter bei SD Ratten. Ziel hierbei ist die Erzeugung einer didtinduzierten Fettleibigkeit
und die Untersuchung der Auswirkungen auf verschiedene Aspekte des Verhaltens. Aufgrund
der deutlichen Hinweise, dass eine modifizierte Erndhrung Konsequenzen fiir das Verhalten
und Befinden von Menschen und Tieren haben kann, werden die Ratten im OF-Test, EPM-
Test und NOD-Test beobachtet. Ferner werden Untersuchungen zur Aktivitit, zum
Habituationsvermdgen sowie zur Behavioural Satiety Sequence (BSS) angestellt. Diese Tests
decken viele Aspekte des Verhaltens von Ratten ab, eingeschlossen des Nahrungsaufnahme-
verhaltens, der Lern- und Gedéichtnisleistungen sowie des angstassoziierten Verhaltens und
der Exploration. Dariiber hinaus werden der Einfluss auf die Korpermasseentwicklung, die
Glukoseverwertung, das Fettverteilungsmuster und die Blutfette iiberpriift. Beziiglich der
metabolischen Parameter wird vermutet, dass das Angebot der CD in Hyperphagie resultiert
und hierdurch zu einer deutlichen Zunahme der Korpermasse und des Fettgewebes fiihrt.
Negative Effekte auf die Glukosetoleranz und die Blutfettwerte werden erwartet. Dariiber
hinaus wird die Hypothese aufgestellt, das Angebot der CD werde zu einer ,,ungesiinderen*

Zusammensetzung von Makronéhrstoffen in der aufgenommenen Nahrung fiihren.
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Tierexperimentelle Studien zur Erforschung von Adipositas werden hiufig unter Verwendung
von Ratten- oder Mausmodellen durchgefiihrt, bei denen Ubergewicht als erbliche
Konsequenz auftritt. Genetisch modifizierte Modelle zur Untersuchung von Stérungen der
Energichomoostase sind hilfreich, die Rolle einzelner Neurotransmitter und Hormone
aufzuklaren. Mittlerweile gibt es mehr als 50 verschiedene genetisch manipulierte
Nagetiermodelle, die das Krankheitsbild der Adipositas wiederspiegeln (Von Diemen et al.,
2006). Hierzu gehoren unter anderem Zucker-, ZDF- und Koletsky-Ratten sowie ob/ob- und
db/db-Méuse. Diese Tiermodelle werden aufgrund einer defekten Leptinsignaliibertragung
adipos (Beck, 2000). Eine weitere Moglichkeit, Adipositasmodelle zu erschaffen, besteht im
Setzen definierter zentralnervéser Ladierungen, etwa im ventromedialen Hypothalamus, was
zur Hyperphagie bei Labortieren fiihrt (Tschop & Heiman, 2002; Von Diemen et al., 2006).
Genetisch modifizierte Tiere oder Tiermodelle mit Hirnlddierungen spiegeln jedoch nicht die
Pathophysiologie der Adipositas wider, welche durch energiedichte Nahrungszufuhr
verursacht wird, was durch die unterschiedliche Beeinflussung von orexigenen und
anorexigenen Neurotransmittern im  Hypothalamus verdeutlicht wird. Maogliche
Kompensationsmechanismen iibererndhrter Tiere konnen bei genetisch modifizierten
Tiermodellen nicht korrekt untersucht werden (Kretschmer et al., 2005). Dariiber hinaus wird
Adipositas in der menschlichen Bevélkerung meist durch Uberernihrung und mangelnde
Bewegung hervorgerufen und ist hédufig mit affektiven Stérungen assoziiert. Dieser
Zusammenhang kann im genetischen Tiermodel nicht gleichermaBen addquat untersucht
werden wie im didtinduzierten Tiermodell der Adipositas. Durch die Gabe von speziell
gefertigten Futtermitteln, die eine positive Energiebilanz zur Folge haben, kann die
didtinduzierte Fettleibigkeit erreicht werden. Das Tiermodell der didtinduzierten Adipositas
ist ein wichtiges Hilfsmittel zur Untersuchung dieser Erkrankung, da es der einflussreichen
Rolle der Umwelt bei der Entwicklung des Ubergewichtes Rechnung triigt und sich stirker an
der Entwicklung der menschlichen Adipositas orientiert (Buettner et al., 2007). Auch wenn
industriell produzierte, fliissige oder feste Diéten, die reich an Fett oder Kohlenhydraten sind,
Ubergewicht im Tiermodell entstehen lassen (Archer & Mercer, 2007; Buettner et al., 2007),
sind die Ergebnisse, die hierdurch geliefert werden, nicht in dem Mafle auf das Humanmodell
iibertragbar wie solche, die durch die Gabe einer CD bewirkt werden, da hier der Aspekt der
Nahrungsauswahl mit einbezogen wird. Dariiber hinaus besteht die ,,westliche*
Erndhrungsweise nicht nur aus der vermehrten Aufnahme eines einzelnen Makronéhrstoffes,
sondern aus einer Kombination hohen Fett- und Kohlenhydrategehalts wie es bei der CD der

Fall ist (Kretschmer et al., 2005).

25



Einleitung

Die in dieser Studie verwendete CD besteht aus sieben hochkalorischen, schmackhaften
Lebensmitteln (Schokolade, Wurst, Kése, Kuchen, Rosinenbrot, Kekse, Nudeln), welche die
Tiere stimulieren, ihre Nahrungs- und Kalorienaufnahme zu erhéhen und somit die
tiberschiissige Energie als Fett zu speichern (Rothwell & Stock, 1988). In Studien, bei denen
energiedichte Didten verabreicht wurden, konnten bereits Anzeichen fiir Effekte auf das
Verhalten der Tiere beobachtet werden. So stellten Jurdak und Kanarek (2009) fest, dass eine
verabreichte Zuckerlosung zu einer Reduktion der Gedichtnisleistungen junger Ratten im
NOD-Test fiihrte, wahrend eine fettreiche Erndhrung ein signifikant gesteigertes Angst- und
Aggressionsverhalten zur Folge hatte. In einer weiteren Studie von Buchenauer et al. (2009)
fiihrte die Gabe einer fettreichen Diédt zu einem erhohten angstassoziierten Verhalten, einem
gesteigerten Aggressionsverhalten sowie einem Anstieg des Corticosterons im Blut. McNeilly
et al. (2010) beobachteten eine Reduktion kognitiver Funktionen nach zwdlfwdchiger
Verabreichung einer fettreichen Diét. Auch durch die Gabe der in dieser Studie verwendeten
zuckerreichen und fetthaltigen CD ist ein Effekt auf das Verhalten zu erwarten. Aufgrund des
geringen Anteils ungesittigter FS in der CD kann ein negativer Einfluss auf die Funktion des
Gehirns vermutet werden (de Wilde et al., 2003; Bosch et al., 2007; Lavialle et al., 2008).
Des Weiteren kann ein durch die CD verursachtes Defizit an Proteinen das Verhalten der
Tiere beeinflussen. Lukoyanov und Andrade (2000) konnten zeigen, dass Proteinmangel
nachteilige Effekte auf Lern- und Gedichtnisleistungen bei Ratten hat. Aufgrund dieser
Hinweise aus der Literatur wird die Hypothese aufgestellt, dass die CD-Tiere im Vergleich
mit den Kontrollen schlechtere Lern- und Gedachtnisleistungen aufweisen. Dariiber hinaus
wird eine reduzierte Aktivitit der CD-Tiere, ein beeinflusstes angstassoziiertes Verhalten

sowie eine Modifikation in der Sattigungssequenz vermutet.

Da bei ad libitum-Fressversuchen beriicksichtigt werden sollte, dass Abweichungen bei der
Nahrungspraferenz vom Geschlecht der Tiere abhingig sein konnen, wurde ein
Versuchsdesign gewihlt, in welches Untersuchungen sowohl weiblicher als auch ménnlicher
Ratten integriert wurden. In einer Studie von Jean et al. (2002) offenbarten méinnliche und
weibliche Wistar Ratten geschlechtsspezifische Priaferenzen bei der Nahrungswahl. Weibchen
zeigten eine frith beginnende, starke Fettpriaferenz, die mit zunehmendem Alter anstieg. Der
Proteinkonsum war bei beiden Geschlechtern in der 7. Lebenswoche maximal und erreichte
dann bei den Méannchen einen Plateauwert, wihrend er bei den Weibchen mit zunehmendem
Alter wieder abnahm. Wiéhrend der einzelnen Nahrungsaufnahmeperioden begannen

Minnchen meist mit der Kohlenhydratzufuhr. Bei den Weibchen war keine klare Préiferenz
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fiir einen der Makronéhrstoffe zu Beginn der Nahrungsaufnahme zu erkennen. Genau wie die
Mainnchen beendeten sie ihre Nahrungsaufnahme vorwiegend mit der Proteinaufnahme.

Auch das Alter eines Individuums hat Einfluss auf die Nahrungswahl und den auf Ingestion
reagierenden Metabolismus, weshalb neben dem Faktor Geschlecht auch der Faktor Alter
untersucht wurde. Der beunruhigende Anstieg der Fettleibigkeit in der Gruppe Pubertirer und
junger Erwachsener sowie die dominierende Pridvalenz fiir Adipositas bei Menschen von
mittlerem Alter (50 — 69 Jahre, Tab. 1.3), lieB den Fokus in dieser Studie auf die
Untersuchung von jung adulten Tieren (sechs Wochen) und Ratten mittleren Alters (zwolf
Monate) fallen.

Aufgrund der durch Préiferenzen entstehenden variierenden Menge zugefiihrter
Makronéhrstoffe, unterschiedlichen hormonellen Bedingungen zwischen den Geschlechtern
sowie altersbedingten physiologischen Verdnderungen werden Divergenzen bei den
Verhaltensantworten in Reaktion auf die CD angenommen. Erwartet werden eine
altersbedingte Abnahme im lokomotorischen und explorativen Verhalten sowie nachlassende
Lern- und Gedéchtnisleistungen. Dariiber hinaus wird ein Einfluss des Geschlechtes auf das
Angst- und Explorationsverhalten vermutet, da ein niedrigeres Angstverhalten bei weiblichen
im Vergleich zu minnlichen Ratten bereits nachgewiesen werden konnte (Fernandes et al.,
1999).

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand ist dies die erste Studie, die Auswirkungen einer CD auf
metabolische Parameter und das Verhalten von SD Ratten unter Bezugnahme der Faktoren

Alter und Geschlecht anhand eines multifaktoriellen Versuchsmodells beschreibt.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Alle Untersuchungen wurden an SD Ratten aus institutsinterner Zucht (Freie Universitit
Berlin, Fachbereich Veterindrmedizin, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie)
durchgefiihrt. Ursprung der Zuchtlinie ist die DIMED Schonwalde GmbH, Deutschland. Die
Ratten wurden in Vierergruppen gehalten und waren in Makrolonkdfigen des Typs IV
(55 cm x 33 cm x 20 cm) untergebracht, welche mit Holzgranulateinstreu (ssniff® Lignocel
3-4 S, Soest, Deutschland) ausgestattet waren. Allen Versuchstieren standen Wasser sowie
pelletiertes Standardfutter (ssniff® R/M-H, Soest, Deutschland) ad libitum zur Verfiigung. Im
Tierstall herrschte ein kiinstliches Lichtregime, das eine zwolfstiindige Lichtphase von
04:00 Uhr bis 16:00 Uhr mit einer durchschnittlichen Lichtintensitdt von 170 Lux garantierte.
Die Raumtemperatur betrug 22 + 2 °C, die relative Luftfeuchtigkeit 60 = 5 %. Bei den
Versuchstieren handelte es sich um minnliche (J) und weibliche (Q) SD Ratten zweier
Altersstufen. Die jungen Ratten wurden im Alter von sechs Wochen in den Versuch
genommen und werden in dieser Studie als ,,jung adult” bezeichnet. Bei den jung adulten
Minnchen betrug die durchschnittliche Ausgangsmasse 180 += 7 g, wéhrend diese bei den
Weibchen bei 172 + 4 g lag. Die élteren Tiere waren zwdlf Monate alt und werden im
weiteren Verlauf der Arbeit ,,adult” benannt. Die adulten Ménnchen wogen durchschnittlich
567 £ 10 g, die adulten Weibchen 300 + 4 g. Pro Gruppe standen 24 Tiere — 12 Kontrolltiere
sowie 12 Versuchstiere — zur Verfiigung, was eine absolute Tierzahl von 96 SD Ratten ergibt.
Im Laufe der einzelnen Versuchsreihen verstarben je ein jung adultes sowie ein adultes
minnliches Kontrolltier. Die Versuche wurden geschlechterspezifisch rdumlich separiert
durchgefiihrt, um einen Einfluss durch Wahrnehmung des Geruches des jeweils anderen

Geschlechtes auszuschliefen.

2.2 Futter und Futterungsregime

Alle Ratten hatten wihrend des neunwdchigen Versuchszeitraumes uneingeschrankten
Zugang zu Futter und Wasser. Lediglich vor der Untersuchung zur BSS war eine
Futterdeprivation fiir drei Stunden und vor der Durchfiihrung des oralen Glukose Toleranz-
Tests fiir 16 Stunden notwendig. Die zur Kontrolle dienenden Tiere erhielten ausschlieBlich

pelletiertes Standardfutter und werden im Folgenden ,,Kontrolltiere*, ,,Kontrollen*
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beziehungsweise ,,Kontrollgruppen® genannt. Allen weiteren Ratten wurde zusitzlich eine
hochkalorische CD zur Verfligung gestellt. Sie werden im weiteren Text als ,,CD-Tiere®,
,»CD-Ratten* beziehungsweise ,,CD-Gruppen® betitelt. Die CD setzte sich aus folgenden

Lebensmitteln zusammen:

e Schinkenfleischwurst (Kaufland Fleischwaren GmbH & Co. KG, Heilbronn, Deutschland),
e Rosinenstuten (LIDL Stiftung & Co. KG, Neckarsulm, Deutschland),

e Vollmilch Schokolade (Ludwig Schokolade GmbH & Co. KG, Saarlouis, Deutschland),

e Butter Spritzgebidck (Borggreve KG, Neuenhaus, Deutschland),

e Fusilli (Pasta Zara, Riese Pio X, Italien),

e Gouda 48 % Fett in Trockenmasse (i. Tr.) (Consalac B.V., Huizen, Niederlande),

e Riihrkuchen Marmor (Conditess Feine Kuchen GmbH, Haseliinne, Deutschland).

Den Tieren wurde téglich eine Auswahl von vier der angegebenen Lebensmittel angeboten,
wobei ein Bestandteil tiglich variierte, um den Reiz des Neuen aufrecht zu erhalten. Die

Futtergabe erfolgte kurz vor Beginn der Dunkelphase.

2.3 Untersuchungen zur Nahrungs- und Wasseraufnahme

Uber einen Zeitraum von vier Wochen wurde téglich der Futter- und Wasserverbrauch iiber
24 Stunden durch Errechnen der Differenz zwischen Ausgangsgewicht und verbleibendem
Endgewicht von Futter und Wasser ermittelt. Durch die Ermittlung des Futterverbrauches in
Gramm konnte anhand angegebener Energiewerte die Aufnahme der Kilojoule (kJ) sowohl
fiir das Standardfutter als auch die CD errechnet werden. Das Standardfutter hatte einen
Brennwert von 1280 kJ pro 100 g und bestand zu 9 % aus Fetten, zu 58 % aus
Kohlenhydraten und zu 33 % aus Proteinen. Bezogen auf alle sieben Lebensmittel bestand die
CD durchschnittlich aus 21 + 5 % Fett, 37 + 10 % Kohlenhydraten und 9 + 3 % Proteinen und
hatte einen Brennwert von 1546 + 224 kJ pro 100 g. Die tégliche Energiedichte der vier
angebotenen Lebensmittel sowie die Zusammensetzung der Makronédhrstoffe in der
verzehrten CD wurden anhand der auf den Verpackungen vermerkten Ndhrwertangaben
errechnet (Tab. 2.1). AnschlieBend wurde der wdchentliche kJ-Verbrauch pro Kifig ins
Verhéltnis mit den Korpermassen der Ratten gesetzt und auf 100 g Korpermasse

umgerechnet.
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Die graphischen Darstellungen zum Futter- und Wasserverbrauch erfolgten fiir den taglichen
durchschnittlichen Verbrauch pro Kifig, die Illustration der Energie- und Makrondhrstoff-

aufnahme fiir ein jeweils wochentliches Intervall.

Kohlenhydrate Fette Proteine Brennwert

Schinkenfleischwurst 1,09 23,09 12,09 1072 kJ
Rosinenstuten 57,09 50¢9 6,0g 1256 kJ
Alpenvollmilch 56,09 32049 6,19 2240 kJ
Schokolade

Butter Spritzgeback 62,09 3109 499 2284 kJ
Fusilli (gekocht) 33,09 049 50¢9 665 kJ
Gouda 0,0g 30,09 23,0g 1527 kJ
(48 % Fetti.Tr.)

Rihrkuchen Marmor 48,59 23,69 5149 1784 kJ

Tab. 2.1: Nahrwerte der verwendeten Lebensmittel pro 100 g.

2.4 Metabolische Untersuchungen

2.4.1 Korpermasse und energetische Effizienz der Nahrung

Wihrend der vierwdchigen Untersuchung zur Nahrungs- und Wasseraufnahme wurden die
Ratten mittels einer digitalen Tierwaage (Sartorius isoCal, LC4201-00MS, Sartorius AG,
Deutschland) tiaglich gewogen (Abb. 2.1). AnschlieBend erfolgte diese Dokumentation im
wochentlichen Abstand. Fiir die erste und letzte Versuchswoche wurde die durchschnittliche
Korpermassezunahme pro Gruppe errechnet, um eine variierende Kdrpermasseentwicklung
im zeitlichen Verlauf der Studie sowie in den verschiedenen Altersgruppen verdeutlichen zu
konnen. Die energetische Effizienz der Nahrung wurde errechnet, indem fiir jedes

wochentliche Intervall die durchschnittliche tdgliche Korpermasseentwicklung einer jeden

Ratte durch die durchschnittliche taglich aufgenommene Energie geteilt wurde (Levin et al.,

1985; Archer et al., 2004).

Abb. 2.1: Ermittlung der Kérpermasse mittels einer digitalen Tierwaage.
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2.4.2 Oraler Glukose Toleranz-Test

Am Ende der neunwdchigen Versuchsreihe wurde bei allen Ratten ein oraler Glukose
Toleranz-Test (0GTT) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tiere iiber Nacht fiir 16 Stunden
futterdepriviert. Am Folgetag wurde die Niichternblutglukosekonzentration ermittelt, danach
erhielten die Tiere 2 g/kg Korpermasse einer fiinfzigprozentigen Glukoseldsung per
Schlundsonde. Nach 10, 30, 60 und 120 Minuten wurde die Glukosekonzentration im Blut mit
Hilfe des Glukometers Ascensia Dex2® (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
ermittelt. Ein fiir diese Untersuchung benoétigter Blutstropfen wurde durch Punktion der

Schwanzvene gewonnen.

2.4.3 Fettgewebe und Adipositas-Index

Nach Abschluss aller Versuche wurden die Ratten mit Isofluran (cp-Pharma®, Burgdorf,
Deutschland) betidubt und anschlieBend dekaptiert. Die Ventralseiten der Torsi wurden mit
Alkohol desinfiziert und durch einen Schnitt in der Peritonealhohle gedftnet. Es erfolgte die
Priaparation der univakuoldren viszeralen, subkutanen und epidermalen Fettmassen.
AnschlieBend wurde den Tieren das plurivakuolédre, mitochondrienreiche braune Fettgewebe
aus dem Nackenbereich entnommen. Die Préparation der Fettmassen erfolgte unter Anleitung
einer Mitarbeiterin des deutschen Instituts fiir Erndhrungsforschung (DIFE). Das Fettgewebe
wurde gewogen und auf 100g Korpermasse des entsprechenden Tieres umgerechnet. Der
Adipositas-Index wurde errechnet, indem das Gesamtgewicht der Fettmasse eines jeden

Tieres ins Verhéltnis mit der Korpermasse gesetzt wurde:

Adipositas-Index [%] = (Fettgewebe [g] / Kérpermasse [g]) x 100

2.4.4 Blutfette

Gewinnung des Plasmas

Unmittelbar nach der Dekapitation wurden circa 4 ml Blut eines jeden Tieres aus der
Halsschlagader (Arteria carotis communis) in einem préparierten Probenrohrchen
aufgefangen (KABEVETTE", Kabe Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth, Deutschland)
und zum Mischen mit dem Gerinnungshemmer (EDTA Tri-Kaliumsalz) vorsichtig

geschwenkt. Durch fiinfzehnminiitiges Zentrifugieren (Centrifuge 5416, Eppendorf AG,
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Hamburg, Deutschland) bei 4000 Umdrehungen pro Minute wurden Serum und Plasma
voneinander getrennt. AnschlieBend wurden 1,5 ml Plasma pro Tier abpipettiert und in
ReaktionsgefdBen 3810 der Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) bei -80 °C eingefroren

und bis zur weiteren Bearbeitung verwahrt.

Analysen des Cholesterol-, Triglycerid- und freie Fettsdurengehalts

Am DIFE in Potsdam erfolgte die Bestimmung von Cholesterol, Triglyceriden sowie freien
Fettsduren im Plasma mittels enzymatischer Farbteste. Nach der Herstellung der
Standardreihen wurden 5 pl der jeweiligen Standards (STD), 5 pl H,O fiir die Bestimmung
des Blindwertes (BLK) sowie 5 ul der Plasmaproben auf 96-Well-Proben-Platten pipettiert.
Jede Plasmaprobe wurde mit einer Dreifachbestimmung analysiert (Abb. 2.3, Abb. 2.5,
Abb. 2.7). Mit Hilfe analytischer Kits wurden Plasma, Standardreihe und Blindwert
aufbereitet und anschlieBend die Probenplatte gevortext, zentrifugiert und inkubiert. Im
Folgenden wurde die Absorption im Spektralphotometer (Power wave 340, BioTek
Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland) ermittelt. Die jeweiligen Mengen der
zugesetzten Reagenzien bei der Aufbereitung des Plasmas sowie die Inkubationszeiten der

Gemische variierten je nach zu bestimmendem Parameter.

Cholesterol
Cholesterol wird nach enzymatischer Hydrolyse (CHE) und Oxidation (CHO) bestimmt.
Indikator ist Chinonimin, das aus Wasserstoffperoxid (H,O;) und 4-Aminophenazon unter

Anwesenheit von Phenol und Peroxidase (POD) gebildet wird (Abb. 2.2).

Cholesterolester + H,O CHE Cholesterol + RCOOH
_—r

CHO
Cholesterol + O, » Cholest-4-en-3-on + H,0,

POD
2H,0, + 4-Aminophenazon + Phenol ; Chinonimin + 4H,0

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Testprinzips zur Cholesterolbestimmung im Plasma.

5 ul der Proben, der Standardreihe sowie des Aquadests wurden mit 150 pl raumtemperiertem
Enzymreagenz (RGT) gemischt, gevortext und zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte eine
zehnminiitige Inkubation bei 37°C. Die Messung der Extinktion wurde bei 500 nm
durchgefiihrt.
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Wako Free Cholesterol C Kit (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland):

Inhalt Bestandteile

Cholesterol Standardreihe:
200 ma/dl oder 5,17 mmol/l

RGT 100 mmol/l Phosphatpuffer (pH 6,5)
0,3 mmol/l 4-Aminophenazon
5 mmol/l Phenol
>5 KU/I Peroxidase
>150 U/l Cholesterolesterase
>100 U/l Cholesteroloxidase
0,05 % Natriumazid (Konservierungsmittel)

[mg/dl]

200 — unverdinnt

150 — 30 pl STD + 10 pyl H,O

100 — 20 pl STD + 20 pl H,O
50 — 10 pl STD + 30 pl H,O
20 — 20 pl STD + 180 pl H,0
10 — 10 pl STD + 190 pl H,O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Probe1 | Probe1 | Probe1 Probe7 Probe7 Probe7 Probe13 | Probe13 | Probe13 | Probe19 | Probe19 | Probe19
B Probe2 | Probe2 | Probe2 Probe8 Probe8 Probe8 Probe14 | Probe14 | Probel14 | Probe20 | Probe20 | Probe20
C Probe3 | Probe3 | Probe3 Probe9 Probe9 Probe9 Probe15 | Probe15 | Probe15 | Probe21 | Probe21 | Probe21
D Probe4 | Probe4 | Probe4 | Probe10 | Probe10 | Probe10 | Probe16 | Probe16 | Probe16 | Probe22 | Probe22 | Probe22
E Probe5 | Probe5 | Probe5 | Probe11 | Probe11 | Probe11 | Probe17 | Probe17 | Probe17 | Probe23 | Probe23 | Probe23
F Probe6 | Probe6 | Probe6 | Probe12 | Probe12 | Probe12 | Probe18 | Probe18 | Probe18 | Probe24 | Probe24 | Probe24
G

(STD) 10 20 50 100 150 200 BLK

H

(STD) 10 20 50 100 150 200 BLK

Abb. 2.3: Plattenbefiillung zur Cholesterolbestimmung im Plasma. Proben 1- 12=Kontrolltiere, Proben 13 - 24=CD-Ratten.

Triglyceride / Glycerol

Triglyceride (TG) werden durch Lipase in freie FS und Glycerol umgewandelt. Glycerol wird

anschlieBend unter Anwesenheit von Adenosin-5'-triphosphat (ATP) mit Hilfe

des

Katalysators Glycerolkinase (GK) zu Glycerol-1-phosphat (G-1-P) und Adenosin-5'-
diphosphat (ADP) phosphoryliert. Durch Glycerol-Phosphat-Oxidase (GPO) wird G-1-P

anschlieBend zu Dihydroxyacetonphosphat (DAP) und H-O: oxidiert. POD katalysiert die

Reaktion von H,O; mit 4-Aminoantipyrin (4-AAP) und N-Ethyl-N-(3-sulfopropyl)m-anisidin

(ESPA) zu Chinonimin, das ein Absorptionsmaximum bei 540 nm aufweist (Abb. 2.4).

Lipase
TG + 3H,0 ———— Glycerol + 3 FS

GK
Glycerol + ATP ——p G-1-P + ADP
GPO

G-1-P + 0, ———— DAP +H,0,

POD
H,O, + 4-AAP + ESPA —— » Chinonimin + H,O

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Testprinzips zur Triglyceridbestimmung im Plasma.
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5 ul der Proben, der Standards und des Aquadests wurden mit 100 ul raumtemperiertem Free

Glycerol Reagenz gemischt, gevortext und zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine

Inkubation der Probenplatte fiir flinf Minuten bei 37 °C. Die Absorption wurde bei 540 nm im

Spektralphotometer ermittelt, um die Glycerolkonzentration im Plasma festzustellen.

Nachfolgend wurden 25 pul

vom Triglycerid Reagenz hinzupipettiert und nach

anschlieBendem Vortexen und Zentrifugieren eine erneute Inkubation von 15 Minuten bei

37 °C vorgenommen. Die Absorption wurde erneut bei 540 nm im Spektralphotometer

ermittelt, um die Triglyceridkonzentration im Plasma zu bestimmen.

Free Glycerol Reagenz und Triglycerid Reagenz
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen, Deutschland):

Glycerol Standardreihe:

Inhalt Bestandteile 2,5 pg/ul
Free 0.75 mM ATP [ug/ul]
Glycerol 3.75 mM Magnesiumsalz 2,5 — unverdinnt
Reagens 0.188 mM 4-Aminoantipyrin 1,875 — 75 ul STD + 25 pul H,0
2.11 mM N-Ethyl-N-(3-sulfopropyl) 1,25 — 50 yl STD + 50 pl H,0O
m-anisidin 0,625 — 25 yl STD + 75 pyl H,O
1,250 units/L Glycerolkinase 0,3 —12ulSTD +88 ulH,0
2,500 units/L Glycerol-Phosphat-Oxidase 0,95 — 6l STD + 94 pl H,O
2,500 units/L Peroxidase 0,075 — 3 ul STD + 97 pyl H,O
Puffer, pH 7.0 £ 0.1
0.05% Natriumazid
Triglyceride 250,000 units/L Lipase Triglyceride Standardreihe:
Reagens 0.05% Natriumazid Level 1 (L1): 191mg/dl oder 2,16 mmol/l
Level 2 (L2): 95,8 ma/dl oder 1,08 mmol/l
[ng/ull
1910 — L1 unverdlnnt
958 — L2 unverdinnt
96 — L1 1:20
24 —121:40
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Probe1 | Probe1 | Probe1 Probe7 Probe7 Probe7 Probe13 | Probe13 | Probe13 | Probe19 | Probe19 | Probe19
B Probe2 | Probe2 | Probe2 Probe8 Probe8 Probe8 Probe14 | Probe14 | Probe14 | Probe20 | Probe20 | Probe20
C Probe3 | Probe3 | Probe3 Probe9 Probe9 Probe9 Probe15 | Probe15 | Probe15 | Probe21 | Probe21 | Probe21
D Probe4 | Probe4 | Probe4 | Probe10 | Probe10 | Probe10 | Probe16 | Probe16 | Probe16 | Probe22 | Probe22 | Probe22
E Probe5 | Probe5 | Probe5 | Probe11 | Probe11 | Probe1l1 Probe17 | Probe17 | Probe17 | Probe23 | Probe23 | Probe23
F Probe6 | Probe6 | Probe6 | Probe12 | Probe12 | Probe12 | Probe18 | Probe18 | Probe18 | Probe24 | Probe24 | Probe24
G
(STD) 0,075 0,15 0,3 0,625 1,25 1,875 2,5 BLK 24 96 958 1910
H
(STD) 0,075 0,15 0,3 0,625 1,25 1,875 2,5 BLK 24 96 958 1910

Abb. 2.5: Plattenbefiillung zur Triglyceridbestimmung im Plasma. Proben 1- 12=Kontrolltiere, Proben 13 - 24=CD-Ratten.
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Freie Fettsauren

Unter Mitwirkung von Coenzym A (CoA) und ATP werden unveresterte Fettsduren (NEFA)
in der Probe durch Acyl-CoA Synthetase zu Acyl-CoA, Adenosinmonophosphat (AMP) und
Phosphorsdure (PPi) umgesetzt. Acyl-CoA wird anschlieBend unter Einwirkung von Acyl-
CoA Oxidase zu 2,3-trans-Enoyl-CoA und Wasserstoffperoxid umgewandelt. In Anwesenheit
von POD wird unter Einwirkung von 3-Methyl-N-Ethyl-N-(B-Hydroxyethyl)-Anilin (MEHA)
und 4-AAP durch oxidative Kupplung ein blau-violetter Farbkomplex gebildet (Abb. 2.6).
Durch die Messung der Absorption der blau-violetten Farbe kann die NEFA-Konzentration

bestimmt werden.

Acyl Coa synthetase

RCOCH + ATP + CoA
(NEFA)

Acyl - CoA + O,

b Acyl - Cod + AMP + PP,
Acyl CoA oxidase

P 23 - trans - Enayl - God + H,0,

HyC
HyC=C=C—NH;

CaHg
HyC —Cal= -
Hat=H £=0 Hl, Peroxida Hi E EJ@:NME’”‘DH
My X ‘ @_M Loy Perwitose i -
i Ly OH M

QO

4-AAP MEHA

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Testprinzips zur Bestimmung freier Fettsauren im Plasma.

5 ul der Plasmaproben, der Standards sowie des Aquadests wurden auf die Probenplatte
pipettiert, 100 ul Farbreagenz A hinzu gegeben, die Platte anschlieBend gevortext,
zentrifugiert und fiir fiinf Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Absorption wurde bei 550 nm im
Spektralphotometer ermittelt. Darauf folgend wurden 50 pl Farbreagenz B hinzugefiigt und
nach erneutem Vortexen und Zentrifugieren eine weitere flinfminiitige Inkubation bei 37 °C

vorgenommen. Die Messung der Extinktion wurde bei 500 nm wiederholt.

Wako NEFA C Kit (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland): NEFA Standardreihe:

Inhalt Bestandteile

28,2 mag/dl oder 1 mmol/l

0,53 U/ml ACS

0,31 mmol/l CoA

4,3 mmol/l ATP

1,5 mmol/l 4-AAP

2,6 U/ml AOD

0,05% Natriumazid

0,8% Farbreagenz lyophilisiert

Farbreagenz A

50 mmol/l Phosphat-Puffer, pH 7,0

12 U/ml AOD
14 U/ml POD
2,4 mmol/l MEHA

Farbreagenz B

[mmol/I]

1,0 — unverdinnt

0,7 -70ulSTD+30p
05 —»50uISTD+50p
0,3 —»30uSTD+70u
02 —20uISTD+80p
0,1 > 10l STD+90 u

I'H,0
IH,0
IH,0
IH,0
IH,0
0,05— 5pl STD + 95 pl H,0
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Probe1 Probe1 Probe1 Probe7 Probe7 Probe7 Probe13 | Probe13 | Probe13 | Probe19 | Probe19 | Probe19
B Probe2 | Probe2 | Probe2 Probe8 Probe8 Probe8 Probe14 | Probe14 | Probe14 | Probe20 | Probe20 | Probe20
C Probe3 | Probe3 | Probe3 Probe9 Probe9 Probe9 Probe15 | Probe15 | Probe15 | Probe21 | Probe21 | Probe21
D Probe4 | Probe4 | Probe4 | Probe10 | Probe10 | Probe10 | Probe16 | Probe16 | Probe16 | Probe22 | Probe22 | Probe22
E Probe5 | Probe5 | Probe5 | Probe11 | Probe11 | Probe11 | Probe17 | Probe17 | Probe17 | Probe23 | Probe23 | Probe23
F Probe6 | Probe6 | Probe6 | Probe12 | Probe12 | Probe12 | Probe18 | Probe18 | Probe18 | Probe24 | Probe24 | Probe24
G

(STD) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5 0,7 1,0 BLK

H

(STD) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5 0,7 1,0 BLK

Abb. 2.7: Plattenbefiillung zur Bestimmung von freien FS im Plasma. Proben 1- 12=Kontrolltiere, Proben 13 - 24=CD-Ratten.

2.5 Verhaltensuntersuchungen

Die Verhaltensuntersuchungen wurden mit Ausnahme der Aktivitdtsmessungen im Anschluss
an die vierwochige Phase der téglichen Nahrungs- und Wasseraufnahmekontrolle
durchgefiihrt. Aktivitdtsmessungen fanden in der 1. und 4. Versuchswoche statt. In der
5. Versuchswoche wurden die Ratten im EPM, in der 6. Versuchswoche im OF getestet.
Anschlieffend erfolgte die Durchfithrung des NOD-Tests in der 7. Versuchswoche. Die
Untersuchungen zur BSS fanden ausschlielich mit den adulten Ratten statt und erfolgten in
der 8. Versuchswoche. Da jedes Tier in mehreren Verhaltensuntersuchungen getestet wurde,
lag zwischen den einzelnen Tests jeweils eine Woche Abstand, um Beeinflussungen der Teste
untereinander zu vermeiden. Die Datenaufnahme der Aktivitdtsmessungen startete zu Beginn
der Dunkelphase und erfolgte halbstiindlich bis 14:30 Uhr des darauf folgenden Tages.
Sédmtliche Versuche zum Angst- und Lernverhalten fanden zwischen 9:00 Uhr und 11:00 Uhr
statt, die Untersuchungen zur BSS zwischen 15:00 Uhr und 17:00 Uhr. AuBler den
Aktivitdtsmessungen, die im Heimatkifig stattfanden, wurden die Verhaltensuntersuchungen
in schallgeddmpften Versuchskammern der Mafle 200 cm x 194 cm x 245 cm durchgefiihrt.
Um den Einfluss von Transportstress auf das Verhalten der Ratten auszuschliefen, wurden
die Tiere mindestens eine Stunde vor Versuchsbeginn in ihren Gruppenkifigen in einen
ruhigen Vorraum der Versuchskammern gebracht. Die Verhaltenstests wurden mit einer in
Deckenhohe angebrachten Kamera (Panasonic, Osaka, Japan), die mit einem aullerhalb der
Kammer befindlichen Monitor (Panasonic, Osaka, Japan) und einem DVD Rekorder (Philips
3460H, Hamburg, Deutschland) verbunden war, {iberwacht und aufgezeichnet. Die
Datenerfassung erfolgte mit Hilfe der Software VideoMot 2 von TSE-Systems GmbH
(Bad Homburg, Deutschland).
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Um olfaktorische Signale des vorangegangenen Versuchstieres zu entfernen, wurden nach
jedem Versuch Winde und Boden der Apparaturen mit Alkohol (Meliseptol” rapid, B. Braun
AG, Melsungen, Deutschland) gereinigt.

2.5.1 Aktivitdtsmessungen

Ein Weg zur Evaluierung lokomotorischen Verhaltens liegt in der Messung der Aktivitdt im
Heimatkéfig. Hierliber konnen Informationen iiber das Verhalten von Versuchstieren
gewonnen werden, ohne dass diese angsterzeugenden Situationen ausgesetzt werden miissen.
Dartiber hinaus ist eine langfristige Erhebung von Daten moglich und der Einfluss bestimmter
Versuchsbedingungen auf den circadianen Rhythmus feststellbar. Diese Art der
Bewegungsmessung kann Unterschiede der lokomotorischen Aktivitit im Heimatkéfig zum
Explorationsverhalten in angstassoziierten Verhaltensuntersuchungen (EPM, OF) aufzeigen
(Galani et al., 2001).

Aktivitditsmessungen fanden in der 1. und 4. Versuchswoche statt. Anhand eines
computergestiitzten Systems (InfraMot-Activity-System, TSE-Systems GmbH, Bad
Homburg, Deutschland) wurde die Aktivitit der Tiere tiglich fiir die Dauer von 22 Stunden
im Heimatkifig ermittelt. Durch das Erfassen der Korpertemperatur mittels der auf den
Kéfigdeckeln befindlichen Bewegungsdetektoren wurde das Registrieren der Aktivitit zu
allen Lichtkonditionen ermoglicht. Die Datenaufnahme startete zu Beginn der Dunkelphase.
Neben der Betrachtung der Gesamtaktivitét erfolgte die voneinander getrennte Darstellung

der Aktivitdt wiahrend der Dunkel- und Lichtphase.

2.5.2 Elevated Plus Maze-Test

Der EPM-Test ist ein allgemein anerkanntes Modell zur Untersuchung von unkonditioniertem
angstassoziierten Verhalten bei Nagetieren, bei dem die neue Umgebung den
angstauslosenden Stimulus darstellt. Beim EPM handelt es sich um eine kreuzférmige
Konstruktion aus 1,5 cm dickem Kunststoff, die auf einer zentralen Stahlstange 64 cm iiber
dem Boden angebracht ist (Abb. 2.8). Es besteht aus zwei offenen (44 cm x 17 cm) und zwei
geschlossenen, mit Seitenwédnden versehenen Armen (44 cm x 17 cm x 25 cm), die
rechtwinklig zueinander angeordnet sind und in eine zentrale Plattform (17 cm x 17 cm)
miinden (Rex et al., 2002). Die Lichtstirke bei der Durchfiihrung dieses Testes betrug

150 Lux auf den offenen und 70 Lux innerhalb der geschlossenen Arme. Wichtige Parameter
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in diesem Test sind die Eintritte und die verbrachte Zeit auf den jeweiligen Flachen. Hierbei
gelten das Meiden der offenen Arme und das iiberwiegende Bewegen auf den geschlossenen
Armen als Anzeichen von Angst (Pellow et al., 1985).

Zu Beginn des fiinfminiitigen Versuchs wurden die Ratten diagonal ins Zentrum des EPM
gesetzt, um eine Vorentscheidung fiir einen der Arme zu vermeiden. Folgende

Verhaltensparameter wurden mit Hilfe des VideoMot 2 Systems erfasst:

e Zuriickgelegte Distanz,

e Anzahl der Gesamteintritte,

e Prozentuales Verhiltnis der Eintritte in die offenen Arme zu den Gesamteintritten,

e Prozentsatz der verbrachten Zeit in den offenen Armen im Verhéiltnis zur Gesamtdauer,

e Anzahl der Aufrichtebewegungen (Rearing: Aufrichten des Korpers mit Ablosen beider
Vorderpfoten vom Boden),

e Dauer des Putzverhaltens (Grooming).

Abb. 2.8: EPM zur Beurteilung des Angst- und Explorationsverhaltens.

2.5.3 Open Field-Test

Der OF-Test gehort zu den am héufigsten verwendeten Methoden der tierexperimentellen
Verhaltensforschung und dient der Untersuchung des Angst- und Explorationsverhaltens. Im
OF erkunden die Ratten eine ihnen unbekannte quadratische Fliche, welche virtuell in zwei
Bereiche — das Mittelfeld und den Randbereich — eingeteilt ist. Die Grundfliche der
Konstruktion betrdgt 100 cm x 100 cm. Der Randbereich wird von 30 cm hohen hélzernen,
weil} gestrichenen Seitenwénden umgeben und reicht von diesen bis zur inneren Zone, die

70 cm x 70 cm misst (Abb. 2.9). Die offene Flache des OF stellt fiir die Versuchstiere einen
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aversiven Stimulus dar, weshalb sich die Aktivitit der Tiere vornehmlich auf den
Randbereich beschrinkt und hiufig Thigmotaxis zu den Seitenwidnden besteht (Prut
& Belzung, 2003).

Die Durchfiihrung des OF-Tests erfolgte in Anlehnung an die in der Literatur beschriebene
Methode (Voigt et al., 2005). Die Lichtstirke im Zentrum des OF betrug 150 Lux. Beim Start
des fiinfminiitigen Versuches wurde das zu untersuchende Tier in eine Ecke der Apparatur

gesetzt. Nachstehende Verhaltensparameter wurden mittels des VideoMot 2 Systems erfasst:

e Zuriickgelegte Distanz,

e Anzahl der Eintritte in das Mittelfeld,

e Aufenthaltsdauer im Mittelfeld,

e Latenz bis zum ersten Eintreten in das Mittelfeld,
e Anzahl der Aufrichtebewegungen (Rearing),

e Dauer des Putzverhaltens (Grooming).

Abb. 2.9: OF zur Beurteilung des Angst- und Explorationsverhaltens.

2.5.4 Habituation im Open Field-Test

Um mogliche Effekte der CD auf das Habituationsvermogen der Ratten feststellen zu konnen,
wurde oben beschriebener OF-Test am darauf folgenden Tag nochmals durchgefiihrt. Die
Tiere wurden unter selben Bedingungen getestet, um die Vergleichbarkeit der Daten zu
garantieren. Zu den wichtigsten Parametern dieses Tests gehoren die zuriickgelegte Distanz
und die Aufrichtebewegung, da die Abnahme dieser Parameter am zweiten Versuchstag

Habituation charakterisiert (Gerhardt et al., 1994; Schildein et al., 2000).
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2.5.5 Novel Object Discrimination-Test

Der NOD-Test beruht auf der Gegebenheit, dass Nagetiere die Neigung besitzen, ein
neuartiges Objekt intensiver zu erforschen als ein bekanntes. Voraussetzung hierfiir ist, dass
sich die Versuchstiere an den vertrauten Gegenstand erinnern (Bevins & Besheer, 2006).
Um sich an die 53 cm x 35 cm x 31 cm grof3e Versuchsbox gewdhnen zu konnen, wurden die
Ratten am Vortag des Versuches ohne Anwesenheit von Objekten fiir zehn Minuten in selbige

gesetzt.

Am Versuchstag wurden den Ratten im flinfminiitigen Trainingsdurchlauf zwei gleiche

Objekte in der Versuchsarena prisentiert. Fazes wurden anschlieend entfernt und die
Versuchsarena mit Desinfektionsmittel gereinigt. Gedéchtnisleistungen wurden gepriift,
indem den Tieren folgend auf die Trainingsphase im Testdurchlauf ein neuartiges sowie ein
aus dem Training vertrautes Objekt prisentiert wurden (Abb. 2.10). Der fiinfminiitige
Testdurchlauf fand eine Stunde nach der Trainingsphase statt. Als Wahrnehmung des neuen
und Identifizierung des vertrauten Objektes wurde es angesehen, wenn die Tiere mit dem
neuartigen Objekt mehr interagierten als mit dem bekannten. Folglich wurde als wichtigster
Verhaltensparameter die Dauer der Objektexploration (sich dem Objekt auf < lcm ndhern,
schniiffeln am Objekt, Kontakt mit dem Objekt) ermittelt. Alle in diesem Test verwendeten
Objekte waren jeweils 5 cm vom Rand und 5 cm von der Seite entfernt platziert und
bestanden aus bunten Kunststoffbausteinen der Firma Mega Bloks Inc. (Montreal, Canada).
Diese waren am Boden der Versuchsbox befestigt, so dass sie von den Ratten nicht
verschoben werden konnten. Die Lichtstirke bei der Durchfiihrung dieses Versuches betrug

150 Lux.

Abb. 2.10: NOD-Test zur Beurteilung des Lernverhaltens.
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In Vorversuchen wurden Spontanpriaferenzen fiir eines der Objekte mit nicht in dieser Studie
integrierten SD Ratten ausgeschlossen. Da in Publikationsdaten eine Abhédngigkeit der
Gedéchtnisleistungen vom Zeitintervall zwischen Trainingsphase und Testdurchlauf zu finden
ist (King et al., 2004), wurden dariiber hinaus verschiedene Intervallzeiten (15 min, 30 min,
60 min) zwischen Trainings- und Testdurchlauf mit unbehandelten adulten ménnlichen und

weiblichen SD Ratten getestet.

2.5.6 Behavioural Satiety Sequence

Eine aufschlussreiche Vorgehensweise zur Evaluierung des Fress- und Sattigungsverhaltens
besteht in der Untersuchung der BSS. Die intakte BSS eines gesunden Tieres besteht aus einer
strukturierten Abfolge von Verhaltensmustern beginnend mit einer Phase der Nahrungs-
aufnahme, gefolgt von Explorationsverhalten und Grooming sowie abschlieBendem Ruhen
(Halford et al., 1998). Dieser strukturierte Ablauf in der postprandialen Phase wird durch
Nahrungsaufnahme modulierende Substanzen verdndert. Wihrend anorexigene Substanzen
ein verfrithtes Beginnen der Sattigungssequenz hervorrufen, 16sen orexigene Substanzen ein
verspitetes Einsetzen der Sequenz aus. Die Verabreichung von Substanzen mit unselektivem
Effekt auf das Nahrungsaufnahmeverhalten hat hingegen eine komplette Desorganisation
dieses strukturierten Ablaufes von Verhaltensmustern zur Folge (Ishii et al., 2003). Hierdurch
konnen nicht nur selektive orexigene oder anorexigene Medikamente von unselektiv
wirkenden Préparaten unterschieden, sondern auch Hinweise auf Griinde fiir ein verdndertes
Fressverhalten durch Sittigung, Ubelkeit, Ermiidung oder Hyperaktivitit gesammelt werden
(Halford et al., 1998).

Die Untersuchung dieser Sequenz erfolgte ausschlielich bei den adulten Ratten. Sie fand zu
Beginn der Dunkelphase in einer aus undurchsichtigem Kunststoff bestehenden Box
(53 cm x 35 cm x 31 cm) statt, deren Boden mit Holzgranulateinstreu bedeckt war. Das fiir
diesen Test bendtigte Futter wurde aus 50 g in 50 ml lauwarmem Wasser eingeweichten
Standardpellets hergestellt, die flir etwa eine Stunde einwisserten und anschlieend zu einer
breiartigen, homogenen Masse verarbeitet wurden. Am Vortag des Versuchstages wurden die
Ratten gemeinsam mit dem Pelletbrei fiir eine Stunde in die Versuchsbox gesetzt, um sie an
diese und das neuartige Futter zu gewdhnen. Am Versuchstag fand eine dreistiindige
Futterdeprivation vor Testbeginn statt. AnschlieBend wurde der Futterbrei abgewogen und
den Tieren innerhalb der Versuchsarena in einer Petrischale zur Verfliigung gestellt. Die in

Deckenhohe angebrachte Kamera zeichnete das Verhalten der Tiere fiir eine Stunde auf. Die
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Lichtstirke bei der Durchfiihrung dieses Versuches betrug 150 Lux. Nachstehende

Verhaltensparameter wurden mittels der Software VideoMot 2 Systems erfasst:

e Latenz zur ersten Nahrungsaufnahme,
e Dauer der Nahrungsaufnahme,
e Dauer des Putzverhaltens (Grooming),

e Dauer des Ruhens.

Die Gesamtfutteraufnahme wurde durch Errechnen der Differenz zwischen Ausgangsgewicht
und verbleibendem Endgewicht des Pelletbreis ermittelt und auf 100 g Korpermasse
umgerechnet. Um mikrostrukturelle Analysen der BSS zu ermoglichen, wurde die einstiindige
Sequenz in zwdlf fiinfminiitige Zeitabschnitte unterteilt, so dass der Ubergangspunkt vom

Nahrungsaufnahmeverhalten zum Ruheverhalten deutlich gemacht werden konnte.

2.6 Versuchsplan

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden unter der Tierversuchsnummer
Reg G0260/08 des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin genehmigt.
Es wurden vier aufeinander folgende Versuchsreihen durchgefiihrt, die von Versuchsbeginn
an jeweils eine Dauer von neun Wochen in Anspruch nahmen. In jeder Versuchsreihe wurden
jeweils eine Kontrollgruppe (N=12) und eine CD-Gruppe (N=12) getestet. Bei den vier
Versuchsreihen handelte es sich um sechs Wochen alte Ménnchen, sechs Wochen alte
Weibchen, zwolf Monate alte Miannchen und zwolf Monate alte Weibchen. Ab dem
1. Versuchstag erhielten die CD-Tiere zusétzlich zum Standardfutter eine tiglich variierende
CD, wihrend die Kontrollen ausschlieBlich mit Standardpellets gefiittert wurden. Wahrend
der ersten vier Wochen wurden die Korpermasse sowie die Nahrungs- und Wasseraufnahme
taglich dokumentiert und anschlieBend die Energieaufnahme und Makrondhrstoff-
zusammensetzung errechnet. Im weiteren Verlauf des Versuches erfolgte diese
Dokumentation in wochentlichen Abstidnden. Um akute Effekte der CD zu identifizieren,
wurde mit dem InfraMot die lokomotorische Aktivitidt der Tiere in der 1. Versuchswoche
erfasst. Diese Messung fand gleichermaBlen in der 4. Versuchswoche statt. Anschlieend
wurden die Tiere in der 5. Versuchswoche im EPM und in der 6. Versuchswoche im OF
getestet. In der 7. Versuchswoche erfolgte der NOD-Test. Allein mit den adulten Ratten

fanden in der 8. Versuchswoche die Untersuchungen zur BSS statt. AbschlieBend wurden die

42



Material und Methoden

Glukoseverwertung der Tiere anhand eines oGTT getestet und post mortem die viszerale,
subkutane, epidermale und braune Fettmasse bestimmt. Die Analyse der Blutfette erfolgte
anhand von konservierten Plasmaproben nach Ende aller vier Versuchsreihen am DIFE in

Potsdam (Abb. 2.11).

Gabe der CD B
1. Woche _ Tagliche
Aktivitditsmessungen
. . far 22 Stunden
Tagliche Dokumentation der
Kdérpermasseentwicklung
2. Woche sowie Nahrungs- und
Wasseraufnahme. Errechnen
der Energieaufnahme und
Makronahrstoff-
3. Woche zusammensetzung
4 )\
4. Woche Tagliche
Aktivitatsmessungen
fir 22 Stunden
. \ y,
5. Woche ( )
EPM-Test
> <
6. Woche Wodchentliche Dokumentation OF-Test
der Kérpermasseentwicklung Habituation im OF
sowie Nahrungs- und L )
7 Woche Wasseraufnahme. e 3\
NOD-Test
> <
8. Woche
Adulte Ratten: BSS
oGTT, \. J
9. Woche Bestimmung des viszeralen,
subkutanen, epidermalen und
braunen Fettaewebes
Nach Ende der vier
Versuchsreihen Analyse der Blutfette am DIFE

Abb. 2.11: Zeitplan der Versuchsreihen.
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2.7 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung und Abbildung der Daten erfolgte mit Hilfe von SigmaStat
Version 3.0 (Systat Software, Erkrath, Deutschland) und GraphPad Prism, Version 5.00
(GraphPad Software, San Diego, USA). Es wurden nur die Tiere in die Auswertung der
Verhaltensuntersuchungen einbezogen, bei denen eine komplette Dokumentation der
fiinfmintitigen Testphasen moglich war. Daraus erkldren sich die unterschiedlichen N-Zahlen
der einzelnen Versuchsgruppen. Die Grafiken zeigen jeweils das arithmetische Mittel und den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Irrtumswahrscheinlichkeit o wurde in dieser
Arbeit als 0=0,05 definiert. Bei Unterschreitung von a wurde die Nullhypothese als widerlegt
angenommen und von einer nicht zufallsbedingten Abweichung der Nullhypothese
ausgegangen. Ein statistischer Unterschied lag somit vor, wenn die Uberschreitungs-
wahrscheinlichkeit p<a betrug. War 0,05<p<0,1, wurde von einer Tendenz zur Widerlegung
der Nullhypothese gesprochen.

Zu mehreren Zeitpunkten gesammelte Daten wurden anhand einer zweifaktoriellen ANOVA
(Zeit x Didt) mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’s Multiple Comparison-Test
analysiert. Hierzu zéhlten die Daten des Pellet- und Wasserverbrauchs, der kJ-Aufnahme, der
Korpermasseentwicklung, der metabolischen Effizienz, des oGTT, der Aktivitdt der Tiere
sowie die mikrostrukturellen Daten der BSS. Die Daten des 2. Testtages im OF wurden den
Daten des 1. Versuchstages gegeniibergestellt. Zur gruppeniibergreifenden Untersuchung der
Blutfette, des Fettgewebes, des Adipositas-Indexes sowie der Verhaltensuntersuchungen
wurden die Daten mittels einer dreifaktoriellen ANOVA (Alter x Geschlecht x Diét) gefolgt
vom Holm Sidak-Test analysiert. Die Ergebnisse des NOD-Tests wurden nach King et al.
(2004) anhand des Student’s t-Tests lokal betrachtet. Dies geschah ebenso mit den Daten der
einzelnen Parameter fiir die Gesamtdauer der BSS.

Waren die Voraussetzungen fiir eine ANOVA aufgrund fehlender Normalverteilung nicht

gegeben, erfolgte eine logl0-Transformation der Daten.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Auswertungen zur Nahrungs- und Wasseraufnahme, zu den

physiologischen Untersuchungen sowie die Ergebnisse der Verhaltenstests dargestellt.

3.1 Untersuchungen zur Nahrungs- und Wasseraufnahme

Die Untersuchungen zur Nahrungs- und Wasseraufnahme ergaben, dass das Angebot der CD
eine signifikante Reduktion der aufgenommenen Pellet- und Wassermenge in allen
CD-Gruppen zur Folge hatte (Abb. 3.1 - 3.4).

Die prozentuale Zusammensetzung des Standardfutters hinsichtlich der Makronahrstoffe lag
bei 58 % Kohlenhydraten, 9 % Fett und 33 % Proteinen. Im Vergleich zu den Kontrolltieren
zeigten die CD-Ratten eine reduzierte Aufnahme von Proteinen (6,4 £ 0,09 %), wéhrend die
Fettzufuhr erhéht war (33,5 + 0,94 %). Diese vermehrte Aufnahme von Fett war bei den
adulten CD-Tieren starker ausgepragt (39,0 + 0,6 %) als bei den jung adulten (28,1 = 0,8 %).
Die aufgenommene Menge an Kohlenhydraten war bei den jung adulten CD-Ratten im
Vergleich zu den Kontrolltieren erhéht (62,9 + 0,7 %), wahrend sie bei den adulten CD-Tieren
vermindert war (53,8 + 0,6 %) (Abb. 3.5 - 3.8).

100 g der Standardpellets hatten einen Brennwert von 1280 kJ. Im Durchschnitt wurden von
den jung adulten, mannlichen Kontrolltieren wdochentlich 7948 + 281 kJ pro Kéfig
aufgenommen; von den jung adulten, mannlichen CD-Tieren 10999 + 127 kJ (Abb. 3.5).

Die jung adulten, weiblichen Kontrolltiere nahmen durchschnittlich 6244 + 155 kJ pro Kafig
und Woche auf, waéhrend die jung adulten, weiblichen CD-Tiere eine wdchentliche
Energieaufnahme von 7488 + 128 kJ pro Ké&fig zeigten (Abb. 3.6).

Bei den adulten, mannlichen Kontrolltieren wurden woéchentlich 6999 + 141 kJ pro Kafig
aufgenommen. Die woéchentliche Energieaufnahme bei den adulten, mannlichen CD-Ratten lag
bei 10692 + 265 kJ pro Kéafig (Abb. 3.7).

Die adulten, weiblichen Kontrollen zeigten eine wdchentliche Energieaufnahme von
4891 + 79 kJ pro Kafig, wohingegen die adulten, weiblichen CD-Tiere wdchentlich
7669 + 291 kJ pro Kafig aufnahmen (Abb. 3.8).

45



Ergebnisse

DURCHSCHNITTLICHER TAGLICHER PELLET- UND WASSERVERBRAUCH PRO KAFIG
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Abb. 3.1: Durchschnittlicher Pellet- und Wasserverbrauch lber 24 h pro Kafig der jung adulten Mdnnchen wahrend der ersten
vier Versuchswochen. o=Kontrolltiere, w=CD-Tiere. N=3 Kéfige (a 4 Tiere)/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01).
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Abb. 3.2: Durchschnittlicher Pellet- und Wasserverbrauch tber 24 h pro Kafig der jung adulten Weibchen wahrend der ersten
vier Versuchswochen. o=Kontrolltiere, w=CD-Tiere. N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).
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Abb. 3.3: Durchschnittlicher Pellet- und Wasserverbrauch tber 24 h pro Kafig der adulten Mannchen wahrend der ersten vier
Versuchswochen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=3 Kéfige (a 4 Tiere)/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen
gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01, ***p<0,001).
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Abb. 3.4: Durchschnittlicher Pellet- und Wasserverbrauch tber 24 h pro Kafig der adulten Weibchen wahrend der ersten vier
Versuchswochen. o=Kontrolltiere, m.=CD-Tiere. N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen
gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).
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PROZENTUALE ZUSAMMENSETZUNG DES FUTTERS HINSICHTLICH DER MAKRONAHRSTOFFE UND
DURCHSCHNITTLICHE WOCHENTLICHE KALORIENZUFUHR PRO KAFIG
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Abb. 3.5: Prozentuale Zusammensetzung des Futters hinsichtlich der Makronéhrstoffe (A=Standardfutter, B=CD) sowie
durchschnittliche wéchentliche Kalorienzufuhr pro Kafig (A=Jung adulte, mannliche Kontrolltiere, B=Jung adulte, mannliche
CD-Tiere). N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe.
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Abb. 3.6: Prozentuale Zusammensetzung des Futters hinsichtlich der Makrondhrstoffe (A=Standardfutter, B=CD) sowie
durchschnittliche wdéchentliche Kalorienzufuhr pro Kéfig (A=Jung adulte, weibliche Kontrolltiere, B=Jung adulte, weibliche
CD-Tiere). N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe.
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Abb. 3.7: Prozentuale Zusammensetzung des Futters hinsichtlich der Makrondhrstoffe (A=Standardfutter, B=CD) sowie
durchschnittliche wdchentliche Kalorienzufuhr pro Kafig (A=Adulte, mannliche Kontrolltiere, B=Adulte, mannliche CD-Tiere).
N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe.
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Abb. 3.8: Prozentuale Zusammensetzung des Futters hinsichtlich der Makrondhrstoffe (A=Standardfutter, B=CD) sowie
durchschnittliche wdchentliche Kalorienzufuhr pro Kafig (A=Adulte, weibliche Kontrolltiere, B=Adulte, weibliche CD-Tiere).
N=3 Kafige (a 4 Tiere)/Gruppe.
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Nachfolgend ist die wochentliche Energiezufuhr pro Kéfig auf 100 g Kdérpermasse der Tiere
umgerechnet dargestellt, um einen gruppenibergreifenden Vergleich der Daten zu
ermoglichen. Das Angebot der CD hatte bei allen Tieren, aufier den jung adulten Weibchen,

eine signifikant vermehrte Energieaufnahme zur Folge (Abb. 3.9).

DURCHSCHNITTLICHE WOCHENTLICHE ENERGIEAUFNAHME PRO 100 G KORPERMASSE
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Abb. 3.9: Durchschnittliche wochentliche Energieaufnahme [kJ] pro 100 g Koérpermasse. A=Jung adulte Mannchen,
B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=12 Kontrolltiere/Gruppe
+ 12 CD-Tiere/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’s Multiple Comparison-Test.
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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3.2 Metabolische Untersuchungen

3.2.1 Korpermasse

Bei den jung adulten, mannlichen Ratten resultierte die Gabe der CD in einer signifikant
vermehrten Korpermasse in der 7. und 8. Versuchswoche (Abb. 3.10A). Diese deutliche
Korpermassezunahme blieb bei den jung adulten, weiblichen CD-Tieren aus (Abb. 3.10B). Die

jung adulten, méannlichen Ratten waren am Ende der Studie schwerer als die weiblichen.

WOCHENTLICHE KORPERMASSEENTWICKLUNG DER JUNG ADULTEN TIERE
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Abb. 3.10: Woéchentliche Korpermasseentwicklung Uber acht Wochen der jung adulten Tiere. A=Mannchen, B=Weibchen.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Jung adulte Mannchen Tag 1 — 30: N=12/Gruppe, Tag 31 — 56: Kontrollen N=11, CD-Ratten N=12.
Jung adulte Weibchen N=12/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni's Multiple
Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind
mit * gekennzeichnet (*p<0,05).
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Bei den adulten ménnlichen und weiblichen CD-Tieren war ein deutlicher Anstieg der
Korpermasse im Vergleich zu den Kontrolltieren zu beobachten. Dieser wurde bei den adulten
Weibchen bereits ab der 1. Versuchswoche, bei den adulten Mannchen ab der
2. Versuchswoche statistisch signifikant (Abb. 3.11A & B).
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Abb. 3.11: Wochentliche Koérpermasseentwicklung tber acht Wochen der adulten Tiere. A=Mannchen, B=Weibchen.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Adulte Mannchen Tag 1 — 38: N=12/Gruppe, Tag 39 — 56: Kontrollen N=11, CD-Ratten N=12. Adulte
Weibchen N=12/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test.
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Anhand der Darstellung der Kérpermassezunahmen innerhalb der 1. und 8. Versuchswoche
wird die unterschiedliche Kérpermasseentwicklung der Tiere im Laufe der Studie sowie in den
verschiedenen Altersgruppen verdeutlicht. Jung adulte, ménnliche Ratten nahmen zu Beginn
des Versuches 33 = 1,5 g pro Woche zu, wéhrend die wochentliche Kérpermassezunahme am
Ende der Versuchsdauer nur noch bei 4 £ 0,4 g lag. Zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.12A).

Die jung adulten CD-Weibchen nahmen sowohl zu Beginn (p<0,05) als auch am Ende (p<0,01)
der Versuchszeit signifikant mehr Kérpermasse zu als die Kontrolltiere. Die CD-Ratten zeigten
in der 1. Versuchswoche eine Korpermassezunahme von 20 + 15 g, wéhrend die der
Kontrollen bei 15 = 1,1 g lag. In der 8. Versuchswoche betrug der Zuwachs an Kdérpermasse
bei den CD-Tieren 6 + 0,3 g, bei den Kontrollen 4 £ 0,4 g (Abb. 3.12B).

Zwischen den Korpermassezunahmen der adulten, méannlichen Kontrollen und CD-Tiere waren
zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede feststellbar. Eine statistische Tendenz ergab
sich zwischen den Werten der 1. Versuchswoche (p=0,08). Zu Beginn der Versuchszeit lag die
wdchentliche Zunahme der Korpermasse bei 9 £ 2,0 g; am Ende der Versuchszeit bei 3+ 1,6 g
(Abb. 3.12C).

Die adulten, weiblichen CD-Ratten nahmen in der 1. Versuchswoche 13 + 1,7 g an
Korpermasse zu, wohingegen in der 8. Versuchswoche nur noch eine Korpermassezunahme
von 2 + 1,8 g festgestellt werden konnte. Bei den adulten, weiblichen Kontrolltieren konnte in
der 1. Versuchswoche keine Zunahme der Korpermasse beobachtet werden (-1,5 = 1,1 g). Die
Korpermassezunahme in der letzten Versuchswoche lag bei 5 + 3,3 g. Die Unterschiede in der
Entwicklung der Koérpermasse bei den Kontroll- und CD-Tieren erreichten wahrend der
1. Versuchswoche ein signifikantes Niveau (p<0,001) (Abb. 3.12D).
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KORPERMASSEZUNAHME INNERHALB DER 1. UND 8. VERSUCHSWOCHE
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Abb. 3.12: Koérpermassezunahme [g] innerhalb der 1. und 8. Versuchswoche. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte
Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. Werte im Minusbereich driicken eine Reduktion der Kérpermasse aus.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=12 Kontrolltiere/Gruppe + 12 CD-Tiere/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen
gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

3.2.2 Energetische Effizienz der Nahrung

Die energetische Effizienz der Nahrung wurde errechnet, indem fir jedes wochentliche
Intervall die durchschnittliche tagliche Kdrpermasseentwicklung einer jeden Ratte durch die
durchschnittlich taglich aufgenommene Energie geteilt wurde. Bei den jung aldulten
CD-Ratten war die vermehrte Kalorienzufuhr, die jedoch nicht in einer erhéhten
Korpermassezunahme resultierte, energetisch weniger effizient, als die durch die Standarddiéat
aufgenommene Energie. Die jung adulten CD-Tiere nahmen pro kJ demnach weniger zu als
deren Kontrollen (Abb. 3.13A & B). Bei den adulten Tieren war dieses Verhaltnis umgekehrt.
Im Vergleich mit der Standarddiat hatte die Energie der CD eine hohere Effizienz. Die
alleinige Aufnahme von Standardpellets in den Kontrollgruppen fiihrte zuweilen sogar zu einer
Reduktion der Korpermasse von einer zur nachsten Woche, weshalb die Werte in den
Minusbereich reichen (Abb. 3.13C & D).
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ENERGETISCHE EFFIZIENZ DER NAHRUNG
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Abb. 3.13: Energetische Effizienz [g/kJ] der Nahrung. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte
Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=12 Kontrolltiere/Gruppe + 12 CD-Tiere/Gruppe. Zweifaktorielle
ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).

3.2.3 Oraler Glukose Toleranz-Test

In Abbildung 3.14A — D sind die Nichternblutglukosekonzentration nach sechzehnstiindiger
Futterdeprivation und die Blutglukosekonzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
der oralen Verabreichung einer Glukoselosung dargestellt. Bei den jung adulten, mannlichen
CD-Ratten konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren ein signifikant starkerer
Blutzuckeranstieg 10 Minuten nach Verabreichung der Zuckerlosung festgestellt werden
(p<0,01). Die jung adulten CD-Weibchen zeigten 60 Minuten nach der Glukosegabe eine
signifikant erhohte Blutglukosekonzentration (p<0,05). Bei den adulten, mannlichen
CD-Tieren waren sowohl nach 30 (p<0,001) als auch nach 120 Minuten (p<0,01) die
Glukosekonzentrationen im Blut signifikant erhoht, wéhrend ein signifikanter Unterschied bei
den adulten Weibchen zwei Stunden nach der Glukosegabe festgestellt werden konnte
(p<0,05). Beim Vergleich der Nuchternblutglukosekonzentration der einzelnen futter-

deprivierten Tiere mit der Glukosekonzentration nach 120 Minuten, war zu beobachten, dass
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bei den adulten ménnlichen CD-Tieren die Glukosekonzentration am Ende des Tests anhaltend
signifikant hoher blieb als die Nichternblutglukosekonzentration (p<0,01). In allen anderen

Gruppen hatte sich innerhalb von zwei Stunden der Glukosespiegel im Blut wieder

normalisiert.
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Abb. 3.14: Oraler Glukose Toleranz-Test der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B), adulten Mannchen (C)
und adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=6 Kontrolltiere/Gruppe + 6 CD-Tiere/Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA
mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

3.2.4 Fettgewebe und Adipositas-Index

Unter Bezugnahme der Korpermasse hatte die Gabe der CD in allen vier Gruppen eine
signifikante Zunahme des Fettgewebes zur Folge. Anhand der dreifaktoriellen ANOVA
(Alter x Geschlecht x Diat) konnte flr das viszerale Fettgewebe ein signifikanter Einfluss des
Geschlechtes [F187=5,8; p<0,05] sowie der Diat [F157,=90,3; p<0,001] festgestellt werden.
Signifikante  Wechselbeziehungen zeigten sich  zwischen Geschlecht und Alter
[F187=84,8; p<0,001] sowie Geschlecht und Diat [F1 g;=5,9; p<0,05].
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Auf das epidermale Fettgewebe hatten das Alter [F;g,=56,2; p<0,001], das Geschlecht
[F187=165,5; p<0,001] und die Diat [F;g,=62,8; p<0,001] einen signifikanten Effekt. Die
Interaktionen zwischen Alter und Geschlecht [F; g7=17,5; p<0,001] sowie Geschlecht und Diéat
[F187=12,5; p<0,001] waren signifikant, wohingegen sich Alter und Dié&t nicht beeinflussten.
Hinsichtlich des subkutanen Fettgewebes zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Alters
[F187=85,3; p<0,001], des Geschlechts [F;g7=29,3; p<0,001] wund der Diat
[F187=80,8; p<0,001]. Interaktionen zwischen Alter und Diat [F;g7=5,8; p<0,05] sowie
Geschlecht und Diét [F1 g7=18,9; p<0,001] erreichten ein signifikantes Niveau, wohingegen die
Wechselbeziehung zwischen Alter und Geschlecht eine statistische Tendenz ergab
[F187=3,3; p=0,07].

Geschlecht [F17=90,3; p<0,001], Alter [F187=25,1; p<0,001] und Diét [F1g7=7,1; p<0,01]
hatten ebenfalls einen signifikanten Effekt auf die braune Fettmasse. Keinerlei signifikante

Wechselwirkungen konnten zwischen Geschlecht, Diat und Alter beobachtet werden.

Post hoc Analysen ergaben, dass das viszerale Fettgewebe umgerechnet auf 100 g Kérpermasse
bei allen CD-Tieren im Vergleich zu den Kontrollen signifikant vermehrt war (Abb. 3.15).

Bei den jung adulten Ratten beider Geschlechter und den adulten, mannlichen Tieren resultierte
die Gabe der CD in einer signifikanten Zunahme der epidermalen Fettmasse. Unter
Bezugnahme der Kdrpermasse hatte das Angebot der CD keinen Einfluss auf das epidermale
Fettgewebe der adulten CD-Weibchen (Abb. 3.16).

Das subkutane Fettgewebe pro 100 g Korpermasse war bei den mannlichen, jung adulten sowie
mannlichen und weiblichen adulten CD-Tieren im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
vermehrt. Bei den jung adulten Weibchen hatte das Angebot der CD keinen Effekt auf die
subkutane Fettmasse (Abb. 3.17).

Allein bei den adulten Weibchen resultierte die Gabe der CD in einer statistischen Tendenz
(p=0,05) zur Erhéhung des braunen Fettgewebes (Abb. 3.18).
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VISZERALES FETTGEWEBE PRO 100 G KORPERMASSE

2
° A Jung adult, & B Jung adult, ¢
n
7]
© _ 1 *kk
£ 2
e
-4 * kK
5 —
SR 1
o
(=3
o
5 0
o T
s Kontrollti(lere (N=11) CD-Tiere (N=12) Kontrolltiere (N=12) CD-Tiere (N=12)
=
% 3
5 C Adult, & D Adult, ¢
g, * K%k
® 2 +
1
§ *
o —
e 17 T — T
N
.
>

Ll
Kontrolltiere (N=11) CD-Tiere (N=12) Kontrolltilere (N=12) CD-Tiere (N=12)

Abb. 3.15: Viszerales Fettgewebe [g] pro 100 g Koérpermasse der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B),
adulten Mannchen (C) und adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm
Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit
* gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).
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Abb. 3.16: Epidermales Fettgewebe [g] pro 100 g Kdérpermasse der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B),
adulten Mannchen (C) und adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm
Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit
* gekennzeichnet (**p<0,01, ***p<0,001).
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SUBKUTANES FETTGEWEBE PRO 100 G KORPERMASSE
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Abb. 3.17: Subkutanes Fettgewebe [g] pro 100 g Kérpermasse der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B),
adulten Mannchen (C) und adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm
Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit
* gekennzeichnet (***p<0,001).
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Abb. 3.18: Braunes Fettgewebe [g] pro 100 g Kdérpermasse der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B),
adulten Mannchen (C) und adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm
Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
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Der Adipositas-Index wurde errechnet, indem die Masse des gesamten Fettgewebes eines
Tieres ins relative Verhéltnis mit der Gesamtkdrpermasse gesetzte wurde. Bei allen vier
CD-Gruppen war der prozentuale Anteil des Fettgewebes an der Kdrpermasse signifikant
(p<0,001) erhoht (Abb. 3.19). Die dreifaktorielle ANOVA (Alter x Geschlecht x Diét) ergab
signifikante Effekte aufgrund des Alters [F1g7=51,9; p<0,001], des Geschlechtes
[F187=30,8; p<0,001] sowie der Diat [F157=131,3; p<0,001]. Interaktionen zwischen Alter und
Geschlecht [F;g7=45,1; p<0,001] sowie Geschlecht und Diat [F1g7,=18,2; p<0,001] waren
statistisch signifikant.
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Abb. 3.19: Adipositas-Index [%] der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B), adulten Mannchen (C) und adulten
Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und
SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (***p<0,001).
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3.2.5 Blutfette

Auf die Blutfette der adulten Tiere hatte die Gabe der CD einen stérkeren Effekt als auf jene
der jung adulten. Die dreifaktorielle ANOVA (Alter x Geschlecht x Diét) zeigte, dass die Diéat
auf den Cholesterolspiegel [F157,=13,2; p<0,001], die Triglyceride [F157=13,3; p<0,001] und
die freien FS [F1g7=4,4; p<0,05] einen signifikanten Effekt ausiibte. Das Alter beeinflusste
sowohl den Cholesterolspiegel [F1g7=127,8; p<0,001] als auch den Triglyceridwert
[F187=42,6; p<0,001], wéhrend das Geschlecht einen Einfluss auf die Werte der freien FS
[F187=17,2; p<0,001] und den Cholesterolspiegel [F1s7=24,7; p<0,001] hatte.

Hinsichtlich aller drei Plasmawerte waren keinerlei Wechselwirkungen zwischen Geschlecht
und Ftterung zu finden. Den Cholesterolspiegel [F1s7=64,8; p<0,001] und die Triglyceride
[F187=6,9; p<0,05] betreffend ergab sich eine signifikante Interaktion zwischen Alter und
Geschlecht, wéhrend sich bei den freien FS [F157=8,2; p<0,01] und Triglyceriden
[F187=10,9; p<0,01] das Alter und die Diét signifikant beeinflussten.

Die post hoc Analysen zeigten, dass die Blutfette der jung adulten CD-Weibchen an keiner
Stelle signifikant von denen der Kontrolltiere abwichen. Die Cholesterolspiegel der jung
adulten CD-Ménnchen (p<0,001) und adulten CD-Weibchen (p<0,05) waren im Vergleich zu
den Kontrolltieren signifikant erhéht (Abb. 3.20). Bei den adulten CD-Tieren beider
Geschlechter waren Triglyceride (p.2<0,01) und freie FS (p,<0,01) (p.<0,05) im Vergleich zu
den Kontrollen signifikant vermehrt (Abb. 3.21 & 3.22). Jung adulte, mannliche CD-Ratten
zeigten im Vergleich zu den Kontrollen tendenziell erhéhte Triglyceridwerte (p=0,07).

Hinsichtlich der Blutfette der Kontrolltiere konnten hohere Triglycerid- und Cholesterolwerte
bei den adulten Ratten im Vergleich mit den jung adulten Tieren beobachtet werden. Bei den
Plasmawerten der jung adulten Kontrolltiere war ein Geschlechtsdimorphismus mit
grundsatzlich hoheren Blutfetten bei den Weibchen zu erkennen. Dieser Effekt war in den

adulten Gruppen nicht mehr feststellbar.
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Abb. 3.20: Cholesterolwerte [mg/dl] der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B), adulten Mannchen (C) und
adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet
(*p<0,05, ***p<0,001).
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Abb. 3.21: Triglyceridwerte [mg/ml] der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B), adulten Mannchen (C) und
adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01).
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FREIE FETTSAUREN
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Abb. 3.22: Freie Fettsdauren [mmol/l] der jung adulten Mannchen (A), jung adulten Weibchen (B), adulten Mannchen (C) und
adulten Weibchen (D). o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet
(*p<0,05, **p<0,01).
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3.3 Verhaltensuntersuchungen

3.3.1 Aktivitdtsmessungen

Die Messungen der motorischen Aktivitat in der 1. und 4. Versuchswoche ergaben bei den jung
adulten Mannchen keinen Einfluss der CD (Abb. 3.23A & B).

Jung adulte, weibliche CD-Tiere zeigten in der 1. Versuchswoche eine signifikant gesteigerte
motorische Aktivitat (Abb. 3.23C), wohingegen sich diese in der 4. Versuchswoche nicht von
jener der Kontrollen unterschied (Abb. 3.23D).

Bei den adulten, mé&nnlichen Ratten bewirkte die Gabe der CD in beiden Versuchswochen eine
signifikant erhdhte motorische Aktivitat (Abb. 3.24A & B).

Die adulten, weiblichen CD-Ratten lieRen eine signifikant vermehrte Aktivitdt in der
1. Versuchswoche erkennen (Abb. 3.24C), wahrend in der 4. Versuchswoche kein Unterschied
in der Aktivitat im Vergleich mit den Kontrolltieren festgestellt werden konnte (Abb. 3.24D).
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Abb. 3.23: Tagliche Gesamtaktivitat der jung adulten, mannlichen und weiblichen Ratten in der 1. und 4. Versuchswoche.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=3 K&fige (a 4 Tiere)/Kontrollgruppe + N=3 Kafige (a 4 Tiere)/CD-Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA
mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (***p<0,001).
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TAGLICHE GESAMTAKTIVITAT DER ADULTEN TIERE
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Abb. 3.24: Tagliche Gesamtaktivitat der adulten, méannlichen und weiblichen Ratten in der 1. und 4. Versuchswoche.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=3 K&fige (a 4 Tiere)/Kontrollgruppe + N=3 Kafige (a 4 Tiere)/CD-Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA
mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01, ***p<0,001).

Betrachtet man die Aktivitat in der Dunkel- und Lichtphase getrennt voneinander, zeigt sich,
dass alle CD-Ratten sowohl in der 1. als auch in der 4. Versuchswoche wéhrend der
Dunkelphase signifikant aktiver waren als die entsprechenden Kontrolltiere (Abb. 3.25
& 3.26). Die adulten CD-Weibchen wiesen dartiber hinaus in der 1. Versuchswoche auch in der
Lichtphase eine signifikant gesteigerte Aktivitat auf (Abb. 3.26C).
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TAGLICHE GESAMTAKTIVITAT DER JUNG ADULTEN TIERE IN DER LICHT- UND DUNKELPHASE
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Abb. 3.25: Tagliche Gesamtaktivitit der jung adulten, mannlichen und weiblichen Ratten in der Licht- und Dunkelphase.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=3 Ké&fige (a 4 Tiere)/Kontrollgruppe + N=3 Kafige (a 4 Tiere)/CD-Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA
mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).
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TAGLICHE GESAMTAKTIVITAT DER ADULTEN TIERE IN DER LICHT- UND DUNKELPHASE
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Abb. 3.26: Tagliche Gesamtaktivitdt der adulten, mannlichen und weiblichen Ratten in der Licht- und Dunkelphase.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. N=3 Kéfige (a 4 Tiere)/Kontrollgruppe + N=3 Kafige (a 4 Tiere)/CD-Gruppe. Zweifaktorielle ANOVA
mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, ***p<0,001).
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3.3.2 Elevated Plus Maze-Test

Die Untersuchung der einzelnen Parameter des EPM-Tests mittels einer dreifaktoriellen
ANOVA (Alter x Geschlecht x Diét) ergab, dass die Diat keinerlei Einfluss auf das Verhalten
der Tiere hatte. Die Anzahl der Eintritte sowie die verbrachte Zeit auf den offenen Armen
waren abhangig vom Alter [F(a)1,47=15,4; p<0,001]; [F)1,47=16,1; p<0,001] und Geschlecht der
Ratten [F)147=5,3; p<0,05]; [F)147=8,4; p<0,01]. Die Haufigkeit der Gesamteintritte wurde
ebenfalls vom Alter der Tiere beeinflusst [F;47=6,5; p<0,05]. Interaktionen konnten zwischen
dem Geschlecht und der Didt bezuglich des Parameters Grooming aufgezeigt werden
[F147=10,6; p<0,01] sowie zwischen dem Alter und dem Geschlecht hinsichtlich der Eintritte
in die offenen Arme [F14;,=7,9; p<0,01], der verbrachten Zeit auf den offenen Armen
[F147=17,0; p<0,001] sowie dem Rearing [F147=7,7; p<0,01]. Die Eintritte in die offenen Arme
betreffend, konnte eine Wechselwirkung zwischen den Faktoren Alter und Diét ermittelt
werden [F1 47=4,2; p<0,05].

Folgende post hoc Analysen ergaben, dass die Aufnahme der CD bei den jung adulten Tieren
beider Geschlechter im Vergleich mit den Kontrollen keinen Einfluss auf das Verhalten der
Tiere hatte.

Hinsichtlich der Parameter Gesamteintritte (Abb. 3.28) und Rearing (Abb. 3.31) konnte bei den
adulten Ratten beider Geschlechter ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
CD-Tieren und den entsprechenden Kontrollen festgestellt werden. Bei den adulten,
mannlichen CD-Tieren ergab sich jedoch eine signifikante Reduktion (p<0,05) des relativen
Verhaltnisses der Eintritte in die offenen Arme (Abb. 3.29) sowie eine signifikant verlangerte
Dauer des Putzverhaltens (p<0,01) im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 3.32). Eine
statistische Tendenz (p=0,08) war hinsichtlich der erhohten zurlickgelegten Distanz bei den
adulten, mannlichen CD-Tieren feststellbar (Abb. 3.27).

Die adulten, weiblichen CD-Tiere verbrachten im Vergleich mit den Kontrolltieren signifikant
mehr Zeit (p<0,05) auf den offenen Armen des EPM (Abb. 3.30). Statistische Tendenzen
zeigten sich in dem erhohten prozentualen Verhéltnis der Eintritte in die offenen Arme zu den

Gesamteintritten (p=0,09) sowie beim Grooming (p=0,08).
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Zuriickgelegte Distanz [m]
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Abb. 3.27: Zuriickgelegte Distanz [m] im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen,
D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM.
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Abb. 3.28: Anzahl der Gesamteintritte in offene und geschlossene Arme im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte
Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm
Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
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Abb. 3.29: Eintritte in die offenen Arme [%] im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte
Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt
sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).
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Abb. 3.30: Zeit auf den offenen Armen [%] im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen,
D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).

70



Ergebnisse

REARING IM EPM
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Abb. 3.31: Anzahl der Rearings im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte
Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und
SEM.
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Abb. 3.32: Grooming [s] im EPM. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte

Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und
SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01).
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3.3.3 Open Field-Test

Wiéhrend des OF-Tests verbrachten sowohl die CD-Ratten als auch die Kontrolltiere fast die
gesamte Versuchszeit im Randbereich der Grundflache. Entsprechend kurz hielten sie sich im
Mittelfeld des OF auf. Anhand der dreifaktoriellen ANOVA (Alter x Geschlecht x Diat) konnte
flr alle Parameter auf’er dem Rearing ein signifikanter Einfluss des Alters festgestellt werden.
Die zuriickgelegte Distanz war vom Geschlecht [F;g7=18,0; p<0,001] und der Diat
[F187=7,3; p<0,01] abhadngig, wéhrend das Geschlecht der Tiere ebenfalls das Rearing
beeinflusste [F;g7=5,8; p<0,05]. Die statistische Auswertung zeigte hinsichtlich der
zurlickgelegten  Distanz  eine Wechselwirkung  zwischen  Alter und  Geschlecht
[F187=21,6; p<0,001], wahrend diese Interaktion bei der Latenz zum ersten Eintreten in das
Mittelfeld eine statistische Tendenz ergab [F1g7=3,7; p=0,06]. Geschlecht und Diat
interagierten  hinsichtlich der Eintritte in das Mittelfeld signifikant miteinander
[F187=4,9; p<0,05].

Bei den ménnlichen CD-Ratten beider Altersstufen konnten anhand der post hoc Analysen
bezuglich aller untersuchten Parameter keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen
festgestellt werden.

Bei den weiblichen Tieren beider Altersgruppen zeigten die CD-Ratten im Vergleich mit den
Kontrollen eine signifikant erhohte zuriickgelegte Distanz (p<0,05) (Abb. 3.33) sowie
signifikant vermehrte Eintritte in das Mittelfeld (p<0,05) (Abb. 3.34). Die adulten, weiblichen
CD-Ratten verbrachten hier auch tendenziell mehr Zeit (p=0,09) als die Kontrolltiere
(Abb. 3.35). Die jung adulten, weiblichen CD-Ratten zeigten eine signifikant erhéhte Anzahl
von Rearings (p<0,05) (Abb. 3.37). Eine statistische Tendenz (p=0,09) war in dieser Gruppe
hinsichtlich der verkirzten Latenz bis zum ersten Eintreten in das Mittelfeld feststellbar
(Abb. 3.36). Das Putzverhalten wurde durch die Gabe der CD in keiner der vier
Versuchsgruppen signifikant beeinflusst (Abb. 3.38).
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ZURUCKGELEGTE DISTANZ IM OF

50
A Jung adult, & B Jung adult, ¢
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Kontrolltielzre (N=11) CD-Tiere (N=12) Kontrolltitlare (N=12) CD-Tiere (N=12)
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Zuriickgelegte Distanz [m]

]
Kontrolltiere (N=12) CD-Tiere (N=12) Kontrolltilere (N=12) CD-Tiere (N=12)

Abb. 3.33: Zuriickgelegte Distanz [m] im OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen,
D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind
Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).

EINTRITTE INS MITTELFELD DES OF
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Anzahl der Eintritte ins Mittelfeld

1
Kontrollen (N=12) Cafeteria (N=12) Kontrollelzn (N=12) Cafeteria (N=12)

Abb. 3.34: Anzahl der Eintritte ins Mittelfeld des OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte
Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt
sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).
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Zeit im Mittelfeld [s]
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Abb. 3.35: Zeit im Mittelfeld [s] des OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte
Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und

SEM.
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Abb. 3.36: Latenz [s] zum ersten Eintritt ins Mittelfeld des OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte
Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt
sind Mittelwerte und SEM.
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Anzahl der Rearings

REARING IM OF

A Jung adult, &
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Abb. 3.37: Anzahl der Rearings im OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte
Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und
SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).
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Abb. 3.38: Grooming [s] im OF. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen.
o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Dreifaktorielle ANOVA gefolgt vom Holm Sidak-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
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3.3.4 Habituation im Open Field-Test

Eine zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen zeigte, dass die jung adulten,
mannlichen sowie die adulten, weiblichen Kontroll- und CD-Ratten kein deutliches
Habituationsvermégen bezlglich der ungewohnten Umgebung aufwiesen. In der
zurlickgelegten Distanz (Abb. 3.39A & D) und der Aufrichtebewegung (Abb. 3.40A & D)

waren keine signifikanten Unterschiede zum Vortag feststellbar.

Bei den jung adulten, weiblichen Kontrolltieren konnte eine tendenzielle (p=0,07), bei den jung
adulten, weiblichen CD-Tieren eine signifikante (p<0,05) Reduktion der zuriickgelegten
Distanz am zweiten Versuchstag beobachtet werden (Abb. 3.39B). Hinsichtlich der Rearings

waren keine signifikanten Unterschiede zum Vortag festzustellen (Abb. 3.40B).

Die Anzahl der Rearings war bei den adulten, mannlichen Ratten sowohl innerhalb der
Kontrollgruppe (p<0,001) als auch der CD-Gruppe (p<0,05) am zweiten Versuchstag
signifikant reduziert (Abb. 3.40C). Die zurlickgelegte Distanz war nicht deutlich verandert
(Abb. 3.39C).
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3.3.5 Novel Object Discrimination-Test

In den Vorversuchen des NOD-Tests wurden anhand von Untersuchungen mit unbehandelten
adulten méannlichen und weiblichen SD Ratten Seitenpraferenzen oder Neigungen flr eines der
Objekte ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Da in der Literatur Hinweise auf eine
Abhangigkeit der Geddachtnisleistungen vom Zeitintervall zwischen Trainings- und Testphase
zu finden sind (King et al., 2004), wurden verschiedene Intervallzeiten (15 min, 30 min,
60 min) zwischen Trainingsdurchlauf und Testphase untersucht. Die mannlichen,
unbehandelten Ratten zeigten bei keiner der drei getesteten Intervallzeiten eine Differenzierung
hinsichtlich des bekannten und des neuartigen Objekts (Abb. 3.41A), wohingegen die
weiblichen Ratten bei allen untersuchten Intervallzeiten das neue Objekt signifikant langer

explorierten als das vertraute (Abb. 3.41B).

Im Trainingsdurchlauf des Hauptversuches konnte mit Ausnahme der jung adulten, mannlichen

Kontrollen bei keiner Gruppe eine signifikante Praferenz fur eines der identischen Objekte
festgestellt werden. Die jung adulten, mannlichen Kontrolltiere explorierten das links stehende
Objekt signifikant langer als das rechts stehende (p<0,001). Diese Seitenpraferenz konnte
tendenziell ebenfalls bei den jung adulten, mannlichen CD-Ratten (p=0,05) sowie den adulten,
weiblichen CD-Tieren (p=0,05) festgestellt werden. Zwischen den jeweiligen Kontroll- und

CD-Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden (Abb. 3.42).

Im Testdurchlauf des Hauptversuches, der 60 Minuten nach dem Training stattfand,

explorierten die CD-Ratten der jung adulten Weibchen (p<0,01) sowie der adulten Mannchen
(p<0,01) das neuartige Objekt signifikant langer als das vertraute. Diese Identifizierung des
neuartigen Objektes konnte tendenziell ebenfalls bei den jung adulten, mannlichen CD-Ratten
(p=0,06), den adulten, weiblichen CD-Ratten (p=0,07) sowie den adulten, mé&nnlichen
Kontrolltieren (p=0,06) festgestellt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolltieren und CD-Ratten ergab sich in der Gruppe der jung adulten Mannchen. Hier
investierten die CD-Tiere signifikant mehr Zeit in die Exploration des neuartigen Objektes als
deren Kontrollen (p<0,05) (Abb. 3.43).
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Sowohl im Training als auch im Test verbrachten alle jung adulten Tiere mehr Zeit mit der
Objektinvestigation als die adulten. Die Gesamtexplorationszeit beider Objekte war beim
Vergleich des Test- mit dem Trainingsdurchlauf bei den adulten, weiblichen Kontrollen im
Testdurchlauf signifikant (p<0,05), bei den adulten, mannlichen Kontrolltieren tendenziell
vermehrt (p=0,07). Im Trainingsdurchlauf investierten die jung adulten mannlichen (p<0,01)
sowie adulten weiblichen (p<0,05) CD-Ratten signifikant mehr Zeit in die Objektexploration
als deren Kontrolltiere. Dies konnte bei den jung adulten Mannchen auch im Testdurchlauf
beobachtet werden (p<0,01) (Abb. 3.44)

VORVERSUCHE DES NOD-TESTS MIT UNTERSCHIEDLICHEN INTERVALLZEITEN

A Mannchen B Weibchen
120

1004 15min 1 T

60+ 4

404 <+

20 +
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. * %k
100- 30 min 1
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20- +

Objektexploration [s]

120

100- 60 min 1

607 T
404 +

1 ] 1 1
Vertrautes Objekt Neuartiges Objekt Vertrautes Objekt Neuartiges Objekt

Abb. 3.41: Vorversuche des NOD-Tests mit unterschiedlichen Intervallzeiten (15 min, 30 min, 60 min). Objektexploration [s]
mannlicher (A) und weiblicher (B) Ratten. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede
zwischen vertrautem und neuartigem Objekt sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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OBJEKTEXPLORATION DER IDENTISCHEN OBJEKTE IM NOD-TRAINING
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Abb. 3.42: Objektexploration [s] der identischen Objekte im NOD-Training. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte
Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, .=CD-Tiere. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte
und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen rechts und links stehendem Objekt sind mit * gekennzeichnet (***p<0,001).
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Objektexploration [s]

OBJEKTEXPLORATION DER VERSCHIEDENEN OBJEKTE IM NOD-TEST
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Abb. 3.43: Objektexploration [s] der verschiedenen Objekte im NOD-Test. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte
Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m=CD-Tiere. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte
und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren siehe Text. Signifikante Unterschiede zwischen
vertrautem und neuartigem Objekt sind mit * gekennzeichnet (**p<0,01).
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OBJEKTEXPLORATION BEIDER OBJEKTE IM NOD-TRAINING UND -TEST
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Abb. 3.44: Objektexploration [s] beider Objekte im NOD-Training und -Test. A=Jung adulte Mannchen, B=Jung adulte
Weibchen, C=Adulte Mannchen, D=Adulte Weibchen. o=Kontrolltiere, m.=CD-Tiere. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte
und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolltieren und CD-Tieren siehe Text. Signifikante Unterschiede zwischen
Training und Test sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).
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3.3.6 Behavioural satiety sequence

Die einstiindige Untersuchung der BSS fand ausschlieRlich mit den adulten Ratten statt. Bei
den méannlichen Versuchstieren konnte ein signifikanter Unterschied in der Gesamtdauer der
Nahrungsaufnahme (Abb. 3.45A; p<0,01) sowie des Ruhens (Abb. 3.46A; p<0,05) beobachtet
werden. Die ménnlichen CD-Tiere investierten weniger Zeit in die Nahrungsaufnahme
(2,4 £ 0,4 min.) als die Kontrolltiere (7,4 £ 1,5 min.), wahrend letztere signifikant kiirzer ruhten
(23,1 £ 1,6 min.) als die CD-Ratten (29,9 + 1,6 min.). Auf das Putzverhalten hatte die Gabe der
CD keinen Einfluss (Abb. 3.47A).

Bei den weiblichen Ratten ruhten die CD-Tiere (24,4 £ 1,7 min.) ebenfalls signifikant langer
(p<0,05) als die Kontrolltiere (19,2 = 0,8 min.) (Abb. 3.46B). Letztere zeigten eine tendenziell
(p=0,08) verlangerte Dauer des Putzverhaltens (14,1 + 1,4 min.) im Vergleich zu den
CD-Tieren (10,5 = 1,3 min.) (Abb. 3.47B). Die Gesamtdauer der Nahrungsaufnahme ergab bei
den weiblichen Kontroll- und CD-Tieren keinen signifikanten Unterschied (Abb. 3.45B).

In der Latenz zur ersten Nahrungsaufnahme konnten bei beiden Geschlechtern keine
signifikanten  Unterschiede zwischen Kontroll- und CD-Tieren ermittelt werden
(Abb. 3.48A & B).
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Abb. 3.45: Gesamtdauer [min] der Nahrungsaufnahme wahrend der einstliindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte
Mannchen, B=Adulte Weibchen. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede sind mit
* gekennzeichnet (**p<0,01).
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GESAMTDAUER DES RUHEVERHALTENS
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Abb. 3.46: Gesamtdauer [min] des Ruheverhaltens wahrend der einstiindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte Mannchen,
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet

B=Adulte Weibchen. Student’s t-Test.
(*p<0,05).
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Abb. 3.47: Gesamtdauer [min] des Groomings wahrend der einstiindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte Mannchen,
B=Adulte Weibchen. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
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Abb. 3.48: Latenz [s] zur ersten Nahrungsaufnahme wahrend der einstiindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte Mannchen,
B=Adulte Weibchen. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM.
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Bei der Umrechnung der gesamten Menge der Nahrungsaufnahme auf 100 g Kdrpermasse
zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den ménnlichen Kontroll- und
CD-Ratten. Die Kontrolltiere nahmen waéhrend der einstiindigen Untersuchung deutlich mehr
Nahrung zu sich als die CD-Tiere. Diese Differenz konnte bei den weiblichen Versuchstieren
nicht beobachtet werden (Abb. 3.49A & B).
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Abb. 3.49: Nahrungsaufnahme [g] pro 100 g Kérpermasse wahrend der einstiindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte
Mannchen, B=Adulte Weibchen. Student’s t-Test. Dargestellt sind Mittelwerte und SEM. Signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolltieren und CD-Tieren sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05).

Die mikrostrukturelle Analyse der BSS ergab bei beiden Geschlechtern einen signifikanten
Einfluss der Zeit auf alle untersuchten Parameter. Anhand der zweifaktoriellen ANOVA mit
Messwiederholungen konnte keine signifikante Interaktion der Parameter Zeit und Didt
festgestellt werden. Die Diat beeinflusste bei den maénnlichen Tieren das
Nahrungsaufnahmeverhalten [F119:1=13,0; p<0,01] und das Ruhen [F1191=9,8; p<0,01],
wohingegen bei den Weibchen lediglich das Putzverhalten von der Diéat tendenziell beeinflusst
wurde [F1101=3,2; p=0,09].

Die Abbildung 3.50A zeigt die typische Abfolge der BSS bei den ménnlichen Kontrolltieren
mit vermehrtem Fressverhalten innerhalb der ersten 20 Minuten, begleitet von gehduftem
Putzverhalten und einem deutlichen Anstieg des Ruheverhaltens in der letzten halben Stunde.
Die kurzere in die Nahrungsaufnahme investierte Zeit der CD-Tiere sowie das vorzeitige
Einsetzen des Ruheverhaltens filhrten zu einem signifikant verfriihten Ubergangspunkt von
Nahrungsaufnahme zum Ruhen bei den CD-Ratten, was anhand eines Student’s t-Tests
ermittelt werden konnte (p<0,01) (Abb. 3.50B).
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MIKROSTRUKTURELLE DARSTELLUNG DER BSS — MANNCHEN
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Abb. 3.50: Mikrostrukturelle Darstellung der Verhaltensparameter ,Nahrungsaufnahme®, ,,Grooming“ und ,,Ruhen“
wahrend der einstindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte, mannliche Kontrolltiere, B=Adulte, mannliche CD-Tiere.
Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte
und SEM.
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Bei den Weibchen war zu erkennen, dass sowohl die CD-Tiere als auch die Kontrollen gleich
bleibend wenig Zeit in die Nahrungsaufnahme investierten. Der Ubergang vom
Nahrungsaufnahmeverhalten zum Ruhen ergab sich nach der ersten Viertelstunde. Ab diesem
Zeitpunkt konnte ein Anstieg des Ruheverhaltens beobachtet werden. Das Putzverhalten war
vornehmlich in den ersten 25 Minuten sichtbar, trat bei den Kontrolltieren jedoch auch in der
zweiten Halfte der Observationszeit vermehrt auf (Abb. 3.51A & B).

MIKROSTRUKTURELLE DARSTELLUNG DER BSS — WEIBCHEN
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Abb. 3.51: Mikrostrukturelle Darstellung der Verhaltensparameter ,Nahrungsaufnahme®, ,,Grooming“ und ,,Ruhen“
wahrend der einstiindigen Untersuchung zur BSS. A=Adulte, weibliche Kontrolltiere, B=Adulte, weibliche CD-Tiere.
Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen gefolgt vom Bonferroni’'s Multiple Comparison-Test. Dargestellt sind Mittelwerte
und SEM.
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4 Diskussion

Es bedarf der experimentellen Bestitigung, dass Uberernihrung neben den nachgewiesenen
metabolischen Verdnderungen Einfluss auf das Verhalten eines Individuums besitzt. Zu
diesem Zweck wurden in der vorliegenden Studie Auswirkungen der Gabe einer
hochkalorischen CD auf das Verhalten von SD Ratten untersucht. Ziel hierbei waren die
Erzeugung einer didtinduzierten Fettleibigkeit und die Untersuchung der Auswirkungen auf
verschiedene Aspekte des Verhaltens der Ratten, eingeschlossen des Nahrungsaufnahme-
verhaltens, der Lern- und Gedéichtnisleistungen sowie des angstassoziierten Verhaltens und
der Exploration.

Eine Besonderheit dieser Arbeit liegt im Einschluss systematischer Untersuchungen der
Faktoren Alter und Geschlecht innerhalb einer Studie. Die bestindige Zunahme der
Fettleibigkeit unter pubertierenden Jugendlichen und jungen Erwachsenen sowie die
vorherrschende Priavalenz fiir Adipositas bei Menschen mittleren Alters (50 — 69 Jahre,
Tab. 1.3), lieB den Schwerpunkt dieser Studie auf die Untersuchung ménnlicher und
weiblicher jung adulter Tiere und Ratten von mittlerem Alter fallen. Anhand dieses
vierteiligen Versuchsmodells wurden nebst den Effekten auf das Verhalten die Einfliisse der
CD auf die Korpermasseentwicklung, die Glukoseverwertung, das Fettverteilungsmuster und
die Blutfette liberpriift.

Alle untersuchten Ratten, denen die CD zur Verfiigung gestellt wurde, fraen diese
bevorzugt, was Konsequenzen fiir deren Korperfettzusammensetzung und Metabolismus
hatte. Eine signifikante Massenzunahme des Fettgewebes aufgrund der erhohten
Energieaufnahme konnte in allen CD-Gruppen beobachtet werden. Auch die Glukosetoleranz
wurde durch das Angebot der CD bei allen Ratten beeintrdchtigt. Hinweise auf eine
verminderte Insulinsekretion oder beginnende Insulinresistenz waren jedoch bei den adulten
Tieren ausgepragter, da hier der Glukoseabbau wihrend eines oGTT verzogert ablief. Auch
hinsichtlich der Kérpermassezunahme und Blutfette waren die Effekte der CD bei den adulten
Ratten ausgepréigter als bei den jung adulten. Bei den adulten Tieren resultierte die
Verabreichung der CD in einem schnellen Anstieg der Korpermasse und erhdhten
Blutfettwerten. Im Gegensatz dazu kam es bei den jung adulten CD-Gruppen beider
Geschlechter durch die Gabe der CD erst zum Ende der Studie (') beziehungsweise gar nicht

(?) zu der Entstehung einer signifikant vermehrten Kérpermasse.
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Die Auswirkungen des Angebotes der CD auf das Angst- und Explorationsverhalten lie3en
eindeutige Effekte des Geschlechts erkennen, die im fortgeschrittenen Alter ausgeprigter
waren. Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigten weibliche CD-Tiere weniger Anzeichen
von Angst, wohingegen das angstassoziierte Verhalten bei den adulten, ménnlichen Ratten
durch die Gabe der CD verstirkt wurde. Im NOD-Test konnte bei den CD-Ratten ein

Lernprozess festgestellt werden, der bei den Kontrolltieren nicht beobachtet wurde.

4.1 Einfluss der CD auf die Nahrungs- und Wasseraufnahme

Die Gabe der CD hatte in allen Gruppen eine signifikante Reduktion der aufgenommenen
Pellet- und Wassermenge zur Folge. Die verminderte Aufnahme der Standarddidt ist durch
den zusiétzlichen Verzehr der CD zu erkldren. Die Wasseraufnahme wurde von den
CD-Ratten um circa ein Drittel reduziert. Da die CD im Vergleich zu der Standarddiit
verhéltnismaBig viel Fliissigkeit enthielt und auf sehr salzhaltige Lebensmittel, die in anderen
Studien Verwendung fanden (Sclafani & Springer, 1976), verzichtet wurde, geschah dies
vermutlich in Anpassung hieran.

Durch das Angebot der CD wurden alle Ratten stimuliert, ihre Kalorienaufnahme zu erhéhen.
In einer Studie von Shafat und Kollegen (2009) konsumierte eine mannliche CD-Ratte
431 + 16 kJ pro Tag, wihrend die tagliche Energieaufnahme einer Kontrollratte bei 273 + 7 kJ
lag. Rechnet man diese Ergebnisse auf die wochentliche Energieaufnahme von vier Tieren
hoch, ergeben sich Werte von 7644 kJ bei den Kontrolltieren und 12068 kJ bei den
CD-Tieren. Diese Werte sind mit denen der jung adulten, ménnlichen Ratten dieser Studie
durchaus vergleichbar. Hier wurden bei den jung adulten, méannlichen Kontrolltieren
wochentlich 7948 + 281 kJ pro Kifig aufgenommen; bei den jung adulten, ménnlichen
CD-Tieren 10999 + 127 kJ (Abb. 3.5). Die Ermittlung der Energiezufuhr pro 100 g des
Korpergewichtes der Tiere ergab, dass das Angebot der CD bei allen Tieren, auBler den jung
adulten Weibchen, eine signifikant vermehrte Energieaufnahme zur Folge hatte. Die
Hypothese, das Angebot der CD wiirde zur signifikant vermehrten Kalorienaufnahme fiihren,
konnte demnach fiir drei der vier untersuchten Gruppen bestétigt werden.

Bei den adulten CD-Ratten beider Geschlechter war ein konstanter Abfall der
Energieaufnahme von Woche zu Woche erkennbar, der aus abnehmender Aufnahme der CD
resultierte. Eine Erkldrungsmoglichkeit hierfiir besteht darin, dass iiber den gesamten
Zeitraum der Studie das Angebot der CD fiir die adulten Tiere etwas an Reiz verloren haben

kann. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass diese Reduktion auf einen Regulationsmechanismus
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zuriickzufiihren ist, welcher der schnell ansteigenden Korpermasse der adulten Tiere durch
gedrosselte Nahrungsaufnahme entgegensteuert und eine weitere Entwicklung von
Ubergewicht verhindert (Archer et al., 2004).

Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigten die CD-Ratten eine um mehr als drei Viertel
reduzierte Aufnahme von Proteinen. Wihrend der Proteingehalt des Standardfutters bei 33 %
lag, wurden mit der CD lediglich 6,4 + 0,09 % an Proteinen aufgenommen. Die CD-induzierte
vermehrte Aufnahme von Fett stimmt mit Angaben aus der Literatur iiberein. In der oben
beschriebenen Untersuchung von Shafat und Kollegen (2009) bestand die Energieaufnahme
der minnlichen CD-Ratten zu 31,9 £ 10,9 % aus Fett; bei den jung adulten, minnlichen
CD-Tieren der vorliegenden Studie lag dieser Wert bei 26,6 + 1,1 %. Die vermehrte
Fettzufuhr 14sst sich durch den hohen Lipidanteil der angebotenen Lebensmittel erkldren. Bei
den adulten CD-Tieren war diese erhohte Aufnahme von Fett stirker ausgeprigt als bei den
jung adulten. Die zugefiihrte Menge an Kohlenhydraten war bei den jung adulten CD-Ratten
im Vergleich zu den Kontrolltieren erhoht, wahrend sie bei den adulten CD-Tieren vermindert
war. Dies ldsst auf sich dndernde Geschmackspriaferenzen mit einer Vorliebe fiir siifle
Lebensmittel im jungen Lebensalter und einer Priferenz fiir fetthaltige Lebensmittel mit
zunehmendem Alter schlieBen. Auch Jean et al. (2002) beobachteten eine kontinuierlich
ansteigende Praferenz fiir Fett mit zunehmendem Alter bei ménnlichen und weiblichen Wistar
Ratten. Die Verschiebung der Priferenz von Kohlenhydrataufnahme zur vermehrten
Fettzufuhr wurde bei den weiblichen Tieren bereits ab der 9. Lebenswoche, bei den

minnlichen Ratten ab der 12. Lebenswoche besonders pragnant.

4.2 Einfluss der CD auf den Metabolismus

Vor allem in den adulten CD-Gruppen ergaben sich Hinweise darauf, dass das Angebot der
CD die Entwicklung eines Metabolischen Syndroms mit gesteigerter Korpermasse, gestorter
Glukoseverwertung, erhohten Fettdepots und Blutfettwerten forderte. Aber auch bei den jung
adulten Ratten in dieser Studie, bei denen Adipositas duBlerlich noch nicht sichtbar wurde,

fanden sich bereits Anzeichen, die auf einen beeinflussten Metabolismus hinweisen.

4.2.1 Korpermasse und Fettgewebe

Das erste Ziel dieser Arbeit, mit Hilfe der CD eine signifikant stirkere Zunahme der

Korpermasse hervorzurufen, konnte in den adulten Gruppen beider Geschlechter innerhalb
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der ersten beiden Versuchswochen erreicht werden. Nach ldngerfristiger Gabe der CD wurde
die Zunahme der Korpermasse im Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls bei den jung adulten
Minnchen in der 7. und 8. Versuchswoche signifikant. Bei den jung adulten Weibchen
bewirkte das Angebot der CD keine signifikante Vermehrung der Korpermasse. Dies steht im
Einklang damit, dass in dieser Gruppe das Angebot der CD keine signifikant erhohte

Energieaufnahme pro 100 g Kérpermasse zur Folge hatte.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie finden sich in der Literatur
diverse Untersuchungen, welche die Entwicklung von Adipositas durch die Verabreichung
einer CD bestitigen (Sahakian et al., 1982; Shafat et al., 2009), jedoch auch solche, bei denen
die Gabe einer CD die Entstehung von Ubergewicht verfehlte (Brooks et al., 1980). Rothwell
und Stock (1981) nahmen an, dass ein kleiner Teil der vermehrt aufgenommenen Energie
dazu verwendet wird, Verdauung, Absorption und Verwertung der zusitzlich
aufgenommenen Nahrung aufrecht zu erhalten. Der groBere Anteil der iiberschiissigen
Energie gehe jedoch aufgrund von didtinduzierter Thermogenese (DIT) ,,verloren® (Moore,
1987). Diese Form von Wirmeproduktion geht auf das braune Fettgewebe zuriick, dessen
Zellen in der Lage sind, durch Oxidation von FS Wérme zu produzieren. Das
Nichtzustandekommen von Ubergewicht ist folglich auf das Phidnomen der DIT
zuriickzufiihren, bei der iiberschiissige Energie in Form von Wirme abgegeben wird, anstatt
sie als Fettmasse zu speichern. Sahakian et al. (1982) stellten fest, dass Untersuchungen, bei
denen die Gabe der CD =zu einer erfolgreichen Steigerung der Korpermasse fiihrte,
vornehmlich  mit  adulten  Ratten  durchgefiihrt ~ wurden,  wohingegen  das
Nichtzustandekommen von Ubergewicht meist bei jiingeren Tieren zu beobachten war.
Diesen deutlichen Einfluss des Alters bei der Ausprigung der Korpermasse nach Gabe der
CD zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit gleichermalB3en. Neben individuellen Unterschieden in
der Nahrungsverwertung scheint demzufolge eine erhohte metabolische Warmeproduktion bei
jingeren Individuen zu einer geringeren Korpermassezunahme zu fiihren. Hierfiir spricht die
prinzipiell vermehrte braune Fettmasse bei den jung adulten Tieren im Vergleich zu den
adulten. Bei dlteren Individuen fiihrt die eingeschrénkte metabolische Warmebildung zu einer
verringerten Energieabgabe, was bei einer konstant hohen Energieaufnahme zwangslaufig zu
einer Vermehrung der Energiespeicherung in Form von Fett fithren muss.

Auch Volkow und Wise (2005) betonten die Tatsache, dass ein im Uberfluss vorhandenes
Angebot fetthaltiger Nahrung nicht zwangsliufig zu der Entstehung von Adipositas fiihren

muss. Bei jungen Ratten, die mit einer hochenergetischen Diét gefiittert werden, senkt sich
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charakteristischerweise die metabolische Effizienz in Abhingigkeit von der aufgenommenen
Nahrung, was dazu fiihrt, dass sie weniger an Korpermasse zunehmen als die erhohte
Energicaufnahme erwarten lassen wiirde (Levin et al., 1986). Dementsprechend war die
gesteigerte Energiezufuhr bei den jung aldulten CD-Ratten dieser Studie, die jedoch nicht in
einer drastischen Gewichtszunahme resultierte, energetisch weniger effizient als die durch die
Standarddidt aufgenommene Energie. Pro verzehrtem kJ nahmen die jung adulten CD-Tiere
demnach weniger zu als deren Kontrollen. Bei den adulten Tieren war dieses Verhiltnis
umgegehrt. Im Vergleich mit der Standarddiét hatte die Energie der CD eine hohere Effizienz.
Die Unterschiede in der metabolischen Wéarmeproduktion sowie in der energetischen
Effizienz der Nahrung erkldaren den in dieser Studie beobachteten unmittelbaren Anstieg der
Korpermasse bei den adulten CD-Tieren und begriinden, weshalb es bei den jung adulten
CD-Ratten erst zum Ende der Untersuchungen (J3) beziehungsweise gar nicht (Q) zu einer
Entstehung von Ubergewicht kam. Ein weiterer Faktor, der in die Korpermasseregulation
eines Individuums eingreifen kann ist die lokomotorische Aktivitit, welche im Abschnitt

4.3.1 diskutiert wird.

Eine Massenzunahme des Fettgewebes aufgrund der vermehrten Energicaufnahme konnte in
allen CD-Gruppen beobachtet werden, was anhand der signifikant erhohten Adipositas-
Indizes verdeutlicht wurde. Hierbei war das viszerale Fettgewebe am stirksten betroffen. Die
schnelle VergroBerung der Fettdepots erscheint vor allem aufgrund des Hintergrunds
schliissig, dass der Ansatz von groferen Fettreserven sich im Laufe der Evolution nicht als
krankhafte Erscheinung, sondern als eine wichtige Uberlebensstrategie entwickelt hat.

Die beobachtete Zunahme der Fettmasse aufgrund des Angebotes der CD deckt sich mit
diversen Angaben aus der Literatur (Brooks et al., 1980; Sahakian et al., 1982; Archer et al.,
2004; Sinitskaya et al., 2007) und erscheint aufgrund der erhéhten Energieaufnahme und
Fettzufuhr nachvollziehbar. Sowohl Hyperplasie (Bjorntorp & Sjostrom, 1979; Tulp et al.,
1982) als auch Hypertrophie (Levin et al., 1985; Rodriguez et al., 2001; Bayol et al., 2005)
des Fettgewebes konnten aufgrund des Angebotes einer hochenergetischen Diét
nachgewiesen werden. In den jung adulten CD-Gruppen beider Geschlechter steht die
VergroBerung des Fettgewebes jedoch im Widerspruch zu der kaum (J3) oder nicht (%)
vorhandenen Steigerung der Korpermasse im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Brooks et al. (1980) konnten durch die Gabe einer CD gleichsam eine Vermehrung von
Fettgewebe bei Nichtvorhandensein einer Kdrpermassezunahme beobachten und erklirten

dies anhand des oben beschriebenen Phanomens der DIT, die bei jungen Individuen effektiver
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zu sein scheint als bei alten. Dennoch bleibt ungeklart, warum die jung adulten CD-Tiere im
Vergleich zu den Kontrollen eine schwerere Fettmasse besaBlen, wohingegen sich die
Korpermassen erst zum Ende der Studie (&) oder gar nicht (Q) signifikant voneinander
unterschieden. Es ergibt sich die Frage, welches Gewebe oder welche Substanz als
Konsequenz der Fettzunahme reduziert wurde. Moglicherweise ist eine Abnahme von
Organgewebe oder Muskelmasse verantwortlich fiir das anndhernd gleich bleibende
Korpergewicht bei gleichzeitig schwererer Fettmasse in den jung adulten CD-Gruppen
(Mittelman et al., 2000; Archer et al., 2004; Bayol et al., 2005). Einen weiteren
Erkldrungsansatz bietet der Zusammenhang von Ernihrung, Ubergewicht und Diabetes
mellitus Typ 2 mit der Knochendichte und dem Knochenwachstum (Mollard et al., 2005).
In der Literatur sind Hinweise darauf zu finden, dass eine Modifikation aufgenommener
Mikro- (Hunt et al., 1988) und Makronahrstoffe (Yoon & Hwang, 2006) die Knochenstirke
und -dichte von Ratten beeinflussen kann. Mit der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2
assoziierte Verdnderungen im Stoffwechsel wie Hyperinsulindmie, Hyperglykdmie und
Glukoseintoleranz kdnnen die Ossifikation bei juvenilen Individuen sowie die Beschaffenheit
der Knochensubstanz im adulten Organismus negativ beeinflussen (Sparks et al., 1998).
Hierbei konnten Hyperinsulindmie mit der Beeintrichtigung des Knochenwachstums,
Hyperglykédmie mit einer reduzierten Knochendichte in Zusammenhang gebracht werden
(Prisby et al., 2008). Inwieweit sich diese nachteiligen Effekte auf die Knochensubstanz der
in dieser Studie verwendeten jung adulten CD-Tiere ausgewirkt haben, bleibt ungeklért. Sie
bieten jedoch einen plausiblen Erkldrungsansatz, da bei diabetischen, nicht iibergewichtigen
Individuen bereits eine reduzierte Knochendichte sicher nachgewiesen werden konnte

(Buysschaert et al., 1992).

4.2.2 Oraler Glukose Toleranz-Test und Blutfette

Im oGTT wichen die Niichternblutglukosewerte der CD-Ratten in keiner Gruppe signifikant
von jenen der Kontrolltiere ab, wohingegen die Glukoseverwertung wihrend des oGTT in
allen vier CD-Gruppen beeintrachtigt war (Brandt et al., 2010). Bei den adulten Tieren waren
die Anzeichen fiir eine verminderte Insulinsekretion oder beginnende Insulinresistenz
ausgeprigter, da hier der Abbau der Glukose verzogert ablief und 120 Minuten nach der
Glukosegabe die Blutglukosekonzentration im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
erhoht blieb. Vermutlich hemmte ein durch die erhohte Nahrungsaufnahme angestiegener

Leptinspiegel bei den CD-Tieren die Insulinsekretion durch Offnen von K'-Kanilen in den
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pankreatischen  B-Zellen. Bei den adulten, maénnlichen CD-Ratten war die
Blutglukosekonzentration am Ende des Tests sogar im Vergleich zum Niichtern-
blutglukosewert noch signifikant erhoht, was eine Insulinresistenz umso wahrscheinlicher
macht. Hinweise auf die Abhédngigkeit vom Alter bei der Entstehung einer Insulinresistenz
konnten durch diese Ergebnisse weiter gestiitzt werden (Bracho-Romero & Reaven, 1977).
Die CD-Minnchen beider Altersstufen wiesen direkt nach der Glukosegabe einen rapideren
Anstieg der Glukosekonzentration im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Dies kann eine
Folge von Modifikationen in der Expression der Glukosetransportproteine aufgrund der Diét
sein. Bei Ratten mit didtinduzierter Adipositas konnte ein Anstieg der Expression des
insulinunabhédngigen Glucosetransporters Typ 2 (GLUT2) (Hyland et al., 2010) und eine
leptinabhéngige Reduktion der Expression des Natrium/Glucose-Cotransporters 1 (SGLT1)
(Ducroc et al., 2005) festgestellt werden.

Die Kombination familidrer Disposition sowohl fiir Adipositas, fiir Diabetes mellitus Typ 2
als auch fiir eine herabgesetzte Insulinempfindlichkeit mit reichlicher Nahrungszufuhr und
unzureichender Bewegung (siehe Abschnitt 4.3.1) fiihrt zu einem Missverhidltnis von
Energiezufuhr und Energieverbrauch und steigert die Konzentration von Triglyceriden und
freien FS im Blut, was wiederum die Glukoseverwertung im Muskel- und Fettgewebe stort
(Bouanane et al., 2009). Die Blutfettwerte der adulten CD-Ratten beider Geschlechter, deren
Gehalt an Triglyceriden und freien FS signifikant erhoht war, fiigen sich passend in diese
Aussage ein. Tendenziell konnte dies ebenso bei den jung adulten, ménnlichen CD-Tieren
bestétigt werden. Das erhohte Angebot freier FS kann in der Leber zu einer verzdgerten und
verminderten Insulindegradierung und somit zu einer peripheren Hyperinsulindmie fiithren.
Erhohte freie FS interferieren aber auch direkt mit der Insulinwirkung und koénnen die
Glukoseaufnahme in der Muskulatur storen, was wiederum die Ausbildung einer
Insulinresistenz begiinstigt. Generell nimmt der Plasmaspiegel der Blutfette mit dem Alter zu
(Huffman & Barzilai, 2009) und ist durch Erndhrung schneller beeinflussbar, was durch die
vorliegende Studie bestétigt werden konnte.

Cholesterol ist ein lebenswichtiges Lipid und ein wichtiger Bestandteil der Plasmamembran,
wo es zusammen mit Proteinen an der Ein- und Ausschleusung von Signalstoffen beteiligt ist.
Die Hohe des Cholesterolspiegels hdngt vor allem von der korpereigenen Produktion ab und
erst in zweiter Linie von der Zufuhr {iber die Nahrung. Signifikant erhdhte Cholesterolspiegel
ergaben sich in dieser Untersuchung bei den jung adulten CD-Minnchen sowie adulten

CD-Weibchen. Letzteres konnte ebenso in einer Studie von Bouanane und Kollegen (2009)
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festgestellt werden, in der weibliche Wistar Ratten vor, wahrend und nach der Tréachtigkeit
mit einer CD gefiittert wurden. Die langfristige Gabe der Diét hatte einen signifikanten
Anstieg der Cholesterol- und Triglyceridwerte zu den Messzeitpunkten um die Entbindung

sowie zum Ende der Laktationsphase zur Folge.

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der metabolischen Untersuchungen

Wie in vorangegangen Studien schon mehrfach beschrieben, hatte das Angebot der CD eine
erhohte Nahrungsaufnahme zur Folge (Shafat et al., 2009). Diese erhohte Energiezufuhr
erklart die signifikant vermehrte Korpermassezunahme bei den jung adulten CD-Méannchen
sowie den adulten CD-Tieren beider Geschlechter. Der Anstieg der Korpermasse war mit
einer Vermehrung der Fettdepots assoziiert, was die Adipositas fordernden Eigenschaften der
CD belegt. Auch die durch das Angebot der CD erhohten Blutfettwerte und die
Abweichungen in der Glukoseverwertung finden Bestdtigung in weiteren Publikationsdaten
(Bouanane et al., 2009).

Bei den jung adulten Weibchen konnte keine signifikant vermehrte Energieaufnahme pro
100 g Korpermasse festgestellt werden. Trotz des ausbleibenden didtbedingten Anstiegs der
Korpermasse war die Fettmasse der jung adulten CD-Weibchen im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant vermehrt. Dies spricht flir die Bildung einer relativen,
beziehungsweise abdominalen Adipositas in dieser Gruppe. Bemerkenswert ist, dass es bei
den jung adulten CD-Weibchen aufgrund von Kompensationsmechanismen nicht zu der
Entstehung einer optisch sichtbaren Adipositas kommt, sich im Metabolismus der Tiere aber

dennoch bereits Anzeichen, die den Beginn eines Metabolischen Syndroms anzeigen, finden.

Die einleitend vorgestellten Hypothesen

- das Angebot der CD verursacht Hyperphagie,

- das Angebot der CD fiihrt zu einer deutlichen Zunahme der Korpermasse,
- das Angebot der CD bewirkt eine verschlechterte Glukosetoleranz,

- das Angebot der CD resultiert in vermehrtem Fettgewebe,

- das Angebot der CD verursacht erhohte Blutfettwerte,

konnten folglich fiir die adulten Individuen vollstdndig, fiir die jung adulten zum gréften Teil
bestdtigt werden. Die Annahme, das Angebot der CD wiirde zu einer ,,ungesiinderen*

Zusammensetzung von Makrondhrstoffen in der aufgenommenen Nahrung fiihren
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(Galef, 1991), wurde anhand der drastischen Zunahme der Fettzufuhr und der deutlichen
Abnahme der Proteinaufnahme zwar bekriftigt; ob hinsichtlich der Proteinaufnahme jedoch
von einer Malnutrition gesprochen werden kann, bietet Diskussionspotential. In mehreren
Studien wurde der Begriff Malnutrition bereits bei einem sechsprozentigen Proteingehalt in
der Nahrung angewandt (Almeida et al., 1993; Francolin-Silva & Almeida, 2004; Francolin-
Silva et al., 2006). Dies wiirde dafiir sprechen auch in der vorliegenden Arbeit mit rund 6 %
Proteinaufnahme in den CD-Gruppen von einer Malnutrition auszugehen. In einer Studie von
Lieberman und Kollegen (2005), in der Ratten eine Didt mit vierprozentigem Proteingehalt
verabreicht bekamen, wurde diese Bezeichnung jedoch nicht verwendet und lediglich von
einer proteinarmen Erndhrung gesprochen. Ein Goldstandard fiir die Definition der
Malnutrition ist bis heute nicht vorhanden, was den Gebrauch dieses Ausdruckes schwierig
erscheinen ldsst (Hoffer, 2009). Fest steht jedoch, dass die Verwendung des Begriffes
Malnutrition sich groBtenteils nicht allein auf einen Proteinmangel bezieht, sondern meist im
Zusammenhang mit einer energetischen Unterversorgung, einer negativen Energiebilanz, der
Abnahme fettfreien Gewebes sowie einer Gewichtsreduktion steht (Meijers et al., 2010). Da
die CD-Ratten dieser Studie jedoch weitaus mehr Energie zu sich nahmen als die
Kontrolltiere und keine Reduktion in der Korpermasse aufwiesen, wird in dieser Arbeit von

dem Gebrauch dieses Terminus abgesehen.

Zusammengefasst ergeben sich Anzeichen fiir die Entwicklung eines Metabolischen
Syndroms mit gesteigerter Korpermasse, gestorter Glukoseverwertung, erhohten Fettdepots
und Blutfettwerten vor allem in den adulten CD-Gruppen. Auch beim Menschen sind sowohl
Minner als auch Frauen der Altersgruppen 50 — 69 Jahre am stirksten von Ubergewicht und
Adipositas betroffen (Tab. 1.3). Individuen mittleren Alters, egal ob Mensch oder Ratte, sind
demzufolge fiir die Ausprigung von Ubergewicht und hiermit assoziierten Komplikationen
pradestinierter als jiingere.

Aber auch bei den jung adulten Ratten dieser Arbeit, bei denen Adipositas duBerlich noch
nicht sichtbar ist, finden sich bereits Anzeichen, die auf einen beeinflussten Metabolismus
hinweisen und moglicherweise den Beginn eines Metabolischen Syndroms kennzeichnen. Im
Bezug auf den Menschen erscheint hier besonders besorgniserregend, dass nicht nur die stets
anwachsende Anzahl an iibergewichtigen und adipdsen Jugendlichen von gesundheitlichen
Konsequenzen ausgehen muss. Auch Jugendliche und junge Erwachsene, die aufgrund einer
,westlichen Erndhrungsweise nicht sichtbar fettleibig werden, miissen mit negativen

Veranderungen im Metabolismus und assoziierten Komorbidititen rechnen.
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4.3 Einfluss der CD auf das Verhalten

Die metabolischen Untersuchungen ergaben, dass die Verhaltensteste im Anschluss mit jung
adulten, nicht adipdsen CD-Ratten mit signifikant vermehrtem Fettgewebe und moderaten
Verdanderungen im Metabolismus sowie mit adulten, iibergewichtigen CD-Ratten mit
deutlichen metabolischen Verdnderungen und ebenfalls signifikant gesteigerter Fettmasse
durchgefiihrt wurden. Aufgrund der Rolle des Fettgewebes als endokrines Organ ist eine
Verhaltensbeeinflussung in allen vier CD-Gruppen denkbar. Bei den jung adulten Ratten sind
die Effekte auf das Verhalten jedoch relativ gering. Hingegen werden die adulten Individuen
aufgrund des Angebotes der CD deutlich im Verhalten beeinflusst und weisen einen
offensichtlichen Geschlechtsdimorphismus auf. Ob die Verhaltensdnderungen Adipositas zur
Voraussetzung haben oder unabhingig hiervon entstehen, soll im folgenden Abschnitt geklért

werden.

4.3.1 Lokomotorische Aktivitat

Neben Hyperphagie und einer vermehrten Energicaufnahme gibt es weitere Faktoren, die in
die Korpermasseregulation eines Individuums eingreifen. Hierzu zdhlt die motorische
Aktivitit, tiber welche ein Teil der aufgenommenen Energie wieder abgegeben wird. Die
lokomotorische Aktivitit eines Individuums wird durch die Modifikation interner
Handlungsbereitschaft und exogener Stimuli bestimmt und durch das limbische und
motorische System sowie die Basalganglien reguliert (Mogenson et al., 1980). In ciner Studie
von Levin (1991), in der die motorische Aktivitit ménnlicher SD Ratten wihrend der
Entwicklung einer didtinduzierten Adipositas untersucht wurde, konnte eine negative
Korrelation zwischen der Korpermasse und der horizontalen Bewegung festgestellt werden.
Ratten mit didtinduzierter Adipositas zeigten nach dreimonatiger Fiitterung eine reduzierte
lokomotorische Aktivitit im Vergleich zu schlanken Tieren. Die vertikale Aktivitdt der Tiere
war von der Korpermasse dabei unabhéngig. Auch in der vorliegenden Studie wurde aufgrund
der erhohten Kdrpermassen in den adulten Gruppen eine Abnahme der Aktivitdt erwartet,
welche jedoch nicht beobachtet werden konnte. Die jung adulten CD-Midnnchen zeigten
keinerlei Abweichungen in der Gesamtaktivitidt zu den Kontrolltieren. Aufgrund der kaum
erhohten Korpermasse in dieser CD-Gruppe erscheint dies jedoch plausibel. Humanstudien
zeigen, dass morbide Adipositas (Chirico & Stunkard, 1960), nicht jedoch eine leichte Form
von Ubergewicht, mit Bewegungsarmut verbunden ist (Tryon, 1987). Die CD-Ratten der
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vorliegenden Studie hatten demzufolge nicht genug an Korpermasse zugenommen, um einen
reduzierenden Effekt auf die Aktivitit auszuldosen. Warum die adulten CD-Ratten im
Vergleich zu den Kontrolltieren im Allgemeinen sogar eine gesteigerte Gesamtaktivitidt im
Heimatkifig zeigten, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Bei genauerer
Betrachtung zeigt sich jedoch, dass die vermehrte Aktivitdt vornehmlich in der Dunkelphase
auftrat, was durch eine vermehrte Fressaktivitdt der CD-Tiere erklart werden kann.

Ein weiterer moglicher Erkldrungsansatz besteht in der Beeinflussung des dopaminergen
Systems. Bei Nagetieren ist hinsichtlich der lokomotorischen Aktivitit vor allem die
dopaminbedingte Signaltransduktion im NAc von Bedeutung, da eine erhohte mesolimbische
Neurotransmission zu einem Anstieg der lokomotorischen Aktivitit fithrt (White et al., 2006).
Die mesolimbische dopaminerge Belohnungsbahn wird durch Nahrungsaufnahme angeregt
und aufgrund von Abwandlungen der aufgenommenen Mikro- und Makronédhrstoffe
beeinflusst. Anhand von Mikrodialyseuntersuchungen konnte bestétigt werden, dass es
aufgrund von ®-3-FS-Mangelerndhrung zur Hyperaktivitit des mesolimbischen Systems

kommt (Zimmer et al., 1998).

4.3.2 Angst- und Explorationsverhalten

Der EPM-Test gilt als gut untersuchtes Modell zur Erforschung angstassoziierten Verhaltens
bei Nagern, bei dem die neue Umgebung den angstauslosenden Stimulus darstellt. Dieser Test
findet in der Evaluierung anxiolytischer oder anxiogener Pharmaka hiufig Verwendung. Das
Meiden der offenen Arme und das iiberwiegende Bewegen auf den geschlossenen Armen

gelten hierbei als Anzeichen von Angst (Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986).

Die Aufnahme der CD hatte bei den jung adulten Tieren beider Geschlechter im Vergleich
mit den Kontrollen keinen Effekt auf das Verhalten im EPM. Bei den adulten CD-Ratten
konnte hingegen eine Beeinflussung des Verhaltens mit einem deutlichen
Geschlechtsdimorphismus beobachtet werden. Faktoren, die zu diesem unterschiedlichen
Ergebnis gefiihrt haben konnen, sind das Alter und die unterschiedliche Auspriagung der
Korpermasse bei jung adulten und adulten CD-Tieren. In einer Studie von Chaouloff (1994)
hatte die Korpermasse von adipdsen und schlanken Zuckerratten jedoch keinen Einfluss auf
die Ergebnisse im EPM-Test. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass die Kombination der
unterschiedlichen Faktoren Korpermasse und Alter zu der Entwicklung der Diskrepanz

zwischen jung adulten und adulten Ratten fiihrte.
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Adulte, miannliche CD-Ratten zeigten auf dem EPM im Vergleich zu den Kontrolltieren mehr
Anzeichen von Angst. Die CD-Minnchen wiesen im Vergleich mit den Kontrolltieren
signifikant weniger Eintritte auf die offenen Arme auf. Dieses Ergebnis widerspricht der in
der Literatur bereits mehrfach beschriebenen Anxiolyse aufgrund einer proteinarmen
Erndhrung (Almeida et al., 1993; Francolin-Silva et al., 2006, Rocinholi & Landeira-
Fernandez, 2010). Bei den zitierten Studien wurde das Angstverhalten jedoch bei juvenilen
Wistar Ratten, die bereits wihrend der Laktation iiber die Muttermilch proteinarm versorgt
wurden und bei denen dies mit einer Abnahme der Kdrpermasse assoziiert war, untersucht. In
einer Studie von Liebermann et al. (2005) fiihrte die elftdgige Gabe proteinarmen Futters bei
adulten, minnlichen F344 Ratten ebenfalls zu reduziertem Angstverhalten im EPM, allerdings
nur unter hyperthermen Versuchsbedingungen. Zu der Gewichtsentwicklung der untersuchten
Tiere wurden in dieser Studie keinerlei Angaben gemacht, jedoch bestand zwischen der
proteinarmen Diét (4 % Protein) und dem Standardfutter (20 % Protein) kein Unterschied in
den weiteren Makrondhrstoffen (5-6 % Fett, 62-68 % Kohlenhydrate), so dass davon
ausgegangen werden kann, dass es in dieser Studie bei den mangelerndhrten Tieren
wahrscheinlich ebenfalls zu einer Gewichtsreduktion, in keinem Fall jedoch zu einem Anstieg
der Korpermasse kam. Dies spricht dafiir, dass in der vorliegenden Studie nicht die
proteinarme Didt, sondern die Ausprdgung der Adipositas mit dem Anstieg des
Angstverhaltens im Zusammenhang steht. Diese Annahme stiitzend konnten Buchenauer
et al. (2009) bereits feststellen, dass die Gabe einer hochkalorischen Didt, die in der
Ausprigung einer didtinduzierten Adipositas resultierte, bei acht Wochen alten, mannlichen
F344 Ratten zu erhohtem Angst- und Aggressionsverhalten fiihrte. Dariiber hinaus konnten
bei diesen Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren erhohte Corticosteronkonzentrationen
im Blut nachgewiesen werden. Ein Anstieg der Corticosteronkonzentration wurde bereits
mehrfach mit einer Verstirkung angstassoziierten Verhaltens in Zusammenhang gebracht
(Mitra & Sapolsky, 2008). Auch Souza und Kollegen (2007) konnten durch die Gabe einer
schmackhaften, energiedichten Diét einen Anstieg im Angstverhalten bei adulten, ménnlichen
Wistar Ratten beobachten. Das Verhalten der Tiere im OF-Test wurde durch die viermonatige
Gabe der zucker- und fettreichen Diét jedoch nicht beeinflusst. Auch in der vorliegenden
Arbeit konnten bei den mannlichen CD-Ratten beider Altersstufen im OF keine signifikanten

Unterschiede zu den Kontrollen festgestellt werden.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen der weiblichen Ratten dieser Studie zeigen ein
entgegengesetztes Bild zu den Resultaten der médnnlichen Tiere. Im OF-Test wurden mehrere
Unterschiede deutlich, die auf ein vermindertes Angstprofil der weiblichen CD-Tiere beider
Altersstufen hinweisen. Bei den adulten CD-Weibchen war dies ebenso im EPM-Test zu
beobachten. Grundlegende geschlechtsspezifische Unterschiede in Bezug auf angst-
assoziiertes Verhalten konnten bei Nagetieren in verschiedenen Testsituationen bereits
mehrfach erfasst werden (Beatty, 1979). Miannliche Ratten entwickeln im Allgemeinen ein
stirkeres angstassoziiertes Verhalten als weibliche, was an herabgesetzter Aktivitdt und
vermehrter Defidkation im OF deutlich wird (Archer, 1975; Masur et al., 1980). Auch im
EPM-Test weist ein reduzierter Aufenthalt auf den offenen Armen bei médnnlichen Ratten auf
ein erhohtes Angstverhalten hin (Johnston & File, 1991; Imhof et al., 1993; Lucion et al.,
1996). Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede scheinen vom Alter der Tiere abhingig zu
sein, da sie erst um den 60. Lebenstag auftreten (Masur et al., 1980; Johnston & File, 1991;
Imhof et al., 1993). Fernandes et al. (1999) zeigten anhand einer Faktorenanalyse, dass die
zwei Groflen Angst und Aktivitdt bei ménnlichen und weiblichen Ratten im EPM-Test einen
unterschiedlichen Stellenwert bei der Beeinflussung des Verhaltens besitzen. Wéhrend das
Verhalten der Mannchen vornehmlich von Angst beeinflusst wurde, war das Verhalten der

Weibchen hauptsdchlich vom Faktor Aktivitét gekennzeichnet.

Neben den allgemeinen Geschlechtsunterschieden konnen sich Variationen aufgenommener
Makronihrstoffe auf das Verhalten der Tiere auswirken. In einer Studie von Prasad & Prasad
(1996) wurde offenbart, dass die Gabe einer fettreichen Didt zu einer reduzierten
Angstreaktion im EPM fiihrte. Die Autoren nahmen an, dass der Grund fiir das reduzierte
Angstverhalten in einer infolge des Verzehrs der fettreichen Diét entstehenden Reduktion des
Corticotropin Releasing Hormons (CRH) liege. Auch Nakaishi et al. (1993) konnten
Abnormalititen in der CRH-Regulation bei adiposen Ratten feststellen. Die anxiogene
Wirkung von CRH konnte sowohl in préklinischen als auch in klinischen Untersuchungen
bereits nachgewiesen werden (Carrasco & Van de Kar, 2003). Es ist in Betracht zu ziehen,
dass die fetthaltige, hochkalorische CD auch das Vorkommen des CRH bei den in dieser
Studie untersuchten CD-Ratten beeinflusste und dass diese Beeinflussung bei den fettleibigen

adulten CD-Weibchen am stirksten ausgepriagt war.
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Das auf dem EPM und OF gezeigte Verhalten reflektiert neben angstassoziiertem Verhalten
stets die Aktivitdt der untersuchten Tiere (Lister, 1987). Relevante Parameter zur Messung der
Lokomotion sind die zuriickgelegte Distanz und die Aufrichtebewegung sowie im EPM-Test
zusétzlich die gezeigten Gesamteintritte. Hierbei muss beachtet werden, dass lediglich das
Rearing die Aktivitit unabhingig vom Angstverhalten widerspiegelt, wéhrend die
Gesamteintritte und die zuriickgelegte Distanz auch vom Angstverhalten der Tiere beeinflusst
werden (Rodgers et al., 1997). Im EPM-Test konnten bei allen untersuchten Ratten
hinsichtlich der Parameter Gesamteintritte, zuriickgelegte Distanz und Rearing keine
signifikanten Unterschiede zwischen CD-Tieren und den Kontrollen festgestellt werden, was
auf eine von der Didt unbeeinflusste Aktivitit der Tiere hinweist. Im OF-Test wurde eine
erhohte zurlickgelegte Distanz bei den weiblichen CD-Tieren beider Altersstufen beobachtet,
die durch deren herabgesetztes Angstprofil bedingt sein kann, da die zuriickgelegte Distanz
vom Angstverhalten abhingig und ein reduziertes angstassoziiertes Verhalten mit einer
erhohten Lokomotion assoziiert ist (Cruz et al., 1994). Die jung adulten, weiblichen
CD-Ratten zeigten dariiber hinaus eine vermehrte Anzahl von Rearings, was ebenfalls fiir eine

erhohte Aktivitét der Tiere spricht.

4.3.3 Lernen und Gedichtnis

Habituation ist eine Form nicht-assoziativen Lernens, die bei Sdugetieren von hippocampalen
Funktionen abhéngig ist (Vianna et al., 2000). Die Auswirkungen des Verzehrs der CD auf
das Habituationsvermogen der Ratten wurden durch Wiederholen des OF-Tests am darauf
folgenden Tag untersucht. Habituation ist charakterisiert durch eine Reduktion des
explorativen und lokomotorischen Verhaltens (Leussis & Bolivar, 2006) und wird im OF-Test
als eine Abnahme der zuriickgelegten Distanz und der Aufrichtebewegung definiert (Gerhardt
et al., 1994; Schildein et al., 2002).

Aufgrund verschiedener Hinweise aus der Literatur, in der eine proteinarme Versorgung
(Lukoyanov & Andrade, 2000) und ein Defizit an ®-3-FS (Moriguchi et al., 2000; Greiner
et al., 2001) mit beeintrdchtigten Lern- und Gedichtnisleistungen in Zusammenhang gebracht
werden konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die CD-Tiere im Vergleich mit den
Kontrollen ein schlechteres Habituationsvermdgen aufweisen wiirden. Dieser Unterschied
aufgrund der Diédt konnte jedoch nicht festgestellt werden. Die jung adulten, ménnlichen
sowie die adulten, weiblichen Kontroll- und CD-Ratten zeigten kein deutliches

Habituationsvermogen am 2. Tag des OF-Tests, was eine verminderte Gedédchtnisfiahigkeit
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und / oder ein beeintrachtigtes Lernvermdgen vermuten ldsst. Eine tendenzielle (Kontrollen)
beziehungsweise signifikante (CD-Tiere) Reduktion der zuriickgelegten Distanz bei den jung
adulten Weibchen sowie eine Abnahme der Anzahl der Aufrichtebewegungen bei den adulten
Kontroll- und CD-Minnchen am 2. Versuchstag des OF-Tests ldsst in diesen Gruppen auf
vorhandenes Habituationslernen schlieBen. In der Literatur ist ein reduziertes
Explorationsverhalten bei Ratten, die ein und derselben Umgebung wiederholt ausgesetzt
wurden, mehrfach zu finden und wird als Gedachtnisformation interpretiert (Thiel et al.,
1998; Leussis & Bolivar, 2006).

Da bei den weiblichen Tieren dieser Studie in der Gruppe der jung adulten Ratten ein
Lerneffekt festzustellen war, der in der Gruppe der adulten Tiere nicht beobachtet werden
konnte, kann hier ein altersabhidngiger Riickgang von Gedichtnisleistungen vermutet werden.
Dieser kann durch Degeneration oder Modifikation spezifischer Neuronenkomponenten und
den Verlust von Signalsystemen, die fiir die Gedidchtnisbildung notwendig sind, bedingt sein
(Korol & Gold, 1998). Driscoll und Kollegen (2006) untersuchten in einer Studie an jung
adulten (3 Monate), adulten (12 Monate) und alten (24 Monate) weiblichen Fischer Ratten
den Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Hippocampus und Gedéchtnisleistungen. Die
Autoren verwendeten hierfiir eine Kombination aus Verhaltensversuchen, nicht-invasiver
magnetischer Kernresonanztomographie und histologischen Untersuchungen post mortem. Im
Vergleich zu den jung adulten Tieren zeigten sowohl die adulten als auch die alten Ratten ein
verschlechtertes Erinnerungsvermogen beziiglich der am vorangegangenen Tag erlernten
Position der Plattform im Morris Water Maze-Test. Neben diesem altersbedingten Riickgang
von Gedichtnisleistungen konnten strukturelle Anderungen im Hippocampus festgestellt

werden.

Der NOD-Test, entwickelt von Ennaceur und Delacour (1988), beruht auf der Gegebenheit,
dass Nagetiere die Tendenz aufweisen, einen neuartigen Gegenstand intensiver als einen
vertrauten zu untersuchen, unter der Voraussetzung, dass sie sich an den bekannten
Gegenstand erinnern (Bevins & Besheer, 2006). Die Objektwiedererkennung im NOD-Test
ist eine anerkannte Methodik, um Kurzzeitgedichtnisleistungen von Ratten zu evaluieren
(Everts & Koolhaas, 1997) und ist gemeinhin mit den in Humanstudien gebrduchlichen

Priifmethoden zur Objektwiedererkennung vergleichbar.
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Da in Publikationsdaten eine Abhéngigkeit der Gedichtnisleistungen vom Zeitintervall
zwischen Trainingsphase und Testdurchlauf zu finden ist, wurden verschiedene
Intervallzeiten zwischen Training und Test mit unbehandelten minnlichen und weiblichen SD
Ratten in Vorversuchen getestet. In der Literatur wurden Objektwiedererkennungen mit
Intervallzeiten von bis zu drei Stunden beschrieben, wohingegen eine Intervallzeit von vier
Stunden die Fihigkeit zur Differenzierung zwischen bekanntem und neuartigem Objekt
unterbrach (King et al., 2004; Sutcliffe et al., 2007). Bei den weiblichen Ratten
widersprechen die Ergebnisse der in dieser Studie untersuchten Intervallzeiten von 15, 30 und
60 Minuten diesen Angaben nicht, da die weiblichen Ratten bei allen untersuchten
Intervallzeiten das neue Objekt signifikant ldnger explorierten als das vertraute. Die
unbehandelten minnlichen Ratten zeigten hingegen bei keiner der drei getesteten
Intervallzeiten eine Differenzierung hinsichtlich des bekannten und des neuartigen Objekts.
Diesen deutlichen Geschlechtsdimorphismus konnten Sutcliffe und Kollegen (2007) im
NOD-Test ebenfalls beobachten. Weibliche Lister Hooded Ratten zeigten ein besseres
Geddchtnis fiir die Objektwahrnehmung, wéhrend ménnliche in einem modifizierten
NOD-Test, der vordergriindig nicht die Objektwiedererkennung, sondern das rdumliche
Gedéchtnis testete, den weiblichen Ratten {iberlegen waren. Dies begriindet die schlechteren
Resultate der méannlichen Tiere dieser Arbeit, da hier die Objektwahrnehmung und nicht das

raumliche Gedéachtnis untersucht wurde.

Sowohl im Training als auch im Test verbrachten alle jung adulten Tiere grundsitzlich mehr
Zeit mit der Objektinvestigation als die adulten. Eine allgemeine altersabhidngige Reduktion
des explorativen Verhaltens ist hierfiir eine denkbare Erkldrung. Die Gesamtexplorationszeit
beider Objekte war beim Vergleich des Trainings- mit dem Testdurchlauf bei den adulten,
weiblichen Kontrollen im Testdurchlauf signifikant vermehrt. Da in der Literatur eine
Reduktion der objektgerichteten Exploration von der Trainings- zur Testphase als Folge von
Habituation beschrieben wurde (King et al., 2004), ldsst dies auf eine fehlende Habituation
der adulten, weiblichen Kontrolltiere schlieBen, was mit den Ergebnissen des
2. Versuchstages im OF harmoniert. Eine Identifizierung des neuartigen Objektes wurde bei
allen CD-Tieren entweder signifikant (jung adulte Weibchen und adulte Mannchen) oder
tendenziell (jung adulte Ménnchen und adulte Weibchen) festgestellt. Keine Objekt-
wiedererkennung konnte hingegen bei allen Kontrolltieren beobachtet werden. Lediglich die

adulten, ménnlichen Kontrolltiere verbrachten tendenziell mehr Zeit mit der
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Objektexploration des neuartigen Gegenstandes. Demzufolge scheint es, als habe bei den

CD-Ratten ein Lernprozess stattgefunden, welcher bei den Kontrolltieren nicht eingetreten ist.

Die Diskussion der Lernverbesserungen aufgrund der CD liefert die Problematik, dass
eingangs von beeintrichtigten Lern- und Gedéchtnisleistungen bei den CD-Tieren
ausgegangen wurde. Die Analyse von Studien, in denen ein negativer Effekt einer fettreichen
Diét auf kognitive Funktionen festgestellt werden konnte, macht jedoch deutlich, dass diese
Effekte aufgrund der Konzentration des Fettes in der Nahrung, aufgrund eines zusétzlichen
Zuckerkonsums und aufgrund von umweltbedingten Einfliissen variieren konnen (Winocur
& Greenwood, 2005). Eine Moglichkeit, weshalb die CD-Tiere bessere Gedéchtnisleistungen
zeigten als die Kontrollen, besteht in der Annahme, dass die CD als Umgebungsbereicherung
(Enrichment) angesehen werden kann (Segovia et al., 2009). Verschiedene Studien konnten
bei Labortieren, die in einer komplexeren Umgebung (Zusatz von Tunneln, Plattformen,
Laufridern) gehalten wurden, Anderungen im Verhalten der Tiere sowie in verschiedenen
Neurotransmittersystemen nachweisen (Rosenzweig & Bennett, 1996: cholinerges; Rasmuson
et al., 1998: serotonerges; Bowling et al., 1993: dopaminerges; Mlynarik et al., 2004:
glutamerges System). Diese Angaben deuten darauf hin, dass Umgebungsbereicherungen
Neurotransmittersysteme beeinflussen, die sich positiv auf Lern- und Gedichtnisleistungen
ausiiben konnen (Mora et al., 2007). Ob die in dieser Arbeit angebotene CD als Enrichment
gelten kann und aufgrund dessen einen positiven Effekt auf die Lernleistungen der Tiere
ausiibte, bleibt jetzt zu kldren. Dafiir spricht eine Studie von Winocur & Greenwood (2005),
in der negative Effekte einer fettreichen Didt auf kognitive Leistungen bei jung adulten Ratten
durch Enrichment reduziert werden konnten. Dagegen sprechen jedoch in unserem Labor
durchgefiihrte Untersuchungen an ménnlichen SD und Wistar Ratten, bei denen komplexere
Haltungsbedingungen nicht in einem verbesserten Habituationsvermdgen resultierten
(Winestone, 2008 - unpubliziert). Da die SD Ratten in der vorliegenden Studie derselben
Zuchtlinie entstammten und die jung adulten Tiere im gleichen Alter wie eben genannte SD
und Wistar Ratten getestet wurden, ist der Faktor Enrichment folglich eher auszuschlieBen.

Eine weitere Hypothese fiir die schlechteren Lernleistungen der Kontrolltiere konnte darin
bestehen, dass die Pelletdidt nicht optimal zusammengestellt ist, um bestmogliche Lerneffekte
bei SD Ratten zu erreichen. Die industrielle Fertigung von Standardfutter zielt darauf hin,
Labortiere auf einem adidquaten Niveau ohne Miéngel zu erndhren, nicht jedoch
Lernleistungen zu verbessern. Es ist durchaus moglich, dass es in Bezug auf Lernleistungen

forderlichere Zusammensetzungen von Didten gibt und dass die in dieser Studie verwendete
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CD neben den negativen Effekten, die sie auf den Metabolismus hat, fiir das Lernen besser in
der Nihrstoffzusammensetzung ist.

Der Anstieg der Fettmasse bei den CD-Tieren bietet einen weiteren Erklarungsansatz fiir die
besseren Lernleistungen dieser Ratten, da ein durch die erhohte Nahrungsaufnahme und das
vermehrte Fettgewebe angestiegener Leptinspiegel fliir Lern- und Gedachtnisfunktionen
forderliche Effekte besitzen kann (Oomura et al., 2010). Neben Leptin sezerniert das
Fettgewebe als endokrines Organ jedoch noch viele weitere Adipozytokine wie Resistin,
Apelin, Visfatin und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Henry & Clarke, 2008; Schulz et al.,
2010). Die Konzentrationen dieser Adipozytokine sind bei adipdsen Organismen aufgrund
des vermehrten Fettgewebes erhoht (Jackson & Ahima, 2006). Eine positive Korrelation
zwischen der Vermehrung des Fettgewebes und dem Anstieg von TNF-a konnte bei
fettleibigen Nagetieren und Menschen nachgewiesen werden (Moller, 2000; Ahima, 2005).
TNF-a ist ein multifunktionaler Signalstoff mit komplexer Wirkungsweise, der neben
apoptotischen Eigenschaften die Zellproliferation und Zelldifferenzierung anzuregen vermag.
Neuroprotektive Eigenschaften gegen exzitotoxische, oxidative und ischdmische Schiden
konnten nachgewiesen werden (Figiel, 2008). Verschiedene Studien liefern Hinweise darauf,
dass TNF-a die synaptische Plastizitdt modulieren und hieriiber positive Effekte auf Lern- und

Gedichtnisprozesse haben kann (Pickering et al., 2005; Viviani et al., 2007).

4.3.4 Nahrungsaufnahme und Sattigung

Die BSS ist fiir diverse Sattigungsfaktoren bereits gut untersucht (Kirkham & Blundell, 1984:
Naloxon; Tallett et al., 2007: Rimonabant; Hodge et al., 2008: AM 251; Tallett et al., 2010:
Sibutramin). Beispielsweise fiihrte die Verabreichung des 5-HTg-Rezeptor-Agonisten
CP-94253 zu einer signifikant reduzierten Nahrungsaufnahme und einer Beschleunigung der
Sattigung, wihrend das strukturierte Verhaltensmuster der BSS bestehen blieb. Dies
verdeutlicht die wichtige Rolle des 5-HT;g-Rezeptors bei der Regulierung des
Nahrungsaufnahmeverhaltens und weist auf eine anorexigene Wirkung durch die selektive
Aktivierung dieses Rezeptors hin (Halford & Blundell, 1996). Weniger gut untersucht ist die
BSS fiir Abwandlungen bestimmter Didtkomponenten und Motivationsunterschiede zwischen

verschiedenartig gefiitterten Tieren.
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Da die Effekte der CD in dieser Arbeit bei den adulten Individuen deutlich stirker ausgepragt
waren als bei den jung adulten, wurden die Untersuchungen zur BSS an den adulten Ratten
vorgenommen. Die CD-Tiere beider Geschlechter ruhten wihrend der -einstiindigen
Untersuchungszeit signifikant ldnger als die Kontrolltiere. Dies erscheint verwunderlich, da
die Untersuchungen der BSS zu Beginn der Dunkelphase stattfanden und die CD-Tiere bei
den Aktivitdtsmessungen im Heimatkifig in der Dunkelphase deutlich aktiver waren als deren
Kontrollen. Auch im OF war die zuriickgelegte Distanz der adulten CD-Tiere im Vergleich zu
den Kontrollen nicht signifikant reduziert. Mdoglicherweise hat bei den CD-Tieren im
Vergleich zu den Kontrollen innerhalb der einstiindigen Untersuchung eine schnellere
Habituation an die ungewohnte Umgebung stattgefunden, was bei den Méannchen durch die
Daten des 2. Untersuchungstages im OF unterstrichen wird.

In Abb. 4.1 ist die strukturelle Abfolge der BSS unbehandelter ménnlicher Lister Hooded
Ratten dargestellt (Rodgers et al., 2010). Die mikrostrukturelle Analyse der BSS der in dieser
Arbeit untersuchten unbehandelten miannlichen SD Ratten zeigte eine Abfolge von
vermehrtem Fressverhalten innerhalb der ersten 20 Minuten und einen deutlichen Anstieg des
Ruheverhaltens in der letzten halben Stunde und ist mit der BSS aus Abb. 4.1 vergleichbar.

Die BSS der ménnlichen Kontrolltiere kann folglich als typische BSS angesehen werden.

Control
—— Eating

Grooming

—&— Resting

Duration
o
o

0
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Abb. 4.1: Strukturelle Abfolge einer BSS unbehandelter mannlicher Lister Hooded Ratten (N=10). Die horizontalen Pfeile
verdeutlichen, dass der Ubergangspunkt vom Nahrungsaufnahmeverhalten zum Ruhen durch Appetit ziigelnde Substanzen
nach links, durch Appetit stimulierende Substanzen nach rechts verschoben werden wirde (aus Rodgers et al., 2010).

Bei den minnlichen CD-Tieren offenbarte die mikrostrukturelle Analyse der BSS eine
kiirzere Dauer der Nahrungsaufnahme und ein fritheres Einsetzen des Ruheverhaltens, was zu
einem vorzeitigen Ubergangspunkt von Nahrungsaufnahme zum Ruhen (nach ca. 7,5 min) im
Vergleich zu den Kontrolltieren (nach ca. 22,5 min) fiihrte. In dem Review von Halford et al.
(1998) werden verschiedene Faktoren diskutiert, die zu einer veridnderten Struktur der BSS
fiihren konnen. Der Faktor Hyperaktivitit kann in dieser Arbeit ausgeschlossen werden, da
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bei hyperaktiven Tieren kein verfriihtes Einsetzen des Ruhens vorzufinden wére und dieses
Verhalten nicht in so klassischer Art und Weise zum Ende der Untersuchung hin ansteigen
wiirde. Auch Ubelkeit kann als Einfluss verworfen werden, da keine Substanz, die zu
Ubelkeit filhren konnte, verabreicht wurde. Eine Sedation der Tiere ist ebenfalls
unwahrscheinlich, da starke Sedation eine komplette Desorganisation der BSS zur Folge
hitte, wihrend eine leichte Ermiidung zu einer verlidngerten Fressperiode durch verlangsamte
Nahrungsaufnahme und einem spéteren Beginn der Ruhephase fithren wiirde. Die Faktoren
Schmackhaftigkeit und Vorfiitterung (unmittelbare Nahrungsaufnahme vor der Untersuchung
der BSS) miissen etwas genauer beleuchtet werden. Es erscheint moglich, dass der Pelletbrei
auf die CD-Miannchen weniger anregend wirkte als auf die médnnlichen Kontrolltiere. Ishii
et al. (2003) beobachteten in ihrer Studie, dass eine Reduktion der Schmackhaftigkeit durch
den Zusatz von Bitterstoffen zu einer nahezu kompletten Eliminierung des Ruheverhaltens
der Tiere flihrte. Die CD-Ratten dieser Studie zeigten jedoch keine Reduktion, sondern eine
Zunahme im Ruheverhalten. Allerdings stellten Ishii und Kollegen ebenso fest, dass die
Zugabe von Saccharin zu einer Verschiebung des Ubergangspunktes vom Nahrungs-
aufnahmeverhalten zum Ruhen nach rechts, also zu einem spiteren Einsetzen des
Ruheverhaltens fiihrte. Bei der Ubertragung dieser Feststellungen auf die Ergebnisse dieser
Studie erscheint es moglich, dass der Pelletbrei, da dieser nicht bitter war, fiir die CD-Tiere
zwar keinen aversiven Stimulus darstellte, auf die Kontrolltiere im Vergleich jedoch einen
reizvolleren Effekt ausiibte. Wihrend der Pelletbrei fiir die Kontrolltiere einen Reiz des
Neuen bot, war sie fiir die CD-Tiere, die iiber acht Wochen alternierend mit schmackhaften
Lebensmitteln geflittert wurden, moglicherweise weniger reizvoll. Es kann demnach von
Motivationsunterschieden zwischen den CD-Tieren und Kontrolltieren aufgrund der vorab
geflitterten Didt ausgegangen werden.

Eine direkte Fiitterung der Tiere unmittelbar vor der Untersuchung der BSS (Vorfiitterung)
hat in dieser Arbeit nicht stattgefunden. Im Gegenteil wurden die Ratten sogar drei Stunden
vor Versuchsbeginn futterdepriviert. Moglicherweise spielt der Faktor Vorflitterung jedoch im
weiteren Sinne eine Rolle, da es denkbar erscheint, dass die CD-Tiere aufgrund ihrer
achtwochigen Erndhrung hohere Leptinspiegel aufwiesen, welche sie grundsitzlich nicht
mehr so hungrig sein lieBen wie die Kontrolltiere. Es ist zu vermuten, dass die CD-Tiere die
Nahrungsaufnahme nicht mehr mit dem Gefiihl der Sattigung, sondern mit Belohnung
verkniipften. Da der Pelletbrei dieses Empfinden bei den CD-Tieren jedoch nicht auszuldsen

vermochte, war er weniger begehrt als bei den Kontrolltieren. Warum dieser Unterschied
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jedoch nur bei den ménnlichen und nicht bei den weiblichen Tieren festzustellen war, kann

innerhalb dieser Studie nicht geklért werden.

Bei den weiblichen Kontroll- und CD-Tieren konnte eine kiirzere Dauer der in die
Nahrungsaufnahme investierten Zeit sowie ein fritheres Einsetzen des Ruheverhaltens im
Vergleich zu den ménnlichen Kontrollen beobachtet werden. Hierdurch bedingt erscheint der
Wechsel vom Nahrungsaufnahmeverhalten zum Ruheverhalten verftriiht. Jedoch sind in der
Literatur ebenfalls Ubergangspunkte vom Fressverhalten zum Ruhen nach einer Viertelstunde
bei unbehandelten Ratten beschrieben worden (Halford et al., 1998). Cooper et al. (2010)
konnten bei weiblichen Wistar Kontrollratten einen Ubergang von der Nahrungsaufnahme

zum Ruheverhalten nach 25 Minuten beobachten.

4.3.5 Diskussion der Ergebnisse der Verhaltensuntersuchungen

Das Verhalten der Ratten wurde durch das Angebot der CD in unterschiedlicher Art und
Weise beeinflusst. Im Vergleich zu den Kontrolltieren wiesen die mit der CD gefiitterten
Ratten im Allgemeinen eine gesteigerte Gesamtaktivitit im Heimatkéfig auf, welche sich bei
genauerer Betrachtung vornehmlich auf die Dunkelphase konzentrierte. Die vermutete
Abnahme der Aktivitdt aufgrund einer erhdhten Korpermasse konnte in dieser Arbeit folglich
nicht bestétigt werden. Jedoch kann die gesteigerte Aktivitdt in der Dunkelphase durch eine
vermehrte Fressaktivitit der CD-Tiere erkldrt werden.

Auf das Angst- und Explorationsverhalten der jung adulten, médnnlichen Tiere hatte die Gabe
der CD keinerlei Effekt. Die jung adulten, weiblichen CD-Ratten zeigten im Vergleich zu den
Kontrolltieren im OF-Test weniger Anzeichen von Angst, wohingegen im EPM-Test keine
Beeinflussung des Verhaltens festgestellt werden konnte. Auch die adulten, weiblichen
CD-Ratten wiesen im OF-Test ein reduziertes Angstverhalten im Vergleich zu den
Kontrolltieren auf. Hier war dieser Effekt ebenfalls im EPM-Test zu beobachten. Im
Gegensatz dazu zeigten adulte, médnnliche CD-Ratten auf dem EPM im Vergleich zu den
Kontrolltieren mehr Anzeichen von Angst. Im OF konnten keine signifikanten Unterschiede
zu den Kontrollen festgestellt werden. Die unterschiedliche Beeinflussung des Angst- und
Explorationsverhaltens ldsst eindeutige Effekte des Geschlechts mit reduzierter Angst bei den
weiblichen Tieren erkennen, die im fortgeschrittenen Alter ausgeprigter zu sein scheinen.

Anhand einer Faktorenanalyse konnten Fernandes et al. (1999) belegen, dass das Verhalten
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im EPM-Test bei Méannchen vornehmlich von Angst, bei Weibchen vom Faktor Aktivitit
beeinflusst wurde.

Die Annahme, die Ratten wiirden aufgrund der CD schlechter mit Mikro- und
Makronéhrstoffen versorgt sein, filhrte zu der Vermutung, dass die mit der CD gefiitterten
Tiere schlechtere Lern- und Gedichtnisleistungen aufweisen wiirden als die Kontrollen
(Winocur & Greenwood, 2005). Diese Hypothese konnte anhand der in dieser Arbeit
gesammelten Daten nicht bekriftigt werden. Hinsichtlich des Habituationsvermdgens im OF
gab es keine Effekte der Didt. Im NOD-Test schien es, als habe bei den CD-Ratten ein
Lernprozess stattgefunden, der bei den Kontrolltieren nicht beobachtet werden konnte.
Mogliche Erklarungsansdtze fiir die Lernverbesserungen aufgrund der CD konnten sein:
A) Die CD kann als Umgebungsbereicherung (Enrichment) angesehen werden. Aufgrund von
an unserem Institut durchgefiihrten Untersuchungen an Ratten derselben Zuchtlinie und des
gleichen Alters wird diese Mdglichkeit jedoch als unwahrscheinlich betrachtet. B) Die
Zusammensetzung der Pelletdidt der Kontrolltiere ist nicht optimal, um bestmdgliche
Lerneffekte zu erreichen. C) Die vom Fettgewebe sezernierten Adipozytokine besitzen
neuroprotektive Eigenschaften.

Die mikrostrukturelle Auswertung der BSS lieB Motivationsunterschiede zwischen den
mannlichen CD-Tieren und Kontrolltieren aufgrund der vorab gefiitterten Didt vermuten.
Wihrend die BSS der adulten, médnnlichen Kontrolltiere als eine typische Sattigungssequenz
angesehen werden kann, offenbarte die mikrostrukturelle Analyse der BSS bei den
ménnlichen und weiblichen CD-Tieren sowie weiblichen Kontrollen eine kiirzere Dauer der
Nahrungsaufnahme und ein friiheres Einsetzen des Ruheverhaltens, was zu einem vorzeitigen

Ubergangspunkt von Nahrungsaufnahme zum Ruhen fiihrte.

4.4 Diskussion der Geschlechterdifferenzen

Es ist bekannt, dass das Verhalten einer weiblichen Ratte abhéngig vom Stand des sexuellen
Zyklusses variieren kann. Aufgrund des sich regelmifig verdndernden hormonellen Statusses
bei weiblichen Individuen wird angenommen, dass die Versuchsdurchfiihrung mit weiblichen
Ratten eine groBere Variabilitit der Ergebnisse als mit minnlichen zur Folge hat. Dartiber
hinaus gibt es eine Anzahl von Reaktionen, bei denen sich die Durchschnittswerte von
weiblichen und ménnlichen Tieren deutlich voneinander unterscheiden. So sind weibliche
Ratten im Allgemeinen aktiver (Joseph & Gallagher, 1980) und scheinen weniger dngstlich
(Fernandes et al., 1999). Dies liel sich durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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bestéitigen. Geschlechtsspezifische Unterschiede auf vielen Untersuchungsebenen, wie sie in
der vorliegenden Arbeit festgestellt werden konnten, sprechen fiir eine unterschiedliche
Sensitivitdt bei weiblichen und minnlichen Ratten, bedingt durch Unterschiede in der
Physiologie und im neuronalen Entwicklungsverlauf.

Der Einfluss geschlechtsspezifischer Hormone auf das Nahrungsaufnahmeverhalten und die
Korpermasseentwicklung wurde bereits in den 70er Jahren untersucht (Wade, 1972; Bull
et al., 1974; Rowland et al., 1980). Wade und Gray (1979) wiesen darauf hin, dass ovariale
und testikulidre Steroide bedeutende Effekte auf die Korpermasseentwicklung und das
Fettverteilungsmuster von Ratten besitzen. Wihrend sich Ostradiol und Testosteron
reduzierend auf die Fettmasseakkumulation im Korper auswirken, wird die Bildung von
Fettgewebe durch Progesteron stimuliert. Diese hormoninduzierten Abweichungen in
Korpermasse und —komposition werden héufig von Unterschieden in der Nahrungsaufnahme
und im Aktivititsmuster der Tiere begleitet, was vermuten ldsst, dass diese Hormone
ebenfalls Einfluss auf das Verhalten der Tiere ausiiben. Dieser Zusammenhang tritt jedoch
nicht zwangslaufig auf (Toth et al., 2001). Hervey und Hervey (1969) konnten feststellen,
dass die Behandlung von gesunden weiblichen Ratten mit Progesteron zu einer signifikanten
Korpermassezunahme fiihrte, auch wenn sie an einer vermehrten Futteraufnahme gehindert
wurden. Sie demonstrierten folglich, dass ovariale Hormone das Korpergewicht beeinflussen
konnen, ohne auf die Nahrungsaufnahme zu wirken, was die Annahme zulieB, dass die
Anderungen des Fressverhaltens eher als eine Konsequenz des geidnderten Fett-

metabolismusses zu sehen sind und nicht den Grund fiir die Kérpermassezunahme darstellen.

Sexualhormone haben bedeutsame Effekte auf das Verhalten und den Gemiitszustand von
Individuen (Toufexis, 2007). In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass
weibliche Ratten weniger Anzeichen von Angst als deren ménnliche Artgenossen aufweisen
(Palanza, 2001). Mit Bezugnahme auf den sexuellen Zyklus wurde deutlich, dass diese
Reduktion im Angstverhalten vermehrt wihrend des Prodstrus (hohe Level von Ostrogen)
und selten wihrend des Didstrus (niedrige Level von Ostrogen) auftrat. So verbringen
weibliche Ratten im Prodstrus mehr Zeit auf den offenen Armen des EPM als didstrische
(Frye et al., 2000; Marcondes et al., 2001). Dies ldsst auf eine Abschwichung des
Angstverhaltens aufgrund des hohen Niveaus von Ostrogen schlieBen, welches an der
Modulation verschiedener Neurotransmittersysteme beteiligt ist. Bei einer Vielzahl von
Neurotransmittersystemen, eingeschlossen 5-HT, GABA und Acetylcholin, konnte ein

deutlicher Geschlechtsdimorphismus nachgewiesen werden.
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Auch hinsichtlich des Lernverhaltens konnte die Forschung der letzten Jahrzehnte die
Annahme belegen, dass Sexualhormone die Fahigkeit besitzen, auf Regionen des Gehirns
einzuwirken, die dem Lernen und Gedichtnis dienen. Die Mehrzahl der Untersuchungen
fokussierte sich auf die neuroprotektiven Effekte von Ostrogen auf kognitive Funktionen, da
Ostrogenrezeptoren in verschiedenen Arealen des Gehirns, eingeschlossen Amygdala,
cerebraler Cortex, Cerebellum und Hippocampus, nachgewiesen werden konnten (Shughrue
& Merchenthaler, 2000; Tsutsui et al., 2004). Da davon auszugehen ist, dass sich die in dieser
Studie untersuchten Weibchen zum Zeitpunkt der Verhaltensuntersuchungen nicht alle
gleichzeitig im Prodstrus sondern in unterschiedlichen Phasen des sexuellen Zyklus befanden,

ist der Einfluss der Sexualhormone als minimal zu betrachten.

4.5 Diskussion der Altersdifferenzen

Mit zunehmendem Alter ist ein charakteristischer Anstieg der Korpermasse und des
Fettgewebes zu beobachten (Das et al., 2004), bevor es zur altersbedingten Kachexie und
somit zur Reduktion von Nahrungsaufnahme und Ko&rpergewicht kommt (Thomas, 2007).
Dariiber hinaus ist eine spezielle Korperfettverteilung mit zunehmender viszeraler Fettmasse
bei édlter werdenden Individuen kennzeichnend (Huffman & Barzilai, 2009). Diese vermehrte
viszerale Fettmasse konnte mit einem Anstieg freier FS im Blut in Verbindung gebracht
werden (Bjorntorp, 1990). Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden diese
Angaben aus der Literatur bekréftigt.

In der vorliegenden Arbeit kann ein altersabhéngiger Riickgang von Gedachtnisleistungen bei
den weiblichen Versuchstieren vermutet werden. Am 2. Untersuchungstag im OF
prasentierten die jung adulten, weiblichen Ratten ein intaktes Habituationsvermogen, wahrend
die adulten Weibchen keine Anzeichen von Habituation zeigten. Ein altersbedingter
Gedédchtnisverlust kann zum einen auf die Dezimierung spezifischer Neuronenkomponenten,
zum anderen auf die Abwesenheit neuroendokriner Regulatoren und Signale zuriickgefiihrt
werden (Korol & Gold, 1998). In einer Studie von Driscoll et al. (2006) konnte an jung
adulten (3 Monate), adulten (12 Monate) und alten (24 Monate) weiblichen Fischer Ratten der
Zusammenhang zwischen Alter, Hippocampus und Gedéchtnisleistungen aufgezeigt werden.
Die 12 und 24 Monate alten Ratten zeigten neben einem altersbedingten Riickgang von
Gedédchtnisleistungen im Morris Water Maze-Test ein herabgesetztes hippocampales

Volumen (reduzierter prozentualer Anteil vom intrakranialen Gesamtvolumen). Auch eine
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altersbedingte Abnahme des Neurotransmitters Acetylcholin resultiert in verringerten
Lernleistungen, da viele kognitive Prozesse an Acetylcholin als Botenstoff gebunden sind.
Durch die Verabreichung von Cholin, dem Ausgangsstoff von Acetylcholin, kann dieser
Gedédchtnisverlust gemindert werden. Neben dem Einfluss zentraler Funktionen spielen auch
physiologische Prozesse, zu denen der Glukosestoffwechsel gehort, bei der altersbedingten
Reduktion kognitiver Fihigkeiten eine Rolle (Korol & Gold, 1998). Tierexperimentelle
Studien belegen, dass die schiddlichen Wirkungen einer gestorten Glukosetoleranz auf
kognitive Funktionen mit zunehmendem Alter starker werden (Lamport et al., 2009).

Neben Gedichtnisleistungen sind auch weitere Verhaltensweisen vom Alter eines
Individuums abhédngig. Ferguson und Gray (2005) stellten anhand von Untersuchungen im
EPM fest, dass sich mit zunehmendem Alter das Angstverhalten von SD Ratten erhdht.
Dieser Effekt kann anhand der Ergebnisse dieser Studie nicht in dieser Deutlichkeit bestatigt
werden. Im Vergleich zu den jung adulten Tieren wiesen die adulten Ratten im OF-Test zwar
weniger Eintritte und eine reduzierte Aufenthaltsdauer im Mittelfeld auf, im EPM-Test
zeigten sie jedoch mehr Eintritte auf die offenen Arme und verbrachten hier zudem mehr Zeit
als die jung adulten Ratten. Interessanterweise stellten Ferguson und Gray innerhalb derselben
Studie bei zwei weiteren Rattenstimmen eine Reduktion des Angstverhaltens mit
zunehmendem Alter fest. EIf Wochen alte Wistar und SH Ratten verbrachten weniger Zeit auf
den offenen Armen des EPM als elf Monate alte Artgenossen. Mit Bezugnahme auf eine
Studie von Pisarska et al. (2000), in der miannliche F344 Ratten einen Riickgang des
Angstverhaltens erst ab einem Alter von 24 Monaten zeigten, verwiesen Ferguson und Gray
auf Rattenstamm abhédngige Unterschiede in der altersabhingigen Entwicklung des
Angstverhaltens. Darwish und Kollegen (2001) konnten jedoch bei 3, 15 und 24 Monate alten
ménnlichen Wistar Ratten einen Anstieg angstassoziierten Verhaltens mit zunehmendem
Alter feststellen, was den Angaben von Ferguson & Gray widerspricht. Die Autoren zeigten
dariiber hinaus, dass das Prisentieren von neuartigen Objekten kurz vor der Untersuchung im
EPM unabhingig vom Alter zu einem reduzierten Angstverhalten der Tiere filihrte. Diese
Studien legen die Komplexitdt des angstassoziierten Verhaltens dar, indem sie aufzeigen, dass
neben Rattenstamm und Alter viele weitere Faktoren wie Haltungsbedingungen, Erndhrung,

Handling und Enrichment Einfluss nehmen konnen.
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4.6 Schlussbetrachtung

In modernen Zivilisationen wird der Verzehr hochkalorischer, fett- und zuckerreicher
Lebensmittel in Kombination mit einem bewegungsarmen Lebensstil lingst mit der
Entwicklung metabolischer und kardiovaskuldrer Dysfunktionen in Zusammenhang gebracht
(Schrauwen & Westerterp, 2000; Unger & Orci, 2001). Dariiber hinaus ist Fettsucht hiufig
mit psychischen Storungen assoziiert (Becker et al., 2001; Chakravarthy & Booth, 2004;
Simon et al., 2006; Teegarden & Bale, 2007). Anhand eines genetischen Tiermodels konnen
Zusammenhdnge dieser Art nicht gleichermallen addquat untersucht werden wie an einem
didtinduzierten Tiermodell der Adipositas. Aus diesem Grund wurde sich in dieser Arbeit fiir
die Verabreichung einer hochkalorischen CD entschieden.

Hinsichtlich der metabolischen Untersuchungen sind die gewonnenen Kernaussagen dieser
Arbeit, dass sich Anzeichen fiir die Entwicklung eines Metabolischen Syndroms mit
gesteigerter Korpermasse, gestorter Glukoseverwertung, erhohten Fettdepots und
Blutfettwerten vor allem in den adulten CD-Gruppen fanden. Adulte Individuen, egal ob
Mensch oder Ratte, sind demzufolge fiir die Ausprigung von Ubergewicht und hiermit
assoziierten Komplikationen priadestinierter als jiingere. Bemerkenswerterweise konnten aber
auch bei den jung adulten Ratten, bei denen es aufgrund von Kompensationsmechanismen
nicht zu der Entstehung einer optisch sichtbaren Adipositas kam, bereits Anzeichen gefunden
werden, die den Beginn eines Metabolischen Syndroms anzeigen. Bei der Ubertragung dieses
Ergebnisses auf den Menschen erscheint besonders bedenklich, dass nicht nur die anhaltend
zunehmende Anzahl an fettleibigen Kindern und Jugendlichen mit Komorbidititen rechnen
muss. Auch Jugendliche, die aufgrund einer westlichen Erndhrungsweise nicht sichtbar
iibergewichtig werden, miissen von negativen Verdnderungen im Metabolismus und
assoziierten gesundheitlichen Konsequenzen ausgehen, wenn sie unter Beibehaltung ihres
Lebensstils erwachsen werden. Weitere physiologische Daten zur Bestitigung dieser
Annahme wiren die Untersuchungen der Insulin- und Leptinwerte. Es ist anzunehmen, dass
die Gabe der CD auch auf diese einen negativen Einfluss hatte (Sinitskaya et al., 2007;
Bouanane et al., 2009).

Die Verhaltensuntersuchungen wurden mit jung adulten, nicht adipésen CD-Ratten mit
signifikant vermehrtem Fettgewebe und moderaten Verdnderungen im Metabolismus sowie
adulten, iibergewichtigen CD-Ratten mit deutlichen metabolischen Verdnderungen und

ebenfalls signifikant gesteigerter Fettmasse durchgefiihrt. Bei den jung adulten Ratten waren
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die Effekte auf das Verhalten relativ gering. Hingegen wurden die adulten Individuen
aufgrund des Angebotes der CD deutlich im Verhalten beeinflusst und wiesen einen
offensichtlichen Geschlechtsdimorphismus auf. Dies konnte vordergriindig vermuten lassen,
dass die Verhaltenséinderungen Ubergewicht zur Voraussetzung hatten. Bei genauerer
Betrachtung ist jedoch anzunehmen, dass die Anderungen im Verhalten nicht per se von der
Entwicklung einer Adipositas abhingen, sondern viel mehr durch die physiologischen
Begleiterscheinungen, wie Konzentrationsunterschiede der vom Fettgewebe sezernierten
Adipozytokine oder eine beeintrichtigte Glukosetoleranz und verminderte Insulinsekretion,
bedingt waren. Die geringeren Verdnderungen im Metabolismus bei den jung adulten Tieren
fiihrten demzufolge zu geringeren Verhaltenseffekten als die deutlichen Abweichungen im
Metabolismus der adulten Ratten. Da die Zusammensetzung des Futters neben Effekten auf
den Metabolismus auch zu Verdnderungen der neuronalen Aktivitdt im Gehirn fiihren kann,
ist anzunehmen, dass das Verhalten der in dieser Arbeit untersuchten Ratten ebenfalls durch
Modifikationen der Synthese und Ausschiittung spezifischer Neurotransmitter beeinflusst
wurde.

Auf neuronaler Ebene ist hinsichtlich der Aktivitit von Nagetieren vor allem die
dopaminbedingte Signaltransduktion im NAc von Bedeutung. Eine erhohte mesolimbische
Neurotransmission, die durch eine vermehrte Zufuhr schmackhafter Nahrungsmittel erreicht
werden kann, filhrt zu einem Anstieg der lokomotorischen Aktivitit. Auch durch die
Verabreichung einer ®-3-FS-defizienten Didt konnte sowohl bei Hamstern (Lavialle et al.,
2008) als auch bei Ratten (Levant et al., 2004) eine Erhéhung der Aktivitdt nachgewiesen
werden. Eine Hyperaktivitit des mesolimbischen Systems aufgrund von ©-3-FS-
Mangelerndhrung wurde anhand von Mikrodialyseuntersuchungen bestitigt (Zimmer et al.,
1998). Moglicherweise haben auch in dieser Studie der Verzehr der CD und die
Abwandlungen aufgenommener Mikro- und Makrondhrstoffe einen Effekt auf das
dopaminerge System und die Aktivitét der Tiere ausgeiibt.

Auch auf kognitive Funktionen hat die Verfligbarkeit spezieller Néhrstoffe essentiellen
Einfluss. Eine Vielzahl wissenschaftlicher Veroffentlichungen beleuchtet die Effekte
verschiedener Nahrstoffe auf das Gehirn und seine Funktionen (Innis, 2008: ®-3-FS; Buhusi
et al., 2008; Cheng et al., 2008a, b: Cholin; Corniola et al., 2008; Takeda et al., 2008: Zink;
Carlson et al., 2008; Gewirtz et al., 2008: Eisen; Palmer et al., 2008: Protein). Diese
Publikationen heben die Bedeutung hervor, zwischen den zugrunde liegenden Mechanismen
einer kognitiven Beeinflussung zu unterscheiden. Hierzu zéhlen epigenetische Modifikationen

(McGowan et al., 2008), oxidativer Stress, Auswirkungen auf die Zellproliferation und den
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Zelltod (Nag et al., 2008; Wong-Goodrich et al., 2008), Schadigungen der DNA sowie

Beeinflussungen von Neurotransmitterkonzentrationen (Williams, 2008).

Die Bedeutungen spezifischer Nihrstoffe flir die Entwicklung von Gehirnfunktionen,
kognitiver und mentaler Gesundheit und Préadispositionen fiir cerebrale Dysfunktionen sind
heute in ersten Ansétzen erforscht und die Erkenntnisgewinnung dariiber, wie Nahrstoffe via
Membran- und Rezeptormodulationen und Anderungen von Signalkaskaden das Verhalten
eines Individuums beeinflussen, nimmt mehr und mehr zu. Haufig konzentrieren sich die
Untersuchungen der molekularen Verdnderungen auf den Hippocampus, der besonders
empfindlich fiir Abwandlungen der Nahrung zu sein scheint (Williams, 2008). Die
Erforschung der Zusammenhdnge von Adipositas, verdnderten Transmittersystemen und
Effekten auf das Verhalten hat bisher jedoch nur unzureichend und in Ansitzen stattgefunden.
Hierfiir bietet die vorliegende Studie ein Fundament, um ankniipfende Arbeiten zur
Untersuchung der Transmittersysteme oder zur Evaluierung potentieller Appetitziigler
durchzufiihren. Durch den erstmaligen Einschluss der Faktoren Alter und Geschlecht
innerhalb einer Studie und die Unterschiede in den erlangten Ergebnissen beziiglich der
Korpermasseentwicklung, der metabolischen Parameter sowie der Verhaltenséinderungen wird
deutlich, dass weiterfilhrende Untersuchungen das komplette vierteilige Versuchsmodell
(Ménnchen und Weibchen, jiingere und éltere Individuen) integrieren miissen, da sonst
lediglich Teilinformationen erlangt werden, die zu falschen Interpretationen und
Schlussfolgerungen fiihren kénnen. Zusammenfassend liefert die vorliegende Studie einen
wichtigen Beitrag zur Charakterisierung eines Rattenmodells mit didtinduzierten
metabolischen Verdnderungen und bietet neue Erkenntnisse iiber die Rolle von Alter und
Geschlecht bei der Beeinflussung verschiedener Verhaltensprozesse durch eine

hochkalorische Erndhrung.
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5 Zusammenfassung

Adipositas als komplexes Krankheitsbild betrifft alle Bevolkerungsschichten und
Altersgruppen. Es wird geschétzt, dass allein in Deutschland 17 % der Mé&nner und 20 % der
Frauen unter Fettleibigkeit (BMI > 30) und deren Begleiterscheinungen wie kardiovaskulére
und metabolische Erkrankungen, Fettstoffwechselstérungen, Diabetes mellitus Typ 2,
Hypertonie und schwerwiegenden Schaden am Stltz- und Bewegungsapparat leiden.
Genetische Tiermodelle sind geeignet, Hypothesen zur Entstehung der Adipositas beim
Menschen zu (berpriifen, da sie die Rolle einzelner Neurotransmitter und Hormone wie

Leptin aufklaren kdnnen.

Um der bedeutenden Rolle der Umwelt bei der Entwicklung von Ubergewicht Rechnung zu
tragen, war das Ziel dieser Studie, ein Modell zum Einsatz zu bringen, das nicht auf einem
Gendefekt sondern auf einer Manipulation der Diat beruht. Da Alters- und
Geschlechtsunterschiede héaufig heterogene Ergebnisse bei identisch durchgefihrten
Untersuchungen bewirken, liegt eine Besonderheit dieser Arbeit im Einschluss systematischer
Untersuchungen der Faktoren Alter und Geschlecht innerhalb einer Studie. Die zunehmende
Verbreitung der Fettleibigkeit unter pubertierenden Jugendlichen und jungen Erwachsenen
sowie die vorherrschende Prévalenz fir Adipositas bei Menschen mittleren Alters
(50 — 69 Jahre), lie} den Schwerpunkt dieser Studie auf die Untersuchung ménnlicher und
weiblicher jung adulter (sechs Wochen) und adulter Ratten (zwd6lf Monate) fallen. Anhand
dieses multifaktoriellen Versuchsmodells wurde der Einfluss einer Cafeteria-Diat (CD), die
aus hochkalorischen, schmackhaften Lebensmitteln bestand, auf das Verhalten und
metabolische Parameter bei Sprague-Dawley (SD) Ratten untersucht.

Nach vierwochiger Verabreichung der CD zusatzlich zu den Standardpellets wurden alle
Versuchstiere in Hinblick auf ihr Angst- und Explorationsverhalten sowie ihre Lern- und
Gedachtnisleistungen im Elevated Plus Maze-Test (EPM), Open Field-Test (OF), Novel
Object Discrimination-Test (NOD) sowie in einem Habituationstest untersucht. Des Weiteren
fanden Analysen zur Behavioural Satiety Sequence (BSS) statt. Energiezufuhr sowie
Gewichtszunahme wurden téglich dokumentiert. Am Ende der Versuche erfolgte die
Durchfiihrung eines oralen Glukose Toleranz-Tests. Abschlieend wurden Blutproben zur

Analyse der Blutfettwerte entnommen und das Fettgewebe prépariert.
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Trotz ihrer erhéhten Energiezufuhr waren die jung adulten Ratten in der Lage, der
Entwicklung einer Adipositas durch Kompensationsmechanismen entgegenzuwirken,
wéhrend die adulten Ratten eine signifikant erhohte Korpermasse aufwiesen. In allen
CD-Gruppen war die viszerale Fettmasse signifikant erhoht und die Glukosetoleranz
beeintrachtigt. Die Plasmawerte der Triglyceride und freien Fettsduren waren bei den adulten
CD-Ratten in starkerem Male erhoht als bei den jung adulten CD-Tieren. In den
Verhaltenstests zeigten die mannlichen CD-Ratten vermehrte Anzeichen von Angst, wahrend
die CD-Weibchen im Vergleich zu den Kontrollen ein reduziertes angstassoziiertes Verhalten
aufwiesen. Dieser Geschlechtsdimorphismus war bei den adulten Tieren ausgepragter als bei
den jung adulten. Wahrend die Lernleistungen im NOD-Test bei allen CD-Ratten héher als
bei den Kontrollen lagen, waren im Habituationstest keine signifikanten Unterschiede
feststellbar. Bei der Untersuchung der BSS zeigten die adulten, mannlichen CD-Ratten ein
verfriintes Einsetzen des Ruheverhaltens, was zu einem vorgezogenen Ubergangspunkt vom

Nahrungsaufnahmeverhalten zum Ruhen fihrte.

Die Ergebnisse lassen einen deutlichen Effekt des Alters und des Geschlechts auf die
Entwicklung der Korpermasse und die mit ihr verbundenen Begleiterscheinungen erkennen.
Die diatinduzierten physiologischen Veranderungen gingen mit einem breiten Spektrum an
Verhaltensdnderungen einher. Durch die Integration der Faktoren Alter und Geschlecht und
die Unterschiede in den erlangten Ergebnissen beziiglich der Kdérpermasseentwicklung, der
metabolischen Parameter sowie der Verhaltensdnderungen wird deutlich, dass ankniuipfende
Arbeiten das komplette vierteilige Versuchsmodell einschlieRen missen, da es sonst zur
Erlangung von Teilinformationen kommt, die zu irrtimlichen Schlussfolgerungen fihren
koénnen. Zusammenfassend leistet die vorliegende Arbeit einen bedeutenden Beitrag zur
Charakterisierung eines Rattenmodells mit diatinduzierten metabolischen Veranderungen und
liefert wichtige Erkenntnisse Uber die Rolle von Alter und Geschlecht bei der Beeinflussung

verschiedener Verhaltensprozesse durch eine hochkalorische Ernahrung.
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6 Summary

Obesity affects a very broad level of the population. Approximately 17 % of German men and
20 % of German women suffer from obesity (BMI > 30) and its associated symptoms like
cardiovascular and lipometabolic disorders, type-2-diabetes, hypertension and severe injury of
the musculoskeletal system. Genetically manipulated animal models are suitable to study
mechanisms of human obesity as they are particularly helpful to clarify the involvement of

single neurotransmitters and hormones, as for example leptin.

Since diet induced obesity mimics the evolution of human obesity in a more lifelike way, the
intention in this study was to use an animal model of obesity which is based on manipulations
of the diet. Given that differences in age and gender often result in contradictionary outcomes
of similarly conducted tests, one distinct feature of this study is the inclusion of systematic
examinations of age and gender. The increasing spread of obesity among adolescent youths
and young adults as well as the predominating prevalence for obesity among middle-aged
people (50 — 69 years) were the decisive factors to put the main focus on the examination of
male and female young adult (six weeks) and adult rats (twelve months). On the basis of this
multifactorial design the influence of a cafeteria diet (CD) consisting of high caloric, palatable
food items on behaviour and metabolic parameters of Sprague-Dawley (SD) rats was
examined.

After four weeks of feeding the CD additionally to standard chow, all animals were tested for
their anxiety-related behaviour and learning abilities in the Elevated Plus Maze test (EPM),
Open Field test (OF), Novel Object Discrimination test (NOD) and in a habituation trial.
Additionally, the Behavioural Satiety Sequence (BSS) was analysed. Energy intake as well as
body weight gain were documented daily and glucose tolerance was measured. At the end of

the study fat tissue was dissected and blood samples were collected.

Despite their increased energy intake, younger rats were able to resist the development of
obesity through compensatory mechanisms whereas adult rats showed an elevated body
weight. In all groups fed with CD visceral fat mass was significantly enlarged and glucose
tolerance was impaired. Plasma triglyceride and free fatty acids were distinctly more affected
in the aged groups. Upon behavioural testing, male CD fed rats showed a higher anxiety-
related behaviour whereas females seemed to be less anxious than chow fed controls. This

discrepancy was again more pronounced in the older animals. When exposed to the NOD, all
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CD fed rats showed better object recognition than controls while no differences could be
found in the habituation trial. Regarding the BSS adult male CD-rats showed a premature
initiation of resting behaviour leading to a precipitate transition point between feeding and

repose.

The results show a considerable impact of age and gender on the development of obesity and
its associated symptoms. Diet induced physiological changes were accompanied by a broad
spectrum of behavioural changes. The integration of the factors age and gender and the
different results regarding body mass development, metabolic parameters and behavioural
changes reveal that following up studies must enclose the whole quadrinomial experimental
model to avoid partial information which might lead to erroneous conclusions. Summing up
this study makes an essential contribution to characterise a rat model with diet induced
metabolic changes and provides important knowledge on the part of age and gender with

regard to the influence of a high caloric diet on behavioural processes.
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