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Luftfluld unter STPD-Bedingungen

VE
Vo Sauerstoffverbrauch eines Versuchstieres unter STPD-Bedingungen
T
WAT Weil3es Fettgewebe (white adipose tissue)
13M Zuckerratten, definierter Rattenstamm
Z e Gesamtsauerstoffverbrauch
e
1 Einleitung

Adipositas ist die haufigste erndhrungsbedingte Erkrankung in der westlichen Bevolkerung. Die erhohte
Fettmasse geht dabel vielfach anderen gesundheitlichen Problemen wie sekundarem Diabetes mellitus,
Bluthochdruck und Hyperlipidamie voraus (FRIEDMAN UND LEIBEL 1992, ZHANG ET AL. 1994).
Sowohl genetische Faktoren als auch Umwelteinfllisse spielen eine wichtige Rolle als Ursache fur
exzessive Fettdeposition (WEST ET AL. 1995). Beim Menschen ist die Betelligung genetischer Defekte
bei der Fettsuchtentwicklung nachgewiesen (BOUCHARD UND P& EACUTE;RUSSE 1993, MOLL ET
AL. 1991); bel Tieren, insbesondere bei Nagern, sind zahlreiche Mutationen bekannt, die zu verschiedenen
Formen der exzessiven Fettdeposition fihren (FRIEDMAN UND LEIBEL 1992, JOHNSON ET AL.
1991). Solche Tiermodelle kdnnen die Aufkl&rung moglicher Ursachen der Adipositas beim Menschen
unterstutzen.

Bei Nagern sind 7 verschiedene Einzelgen-M utationen bekannt, die einem rezessiven Erbgang unterliegen
und bel Homozygoten eine Adipositas hervorrufen (BRAY ET AL. 1989). Am besten untersucht sind
Méause, die Trager des ob (obese)-Gens oder des db (diabetes)-Gens sind, sowie Ratten, die Trager desfa
(fatty)-Gens sind. Diese Mutationen fiihren zu einem Syndrom, das der Entwicklung einer Form der
Adipositas beim Menschen sehr &hnelt, die bereits im Jugendalter einsetzt und spater sekundaren Diabetes
mellitus hervorruft (ARGIL&EACUTE;S 1989, FRIEDMAN UND LEIBEL 1992).

Liegen die ob- und db-Mutationen bel Tieren mit sonst gleichem genetischen Hintergrund vor, so sind die
daraus resultierenden Phanotypen in Bezug auf ihren Stoffwechsel sehr dhnlich, was darauf hinweist, dal3
die Expression dieser Gene einen pathol ogischen Verlauf des gleichen Stoffwechselweges oder
Regulationskreises bewirkt (FRIEDMAN UND LEIBEL, 1992). Die Veranderungen im Stoffwechsel
sowie die gleiche Anordnung molekularer Marker um den db-Genlocus auf Chromosom 4 bei der Maus
und den fa-Genlocus auf Chromosom 5 bel der Ratte sprechen dafiir, daf3 db und fa Mutationen in
homologen Genen darstellen (TRUETT ET AL. 1991).

Die fa-Mutation trat um 1960 bel Kreuzungstieren eines Merck-Stammes M mit einem
Sherman-Rattenstamm am L aboratory of Comparative Pathology in Massachusetts spontan auf. Das
Ehepaar Zucker beschrieb diese Tiere 1961 und ziichtete aus dem urspriinglichen Hybridstamm einen
Rattenstamm, der Tréger des fa-Gens war (ZUCKER UND ZUCKER 1961). Dieser Tierstamm wird heute
nach den Erstbeschreibern als Zucker-Ratte oder 13M bezeichnet.

Homozygote Trager des fa-Gens unterscheiden sich bis zum Alter von 3 bis 4 Wochen in ihrem AuReren
nicht von normalen Tieren. Im Alter von 5 Wochen sind deutlich sichtbare Unterschiede im

K orperfettgehalt vorhanden. Die lebenslang andauernde, exzessive Fettakkumulation der falfa-Tiere ist das
auffalligste Merkmal der homozygoten fa-Gentréager. Daneben zeigen die Tiere bereits im Jugendalter
Hyperphagie, Hyperinsulindmie und Hypertriacyl-glycerindmie. Die schwerwiegendsten Verénderungen
bei falfa-Tieren und den Zeitpunkt ihres Auftretens zeigt Abb. 1.

Fur Mensch und Tier gilt gleichermalien, dal’ eine nachtrégliche Unterscheidung zwischen der priméren,
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zum Ubergewicht fiihrenden Stoffwechsel storung und den zahlreichen sekundéren Folgen, die die
exzessive Fettdeposition aufrechterhalten und verstérken, im bereits stark adiposen Organismus nicht mehr
maoglich ist. Tiermodelle mit genetisch bedingter Adipositas bieten die Moglichkeit die Anfange der
Adipositas und damit die priméren pathophysiologischen Veranderungen, die ihr zugrunde liegen, zu
untersuchen. Bisher liegen jedoch neben einer Vielzahl von Ergebnissen bei adulten Tieren wenig
Informationen Uber die friihesten Stadien der exzessiven Fettdeposition in diesen Tiermodellen vor, da bei
Untersuchungen im Sauglingsalter erhebliche methodische Schwierigkeiten auftreten (KRIEF UND
BAZIN 1991). Hier bietet zwar die Zucker-Ratte auf Grund der Korpergrol3e gegentber der Maus bessere
V oraussetzungen, Probleme ergeben sich allerdings dadurch, dal3 die Weibchen zu 99 % und die
Mannchen zu 80 % steril sind, so dal3 die Zucht unter Beteiligung heterozygoter Eltern erfolgen muli. Die
Wiirfe enthalten damit immer eine unbekannte Mischung phanotypisch normaler (+/+ oder fa/+) und
genetisch zur Fettsucht determinierter (fa/fa) Individuen. Somit limitieren die Mdglichkeiten zur
Genotypidentifikation die in den friihesten Entwicklungsstadien durchfihrbaren Untersuchungen. Bis vor
zwei Jahren standen hierflr nur physiologische Tests zur Verfligung, die eine sichere
Genotypidentifikation - je nach Versuchsbedingungen - erst am Ende der 2. L ebenswoche erlaubten
(KAUL ET AL. 1990, TRUETT ET AL. 1991). Inzwischen sind jedoch molekularbiol ogische M ethoden
entwickelt worden, die eine Zuverléssigkeit von bis zu 99 % aufweisen (KERSHAW ET AL. 1995,
SMOLLER ET AL. 1993, TRUETT ET AL. 1991). Damit kann die Genotypbestimmung in jedem Alter
anhand kleiner Gewebe- oder Blutproben durchgefiihrt werden, und es besteht die Moglichkeit,
pathophysiologische Veranderungen, die bel fal/fa-Tieren zur exzessiven Fettdeposition fuhren, bereitsin
ihren Anfangsstadien zu untersuchen.

Verandenmern die beteits wrdbrend der Verandenmeen,  die  erst nach  dem
sduzeperiode begirmen &hzetzen in Eracheimanz treten
(Alter bis ca 16 Tage) (Alter ab ca. 30 Tage)
- Gezamthorper - Plasma
“verminidette kaltew chazierte - ungesittigte Fettaiuren T 7722
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unter Kiltshelashing | - @ ehilddite enbormone 1004
=» 0, Verbrauch J - hypothalatisches
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Abb. 1: Zeitpunkt des ersten Auftretens von Anomalien bei fa/fa-Zucker-Ratten. = erhohte Werte, =
erniedrigte Werte.

Quellen: 1.) Bazin und Lavau 1982, 2.) Bazin et al. 1984, 3.) Bazin et al. 1986, 4.) Bell und Stern 1977, 5.) Boulangé et al. 1979,

6.) Boulangé et al. 1981, 7.) Charon et al. 1995, 8.) Dugail et al. 1988a, 9.) Dugail et al. 1988b, 10.) Durbin-Naltchayan et al. 1983,
11.) Fletcher et al. 1986b, 12.) Greenwood et al. 1981, 13.) Krief et al. 1989, 14.) Lavau et al. 1985, 15.) Martin et al. 1986, 16.) Martin
und Gahagen 1977, 17.) Moore et al. 1985, 18.) Planche et al. 1986, 19.) Planche et al. 1987, 20.) Planche et al. 1988, 21.) Schirardin
und Bach 1991, 22.) Schmidt et al. 1984, 23.) Shargill et al. 1983, 24.) Sheppard et al. 1980, 25.) Sern und Johnson 1977,

26.) Turkenkopf et al. 1982, 27.) Young et al. 1980, 28.) Zucker und Zucker 1962

1.1 Bisherige Befunde zum Beginn der exzessiven Fettdeposition bei der
fa/fa-Zucker-Ratte

Untersuchungen von Biopsieproben haben gezeigt, dal3 eine erhdhte Fettspeicherung bel fa/fa-Tierenim
braunen Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT) schon im Alter von 2 Tagen erkennbar ist (BAZIN ET
AL. 1984). Gleichzeitig ist auch die Thermogenesekapazitéat des BAT bei fa/fa-Tieren reduziert (BAZIN
ET AL. 1984). Ab Ende der ersten L ebenswoche folgt eine erhéhte Fettspeicherung in dem sich erst
postnatal differenzierenden weil3en Fettgewebe (white adipose tissue, WAT), begleitet von der
Aktivitatserhéhung der Lipoproteinlipase (DUGAIL ET AL. 1988a, GREENWOOD ET AL. 1981,
BOULANG&EACUTE; ET AL. 1981), der Glycerina dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (DUGAIL ET
AL. 1988b), der 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase, der Fettsaure-synthetase, der Citratlyase und des
Malatenzyms (BAZIN UND LAVAU 1982).

1.2 Frihe pathophysiologische Befunde, die als primére Ursache der fa/fa-Fettsucht
ausgeschlossen wurden

1.2.1 Hyperphagie

Obwohl Hyperphagie normalerweise an der Auspragung der fa/fa-Fettsucht beteiligt ist, wurde eine
uberméafdige Nahrungsaufnahme al's primére Storung experimentell eindeutig ausgeschlossen, da auch von
Geburt an nahrungsdeprivierte falfa-Tiere schliefdlich einen Korperfettgehalt von > 50 % erreichen
(CLEARY ET AL. 1980). Zudem entwickeln fa/fa-Welpen, die ab einem Alter von 4 Tagen kinstlich
aufgezogen werden, einen signifikant héheren Gesamtkorperfettgehalt als ihre identisch erndhrten
+/fa-Wurfgeschwister (MARKEWICZ ET AL. 1993).

1.2.2 Verminderte zitterfreie Thermogenese (non-shivering thermogenesis, NST) und
erniedrigter Basalstoffwechsel

Die thermogene Aktivitét des sympathisch innervierten BAT spielt eine wichtige Rolle im Energiehaushalt
von Kleinsdugern und Jungtieren (ECKERT 1986). Zahlreiche Befunde deuten darauf hin, dal3 die
Intensitdt der Thermogenese im BAT die Regulation des K érperfettgehaltes beeinfluft (ROTHWELL
UND STOCK 1979). Bei fa/fa-Ratten ist die Thermogenesefunktion des BAT bereits im Sauglingsal ter
beeintréchtigt (BAZIN ET AL. 1984, KRIEF UND BAZIN 1991, PLANCHE UND JOLIFF 1986). Die
erniedrigte thermoregulatorische Thermogenese im BAT kann energetisch die tberméfidige
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Energiedeposition der fa/fa-\Wel pen quantitativ erklaren (MARKEWICZ ET AL. 1993, PLANCHE ET
AL. 1983). Durch Noradrenalininjektionen kann jedoch die Wéarmeproduktion von 16 Tage alten fa/fa- und
+/fa-Welpen auf gleich hohe Werte angehoben werden und somit eine lokale Stérung im BAT als Ursache
fUr die verminderte Kélteabwehr der fa/fa-Tiere ausgeschlossen werden (SCHMIDT ET AL. 1985). Zudem
kommt es bei kuinstlich unter thermoneutralen Bedingungen bis zur 3. Lebenswoche aufgezogenen falfa-
und +/fa-Tieren auch nicht zu Unterschieden im aeroben Stoffwechsel (KAUL ET AL. 1990,
MARKEWICZ ET AL. 1993). Esist daher wahrscheinlich, dal? die reduzierte BAT-Thermogenese der
falfa-Welpen auf eine mangel hafte Aktivierung durch das sympathische Nervensystem zuriickzufGihren ist.

1.2.3 Lokale Stérung im weil3en Fettgewebe

Die Menge der im weil3en Fettgewebe gespeicherten Triacylglycerine ist abhangig von der Lipogenese und
Lipolyse in den Fettzellen und dem Import von Lipiden aus dem Blut. Wahrend der Sdugeperiode mit
reichlicher Zufuhr von Fetten aus der Milch steht dabel die Aufnahme von resorbierten Triacylglycerinen
aus dem Blut im Vordergrund. Dieser Import von Triacylglycerinen wird von der Lipoproteinlipase (LPL)
kontrolliert. Eine Erhéhung der LPL-Aktivitat im WAT findet sich bereitsbei 7 Tage aten falfa-Tieren im
Vergleich zu ihren +/fa-Wurfgeschwistern (DUGAIL ET AL. 19883, BOULANG&EACUTE; ET AL.
1981). Weiterhin sind die Aktivitéten der Glycerinal dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und der
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase im Alter von 7 Tagen, die Aktivitéten der Fettsduresynthetase, der
Citratlyase und des Maatenzymsim Alter von 9 Tagen und die Aktivitét der
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase im Alter von 14 Tagen im WAT von falfa-Tieren signifikant hoher
alsdieder +/faTiere (BAZIN UND LAVAU 1982, BOULANG&EACUTE; ET AL. 1979, DUGAIL ET
AL. 1988a, DUGAIL ET AL. 1988b, GREENWOOD ET AL. 1981). Gegen eine priméare Bedeutung der
Aktivitatserhdhung lipogenetischer Enzyme fir die exzessive Fettdeposition der fa/fa-Tiere spricht jedoch
der bel thermoneutraler Aufzucht deutlich geringere genotypbedingte Unterschied im Korperfettgehalt im
Vergleich zur Aufzucht unter Kaltebelastung (KAUL ET AL. 1990, MARKEWICZ ET AL. 1993).
AulRerdem tritt innerhalb der ersten beiden Lebenswochen keine exzessive Fettdeposition bei fa/fa-Tieren
auf Kosten der fettfreien Trockenmasse auf (KAUL ET AL. 1990, KORTNER ET AL. 1994,
MARKEWICZ ET AL. 1993). Dadie Fettdeposition unter diesen Bedingungen nicht ihren Maximalwert
erreicht, ist das Auftreten geringerer genotypbedingter Unterschiede im Korperfettgehalt mit der
Hypothese einer durch eine lokale Stérung unkontrolliert angetriebenen Fettdeposition im weil3en Fett als
primarer Ursache der fa/fa-Fettsucht unvereinbar.

1.3 Frihe pathophysiologische Befunde, die als primére Ursache der fa/fa-Fettsucht in
Betracht zu ziehen sind

1.3.1 Plasmainsulin

In den ersten beiden Lebenswochen konnten bisher keine Unterschiede im Plasmainsulinspiegel von falfa-
und +/fa-Wurfgeschwistern nachgewiesen werden (BAZIN ET LAVAU 1982, GUICHARD ET AL. 1992,
P&EACUTE;NICAUD ET AL. 1991), jedoch scheinen sich bereits frilhe Unterschiede in der
Insulinfreisetzung bel pharmakologischer Stimulation zu ergeben (ATEF ET AL. 1991, TENENBAUM ET
AL. 1994). So zeigen 16 Tage alte falfa-Tiere eine stérkere, durch Arginin stimulierte Insulinsekretion im
Vergleich zu +/?-Tieren (ROHNER-JEANRENAUD ET AL. 1985). Ungefahr zum gleichen Zeitpunkt
entwickelt sich ein leicht erhdhter Plasmainsulinspiegel bei den fa/fa-Sauglingen (BAZIN UND LAVAU
1982, CHARON ET AL. 1995, LAVAU ET AL. 1985). Eine kausale Rolle der Hyperinsulindmie fir das
Entstehen der Fettsucht in den ersten beiden L ebenswochen erscheint aber fraglich, da Rattenim
Sauglingsalter normal erwei se eine ausgepragte Insulinresistenz und Glukoseintoleranz zeigen (ISSAD ET
AL. 1987, BRAY ET AL. 1989)
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Im Fetalalter ergibt sich dagegen eine andere Situation. Am Tag 21 der Gestation kommt es bei Feten
verschiedener Stdmme (+/+) zu einem kurzfristigen starken Anstieg des Insulinspiegels auf Werte von 150
bis 230 pU/ml, wahrend die Werte am Tag 20 und 22 der Gestation unter 80 pU/ml liegen (MAY OR UND
CUEZVA 1985). Diesem Insulinpeak wird eine funktionelle Bedeutung bei der Anlage des perinatalen
Glykogenspeichers beigemessen (BASHAN ET AL. 1979, MARGOLIS 1983, MAYOR UND CUEZVA
1985, MENUELLE UND PLAS 1991). Fruhere Untersuchungen an Zucker-Ratten haben in dieser Phase
hohere Insulinwerte in Kreuzungswirfen von +/fa & falfa-Elterntieren im Vergleich zu Nachkommen von
Elterntieren, die kein fa-Gen tragen, gezeigt (TURKENKOPF ET AL. 1982). Zudem ist die Stimulation
der Lipogenese in fetalen Leberzellen durch Insulin bei Nachkommen aus +/fa & falfa-Kreuzungen
deutlich schwéacher als bei Nachkommen aus +/+ & +/fa-Kreuzungen (GOLDSTEIN UND JOHNSON
1980). Diesen Befunden wurde jedoch bisher wenig Bedeutung zugemessen, well dabel keine individuelle
Genotypbestimmung durchgefihrt werden konnte, und von verschiedenen Elterntieren abstammende
Gruppen miteinander verglichen werden mufiten.

1.3.2 Glykogen

Der unter Insulinstimulation am Ende der Gestation angel egte Glykogenspei cher stellt bel der Ratte die
entscheidende perinatale Energiereserve dar, da bei dieser Tierart zum Zeitpunkt der Geburt noch keine
Fettspeicher vorhanden sind (MAY OR UND CUEZV A 1985). Neugeborene Ratten diabetischer
Muttertiere zeigen zum Geburtszeitpunkt im Vergleich zu Neugeborenen von normalen Mittern einen
signifikant verringerten Leberglykogengehalt (CUEZVA ET AL. 1982). Ob Unterschiede in der
perinatalen Glykogenspeicherung von falfa- und +/?-Tieren auftreten, wurde bislang nicht untersucht.

1.3.3 Sympathisches Nervensystem

Nicht nur fir die Thermogenese im BAT, sondern auch fir die Insulinsekretion spielt die sympathische
Kontrolle eine wesentliche Rolle (BRAY 1989, BRAY ET AL. 1989, KRIEF UND BAZIN 1991,
ROHNER-JEANRENAUD ET AL. 1983a). Es gibt experimentelle Hinweise darauf, dal3 sowohl der
gedrosselten BAT-Aktivitét, wie auch der Hyperinsulindmie zumindest bei erwachsenen falfa-Tieren ein
erniedrigter Sympathikustonus zu Grunde liegt (ROHNER-JEANRENAUD 1983a). Andere sympathisch
regulierte, thermoregulatorische Funktionen, wie z.B. Vasokonstriktion, scheinen dagegen nicht von der
reduzierten Aktivitét des sympathischen Nervensystems bel fa/fa-Tieren betroffen zu sein (BRAY ET AL.
1989, SCHMIDT ET AL. 1984). Diesweist darauf hin, daf3 der fal/fa-Genotyp mit keiner generellen
Stérung sympathisch kontrollierter VVorgange verbunden ist.

Téagliche orale Applikation des [3-Agonisten BRL 35135 an 8-16 Tage alte fa/fa-Tiere behebt viele der
beobachteten Stoffwechselstérungen (CHARON ET AL. 1995). Kontinuierliche orale Zufuhr von
Noradrenalin wahrend der ersten beiden L ebenswochen aktiviert die Stoffwechselrate (metabolic rate, MR)
fettsiichtiger und normalgewichtiger Jungtiere in gleichem Malke (KORTNER ET AL. 1994). Jedoch kann
eine bis zum Ende der dritten Lebenswoche weitergeftihrte Behandlung mit Noradrenalin die Ausbildung
von Unterschieden in der MR sowie den Beginn der exzessiven Fettdeposition nicht mehr verhindern
(KORTNER ET AL. 1994). Das weist darauf hin, daf nicht-sympathisch kontrollierte Faktoren den Beginn
der exzessiven Fettspeicherung in der 3. Lebenswoche initiieren, auch wenn die friheren
sympathisch-kontrollierten Stadien der exzessiven Fettspeicherung unterdriickt werden kénnten.

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu kléren, zu welchem Zeitpunkt der perinatalen Entwicklung bei
falfa-Tieren erste genotypbedingte Unterschiede in der Energiespeicherung und der Regulation der
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Energiespeicherung auftreten. Dabei soll zunéchst der genaue Beginn der exzessiven Fettdeposition
ermittelt werden. Weiterhin soll kontrolliert werden, ob der gestorten Energiespei cherung im Fettgewebe
Stérungen in dem pranatal bedeutenderen L eberglykogenspei cher vorausgehen. Im Hinblick auf die
Bedeutung des sympathischen Nervensystems flr die exzessive Fettdeposition soll dartiber hinaus geklart
werden, ob eine kontinuierliche orale Stimulation mit Sympathomimetika nicht nur die MR von fa/fa- und
+/fa-Tieren auf gleichhohe Werte anheben kann, sondern auch die Gesamtkorperzusammensetzung der
fettstichtigen Tiere bis zum Alter von 16 Tagen normal halten kann.

2 Material und Methode

2.1 Versuchstierzucht

Inzuchtstamme weisen Uberwiegend identische Allele eines Gens auf. Bel der Kreuzung von
Inzuchtstammen kann es vorkommen, dal3 in der F1-Generation Allele mit einer unterschiedlichen Zahl an
Basenpaaren auf homologen Chromosomen liegen. Dies gilt auch fur den aufgrund der Ziichtungsstrategie
als "Auszuchtstamm" bezeichneten Stamm der Zuckerratten. Die F2-Generation besitzt dann je nach
Neukombination Allele mit identischen (= urspriingliche Stdmme) oder verschiedenen (= F1-Generation)
Zahlen an Basenpaaren. Diese Tatsache nutzten wir zur Genotypidentifizierung von Kreuzungstieren
mittels Polymerase-K ettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR). Dabei wurden selektiv
unterschiedlich lange Allele eines Gens in der Néhe des fa-Locus amplifiziert und in einem Gel
aufgetrennt. Die Voraussetzung fur unsere Arbeit war daher die Kreuzung von Zucker-Ratten mit einem
Rattenstamm, der sich in seinem Genom moglichst stark von dem der Zucker-Ratten unterschied. Diese
Voraussetzung erflllte die Brown-Norway Ratte (TRUETT ET AL. 1991).

Der Aufbau einer Hybridzucht erfolgte durch Paarungen von Wildtyp- (+/+) Brown-Norway (BN)
Weibchen mit genetisch fettsiichtigen (fa/fa) Zucker-Ratten (13M) Mannchen. Durch die Verpaarung von
BN-Tieren mit 13M-Tieren wurden neben dem Allel fir den Wildtyp am fa-Locus bei der Zucker-Ratte
weitere, neue Allele eingefiihrt. Da ein Einfluld weiterer Gene auf die Fettsuchtentwicklung bei
Zucker-Ratten diskutiert wird, sei angemerkt, dal? die Untersuchungen bis auf im Text angegebene
Ausnahmen an 13MBN-Nachkommen der ersten bis vierten Generation durchgefihrt wurden, deren
Elterntiere weibliche +/fa-Hybridtiere und mannliche fa/fa-Zucker- oder fa/fa- Hybridratten waren. Die
Nachkommen besal3en damit in ihrem Genom einen Anteil von 63% bis 94% des Zucker-Ratten Genoms.
Bei allen Hybridelterntieren wurde durch PCR das Vorliegen eines Cross-overs zwischen Markergen und
fa-L ocus ausgeschlossen (siehe Kapitel 2.3.1). Die Anzahl der verwandten Tiere geht aus Tab. 1 und 2
hervor.

Tab. 1; Anzahl der Tierein den Versuchsreihen, in denen keine

geschlechtsspezifische Unterscheidung erfolgte.

Zahl Zahl der Tiere
Parameter Alter der Wiirfe +/fafalfa
Triacylglycerine
BAT 24h 4 9 15
L eber 4 13 13
WAT 4 12 16
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Plasma 6 15 29
L eberglykogen Feten 5 20 21
Neugeborene 5 20 24
Insulin Feten 8 34 35
Neugeborene 5 21 18

Tab. 2: Anzahl der fir die Gesamtkor peranalyse verwandten Tiere unter Berlicksichtigung des
Geschlechtes. * = kinstlich aufgezogene Tiere.

Zahl der Zahl der Tiere

Alter [d] Wairfe +/fa falfa Geschlecht
0 6 10 8 mannlich
14 6 weiblich
1 10 14 15 mannlich
6 20 weiblich
4 7 13 7 mannlich
13 18 weiblich
7 6 10 4 mannlich
4 9 weiblich
16 7 14 10 mannlich
13 14 weiblich
16* 3 8 6 mannlich
2 7 weiblich

Die Zucker-Ratten entstammten der Zuchtkolonie am W.G. Kerckhoff-Institut in Bad Nauheim. Die zur
Einkreuzung verwandten Brown-Norway Ratten wurden von Charles River, Sulzfeld, bezogen. Da 80 %
der falfa-Mannchen steril waren, und selbst die tbrigen nicht bei allen Weibchen eine Trachtigkeit
herbeifiihren konnten, wurden die Weibchen maximal (iber zwei der in der Regel 4-tagigen Ostruszyklen
mit den fa/fa-Mannchen zusammengesetzt. Die Kontrolle, ob ein Deckakt erfolgreich war, erfolgte durch
den Nachweis von Spermien im Vaginalabstrich am Tag nach dem Ostrus (vor 15.00 Uhr). Kam es zu
einer Trachtigkeit, wurde der Tag des spermienpositiven Vaginalabstriches als Tag 0 der Trachtigkeit
gerechnet (COOKE ET AL. 1986b, WATTSET AL. 1984). Da aber auch bei spermienpositiven Weibchen
oft nur eine 10-13 Tage dauernde Pseudograviditat vorlag, wurde zur Begrenzung der Anzahl eingesetzter
weiblicher Zuchttiere eine Zykluskontrolle durch Vaginal abstriche am 4., sowie bei Ausbleiben des Ostrus
am 10.-13. Tag nach dem Deckakt durchgefiihrt. Visuell wurde die Tréchtigkeit ab dem 16. Gestationstag
erkennbar.

Die Ratten wurden einzeln oder in Gruppen in Makrolon-Kafigen (EBECO, Castrop-Rauxel) mit
Holzgranulateinstreu (Altromin) bei einer Raumtemperatur von 22° C und einer relativen L uftfeuchte von
50-60 % gehalten. Tragende Weibchen wurden ca. 3-6 Tage vor dem Wurftermin von der Gruppe getrennt.
Die fensterlosen Raume wurden von 6.00 bis 18.00 Uhr mit L euchtstoffrohren beleuchtet. Die Tiere
erhielten pelletiertes Zuchtfutter fir Ratten und Mause (Altromin 1314) und Wasser ad libitum.
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2.2 Praparationsmethoden

2.2.1 Totung der Versuchstiere und Gewinnung von Plasma
2.2.1.1 Feten

Fir die Blut- und Organentnahme bei Feten am Gestationstag 21 wurden die hochtragenden Muttertiere am
Abend vor dem Eingriff (Beginn der Aktivitétsphase der Tiere) in eine klimatisierte Kammer im
Totungsraum gesetzt, in der sie bis unmittelbar vor der T6tung stref3frei mit gewohntem Lichtrhythmus und
schallisoliert gehalten werden konnen. Zur Schnittentbindung wurden die tragenden Tiere %2 min in einer
mit CO,-geséttigten Atmosphére betaubt und dekapitiert. Die Laparotomie erfolgte median in der Linea

alba. Die Inzision beider Uterushdrner erfolgte etwain ihrer Mitte. Die Feten wurden unter Durchtrennung
der Nabelschnur und Eréffnung der Fruchthtillen entwickelt und in Rethenfolge der Entnahme auf eine
temperierte Unterlage gelegt. Die Feten waren bereits soweit geburtsreif, dald sie sofort mit der
Spontanatmung begannen. Sie wurden so rasch wie méglich in der Reihenfolge der Entnahme aus dem
Uterus dekapitiert, wobel maximal 15 min zwischen Beginn des Eingriffs und Téten des letzten Fetus
lagen. Zur Kontrolle des Einflusses der T6tungsmethode auf den fetalen Insulinspiegel wurden zwel
weitere Muttertiere mittels intrathorakaler Injektion von T61® (Hoechst) getétet. Die Entwicklung der
Welpen und die weitere Préparation erfolgte wie oben beschrieben.

2.2.1.2 Neugeborene und saugende Welpen

Bei der Gewinnung von Blut- und Organproben neugeborener Tiere wurden deren Muttertiere mindestens
24 h vor dem errechneten Geburtstermin in einer licht- und schallisolierten, bel Gifteten und im gewohnten
Rhythmus beleuchteten Box gehalten, in der wahrend der Dunkel phase eine Rotlichtbel euchtung
vorhanden war. Durch ein kleines Fenster war so eine regel maldige Kontrolle des Geburtsbeginns ohne
Stoérung des Muttertieres moglich. Die neugeborenen Wel pen wurden einzeln unmittelbar nach der Geburt
entnommen und sofort dekapitiert. 1-7 d (Tag 0 = Tag der Geburt) alte Wurfgeschwister wurden
gemeinsam von der Mutter entfernt und bis zur Tétung im thermoneutralen Temperaturbereich gehalten.
Zur Blutgewinnung wurden die Tiere durch Scherenschlag dekapitiert, 16 Tage alte Tiere wurden vor der
Dekapitation ¥2 min in einer mit CO2-geséttigten Atmosphare betaubt. Falls kein Blut ben6tigt wurde,
erfolgte die T6tung der Tiere durch intraabdominale Injektion einer Uberdosis Pentobarbital (Nembutal®,
CEVA).

2.2.1.3 Behandlung der Blutproben

Zur Gerinnungshemmung wurde dem Blut Heparin (Liguemin 5000®, Hoffmann-La Roche) im Verhdtnis
20:1 zugesetzt. Die Sammel rohrchen wurden unmittel bar nach der Blutgewinnung in einem Eisbad
gekuhlt, gewogen, bei 4° C und 2000 g 10 min zentrifugiert und in verschiedenen Aliguots bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80° C gelagert. Das Gewicht der Blutproben war fir die Ermittlung des
Verdunnungsfaktors durch das zugesetzte Heparin von Bedeutung. Alle Mel3ergebnisse von Plasmaproben
wurden mit diesem Faktor korrigiert.

2.2.2 Eviszeration fir die Bestimmung der Kérperzusammensetzung

Die Laparotomie der in Riickenlage verbrachten Tiere erfolgte median in der Linea alba, wobel der Schnitt
entlang der Rippenbtgen erweitert wurde. Nach stumpfer Préparation der Milz von der grof3en Kurvatur
des Magens wurden das Ligamentum hepatogastricum und der Osopahagus durchtrennt und Magen sowie
der kraniale DUnndarm nach sorgféltiger Befreiung von der Bauchspeicheldriise entfernt. Der restliche
Darm wurde unter Belassung des Gekroses am Tierkorper entfernt. Die Harnblase wurde eréffnet und
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entleert.

2.2.3 Organ- und Gewebeentnahme

Die Lebern der Feten und Neugeborenen wurden fur die Glykogenbestimmung direkt nach dem Ausbluten
der Tiere entnommen. Dazu wurden der Magen unter Durchtrennung des Osophagus und des Ligamentum
hepatogastricum sowie der kraniale Dinndarm mit der Bauchspeicheldriise von der Leber abgetrennt und
die gesamte Leber mit einem Teil des Zwerchfells entfernt. Das restliche anhaftende Zwerchfell wurde im
letzten Schritt sorgfaltig entfernt.

Zur Bestimmung der Gewebetriacylglycerine wurde nach der Blutgewinnung zunéchst das interscapulére
BAT sorgfdtig aus der umliegenden Unterhaut und dem wel (3en Fettgewebe herausprépariert. Danach
wurde die Leber (siehe oben) und zuletzt dasinguinale WAT, das einzige in den ersten Lebenswochen gut
entwickelte weil3e Fettlager (PLANCHE ET AL. 1987), auf beiden Seiten entnommen.

Nach der Wagung wurden die Gewebe in fllssigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung der Organ- und
Gewebeproben bis zur Messung erfolgte bel -80° C.

2.2.4 Entnahme von Proben fur die PCR

Die Préparation der Gewebeproben fir die PCR (ca. 50 mg Haut oder Muskel) erfolgte immer als letzter
Schritt. Die Proben wurden nach der Entnahme bel -80° C eingefroren. Fir die Genotyp-Kontrolle der
Zuchttiere wurden Ohrbiopsien (ca. 25 mg) verwandt, die mittels Lochzange aus den Ohren CO,-betaubter

Tiere entnommen wurden. Zur Selektion fur die kinstliche Aufzucht wurden die Genotyp-Bestimmungen
z.T. mit Proben von neugeborenen Tieren durchgefihrt, die dann im Alter von 4 Tagen in den Versuch
eingesetzt wurden. Diesen Tieren wurde unter CO,-Betaubung eine ca. 25 mg schwere Hautbiopsieim

Bereich der losen Nackenhaut entnommen und die entstandene Wunde mit einem Heft verschlossen. Zur
spateren Identifikation wurden die Tiere durch Tatowierung unterschiedlicher Pfoten gekennzeichnet. Da
der Eingriff die Entwicklung der Tiere flr einige Tage etwas verzogerte, wurde die Genotyp-Identifikation
der Neugeborenen spater mittels 2 yl Blutproben, die ohne Betdubung des Tieres durch das Kappen von ca
1 mm der Schwanzspitze entnommen wurden, durchgefihrt.

2.3 Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Genotyp-ldentifizierung

Mit der Polymerase-K ettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR) konnen beliebige DNA-Sequenzen
vervielfatigt werden, sofern man deren flankierende Sequenzen kennt. Man benétigt dazu Oligonucleotide,
die den flankierenden Sequenzen komplementér sind. Diese Oligonucleotide tbernehmen in der PCR die
Rolle der Primer. Ferner werden als Substratmol ekile alle 4 Desoxyribonucl eosi dtriphosphate bendtigt.
Als Enzym wird die hitzestabile DNA-Polymerase Tag | eingesetzt. Im 1. Schritt fihrt man durch kurzes
Erhitzen auf Uber 80° C eine Trennung des DNA Doppelstranges herbei. Im 2. Schritt kiihlt man den
Versuchsansatz ab, so dai’d die im Uberschu3 vorliegenden Primer mit den flankierenden Sequenzen des zu
amplifizierenden DNA-Segments Hybride ausbilden. Im 3. Schritt wird die Lésung auf das
Temperaturoptimum der DNA-Polymerase erwarmt und die DNA-Polymerase synthetisiert ausgehend von
den Primern an jeder Matrize den komplementéaren Strang, so dal3 DNA-Doppelstrénge entstehen. Der
komplette Zyklus, der aus den 3 beschriebenen Schritten besteht, wird 20 - 40 mal wiederholt. Am Ende
der PCR wird die GrofRe des amplifizierten Molekilsin der Gelelektrophorese festgestellt. Kommen im
Genom Allele mit einer unterschiedlichen Anzahl an Basenpaaren, aber identischen Sequenzen am Ende
des DNA-Molekils vor (Polymorphismus), so sind die amplifizierten Zielsequenzen unterschiedlich lang
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und lassen sich in der Gelelektrophorese auftrennen. Dadurch kdnnen homo- und heterozygote Tiere fir
dieses Allel molekularbiologisch identifiziert werden.

Voraussetzung fir diese Arbeit waren die in den letzten Jahren von LEIBEL UND MITARBEITERN
(Rockefeller University, New Y ork) entwickelten molekul ar-biologischen Methoden zur Aufdeckung von
genetischen Polymorphismen in Genloci in der Nahe des fa-Gens auf Chromosom 5. Der Genotyp am
fa-Locus liefd sich dadurch bei 13 MBN-Hybriden mit einer Genauigkeit von bis zu 99 % bestimmen
(KERSHAW ET AL. 1995, SMOLLER ET AL. 1993, TRUETT ET AL. 1991). Das Prinzip der
Identifikation von fal/fa- und +/fa-Tieren anhand eines molekularen Markersist in Abb. 2 dargestellt.

2.3.1.1 DNA-Gewinnung und Aufarbeitung

Das Gewebe wurde in flissigem N, gemorsert und tber Nacht einer Proteinase K-V erdauung (Boehringer

Mannheim) unterzogen. Nach einstindiger Inkubation mit RNAase A (Boehringer Mannheim) wurde die
DNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung mit Ethanol isoliert und in Aqua bidest.
aufgenommen. Alternativ wurde spéter die Aufarbeitung von ca. 25 mg Gewebe mittels QIlAamp Tissue
Kit (QIA GEN GmbH, Hilden) oder von 2 pl Blutproben mit Hilfe von InstaGene (Bio-Rad GmbH,

M Unchen) nach Herstelleranleitung durchgefihrt. Das QlAamp Tissue Kit erleichterte die
DNA-Praparation, da das zeitaufwendige Morsern des Gewebes entfiel. Das Insta-Gene Kit ermoglichte
die DNA-Préparation aus kleinsten Blutmengen. Daher wurde das Insta-Gene Kit bevorzugt zur
Genotyp-ldentifikation |lebender Tiere eingesetzt. Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde durch
Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt.
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Abb. 2: Der Erbgang des "fa"-Gens und eines molekularen Markers (M bzw. m).

Zeichnung: Heike Jauker

2.3.1.2 Ausgangsverfahren der PCR und Auftrennung der Produkte
Der Reaktionsansatz fur die PCR enthielt:

250 ng DNA

25 pM der Primer fir das Glut-1 Gen

(5GAA TGA AGCTAA GAATTGACCTTA GGT 3 und
5GTCCATGCCTGT CCTTTAGTGCTCTTG 3

TRUETT ET AL. 1991, hergestellt u.a. von Eurogentec, Darmstadt)
Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim), bestehend aus:

50 mM KCI

10 mM TrisCl (pH 8,3)

1,5 mM MgCl,

0,01 % Gelatine

je 200 uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP

0,1 Unit Tag-Polymerase | (Boehringer Ingelheim oder Gold Star DNA-
Polymerase, Eurogentec)

Das Amplifizieren der Zielsequenzen erfolgte in 30 Zyklen mit je:

1 min zum Trennen der Doppel strange bei 94°C,

1 min zur Hybridisierung der Primer mit den DNA-Einzelstréngen
bei 58°C und

1 min zur Kettenverlangerung bei 58°C

im Thermocycler (Gene Amp PCR System 9600, Fa. Perkin Elmer Cetus). Dabel wurde das 3. Segment
(58° C-Stufe) um 3 sec pro Zyklus verlangert. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels
Gelelektrophorese 5 h bei 50 V bzw. 2 h bei 100 V auf 10 x 7 cm grof3en Polyacrylamidgelen, wobel zur
optimalen Auftrennung der DNA-Banden die 10 - 12 %igen Trenngele mit 4 %igen Sammelgelen
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Uberschichtet wurden. Die Banden wurden mit Ethidiumbromid (Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
geféarbt und unter UV-Licht beurteilt und fotografiert. Die Fragmente des Brown-Norway Allels bestanden
aus 185 bp, die der Zucker-Ratten aus 195 bp. Zwei versetzte Banden signalisierten daher heterozygote,
eine einfache Bande homozygote Tiere (Abb. 3).

2.3.1.3 Modifikation der Primer

Das Glut-1 Gen lag mit ca. 8 cM relativ weit vom fa-Genlocus entfernt, so dali’ diese Bestimmungsmethode
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von < 8 % durch cross-over zwischen Markergen und fa-Gen behaftet
war (TRUETT ET AL. 1991). Ab Juli 1994 wurden deshalb zwel weitere Markergene eingesetzt, die
ungefahr 1 cM vom fa-Gen entfernt waren (KERSHAW ET AL. 1995). Mit dieser Bestimmungsmethode
erfolgte eine Nachbestimmung aller in dieser Arbeit ausgewerteten Tiere. Die Primerpaare fir diese
Markergene waren:

D5Rhm2: F5TTG ATG TCC AGC ACT CAC AG und

R5GAT ATA GCC ATA GGC AAG GAC

D4Mit119: F 5AGA AAT CTT GAA TGT AAACTCTGT GTG und
R5GTCTTA CTCACA TCT GCC TCA GA

Fur einen optimalen Ablauf der PCR wurden 0,2 mM Spermidin (Aldrich-Chemie, Steinheim) und zur
Vereinfachung des Arbeitsablaufes auch die Tag-Polymerase direkt dem Reaktionspuffer hinzugefugt. Fir
die Amplifikation der Fragmente zwischen den Primern wurden folgende Thermocyclerkonditionen
eingehalten (Personliche Mitteilung von R.Leibel, 12 Juli 1994):

Primer DSRhm2: 3 min "Warmstart" bei 94° C
20 Zyklen mit je

30sec94° C

30 sec 65° bis 55° C, bel jedem Zyklusum 0,5° C
abnehmend (‘Touchdown'-Modifikation nach DON
ET AL. 1991)

30sec72°C

20 Zyklen mit je

30sec94° C

30sec55° C

30sec72° C

Primer D4Mit119: 3 min "Warmstart" bei 94° C
35 Zyklen mit je

30sec94° C
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30sec55° C
30sec 72° C

Die Gele zur Auftrennung der PCR-Produkte entsprachen den oben angegebenen. Die DNA-Fragmente
wurden 1,5 h bei 200 V aufgetrennt. Die Grof3e der Fragmente betrug:

Primer D5SRhm2: 162 bp Brown-Norway Ratte
175 bp Zucker-Ratte

Primer D4Mit119: 140 bp Brown-Norway Ratte
134 bp Zucker-Ratte

+/fa
falfa

Abb. 3: Ethidiumbromidgefarbte PCR-Produkte des Primers Glut-1 von +/fa- und fa/fa-Tieren, wie sie sich
unter UV-Licht darstellen.

2.3.2 Bestimmung der Kérperzusammensetzung

Die Methoden zur Ermittlung der Kdrperzusammensetzung von Ratten im S&uglingsalter wurden bereits
wiederholt beschrieben (KAUL ET AL. 1990, KORTNER ET AL. 1994, MARKEWICZ ET AL. 1993)
und sind deshalb hier nur kurz zusammengefaldt. Zunachst wurde die Lebendmasse der Tiere bestimmt,
nach Toétung und Eviszeration die Feuchtmasse (d.h. Feuchtmasse = L ebendmasse - Masse des
Magendarm-Traktes und des Blaseninhaltes). Bel entbluteten Tieren wurde die entnommene Blutmasse zu
der ermittelten Feuchtmasse addiert. Die Trocknung bel 70° C bis zur Gewichtskonstanz ergab die
Trockenmasse. Das Fett wurde 24 h bei 0 bis 4 Tage alten Welpen bzw. mindestens 48 h bei dlteren Tieren
im Soxhlet-Apparat extrahiert. Nach erneuter Trocknung wurde durch Wégung die fettfele Trockenmasse
(ffTM) bestimmt. Die Masse desim Korper enthaltenen Wassers ergab sich aus der Differenz von Feucht-
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und Trockenmasse, die Fettmasse ergab sich aus der Differenz von Trockenmasse und ffTM. Neben den
Absolutwerten wurden die prozentualen Werte bezogen auf die Feuchtmasse berechnet. Soweit fir
Vergleiche erforderlich, wurden auch der Fettgehalt der Trockenmasse (Fett in Tr.) und der prozentuale
Wassergehalt der fettfreien Feuchtmasse (ffFM) ermittelt.

2.3.3 Triacylglycerinbestimmung

Zur Bestimmung der Triacylglycerine unter Verwendung eines Peridochrom-Triglyceride GPO-PAP
Testkit (TG Testkit, Boehringer Mannheim) wurden das BAT und die Leberproben in 10 ml 6 %iger
Albumin-L6sung (bovines Albumin, Fraktion V, Boehringer Mannheim) auf Eis homogenisiert. Bedingt
durch die Konsistenz des WAT mul3ten der L 6sung 700 mg Gummi Arabicum (Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) zugesetzt werden, um auch beim WAT eine ausreichende Homogenisation zu erreichen
(modifiziert nach Herstellerangabe). Fir die Bestimmung von Triacylglycerinen im Plasma wurden 10 pl
Proben eingesetzt.

Reaktionsprinzip:
Lipase

Triacylgly cerin Glycerin + 3FF3

+3HED

Glycerokinase

Glycerin + ATP Glycerin — 3 - phosphat + ADP

Glycerinphosphat -
Glycerin - 3-phosphat oxidase Dihydroxy acetonphosphat
+ O 5 + H ED 5
4 — Aminophena zon Peroxidase Chinonimin — Farbstoff
+ p— Chlorphenal +2H,0 + HCI
+ H2 o 2

Die Bestimmungsmethode basiert auf enzymatischer Spaltung der Triacylglycerine in freies Glycerin und
Freie Fettsuren. Das freie Glycerin wird durch Glycerokinase unter ATP-V erbrauch phosphoryliert. Das
entstandene Glycerin-3-Phosphat wird anschlief3end durch Glycerinphosphatoxidase zu
Dihydroxyacetonphosphat oxidiert. Das in diesem Schritt entstehende Wasserstoffperoxid reagiert mit
4-Aminophenazon und p-Chlorphenol unter Bildung eines roten Farbstoffes, dessen Extinktion bei einer
Wellenlange von 500 nm gemessen wird.

2.3.4 Bestimmung des Glykogengehaltes

Zur Bestimmung des L eberglykogengehaltes wurde ein Testkit zum Nachweis von Stérke in Lebensmitteln
(Stérke Testkit, Boehringer Mannheim) eingesetzt. Um einen vorzeitigen Abbau des L eberglykogens durch
zelleigene Enzyme zu vermeiden, wurden die gefrorenen Proben zur Aufarbeitung mit 1 ml kochendem
Wasser Uberschichtet, in eitnem Wasserbad 5-10 min gekocht und dann in 0,1 molarem Citratpuffer (pH
4,6; Boehringer Mannheim) homogenisiert (modifiziert nach PASSONNEAU UND LAUFERDALE
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1974). Das Volumen des Citratpuffers wurde so bemessen, dal? der Glykogengehalt der Probel 6sung
zwischen 0,03 und 0,4 g/l lag (fur 300 mg fetales L ebergewebe ca. 10 ml). Zum Lésen des Glykogens
wurden die Proben anschlief3end erneut 30 min gekocht und dann 20 min bei 4° C und 2200 g zentrifugiert.
Wéhrend der nachfolgenden 15-minttigen Inkubation bei 55-60° C wurde das Glykogen durch das Enzym
Amyloglukosidase (AGS) bei pH 4,6 zu D-Glukose gespalten. Die gebildete D-Glukose wurde bei pH 7,6
mit den Enzymen Hexokinase (HK) und Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) bestimmt.

Reaktionsprinzip:

AGS n D — Gukose

Gylkogen + (n-1) H,0

HE

D - Glultose + ATPE F-6-P + ADP

GeP -DH

G-6-P + NADP T Glukonat — & — phosphat

+NADPH +HT

Die Menge des bel der Reaktion gebildeten NADPH war der durch Hydrolyse des Glykogens gebildeten
D-Glukosemenge proportional und konnte aufgrund seiner charakteristischen Absorption bel einer
Wellenlange von 340 nm gemessen werden. Dabel wurde evtl. wéhrend der Prgparation bereits zu Glukose
abgebautes Glykogen mitbestimmt. Die Glukosebestimmung in Proben, die nicht mit Amyloglukosidase
inkubiert worden waren, ergab jedoch einen Gehalt an freier Glukose von nur 0,2 %.

2.3.5 Radioimmunoassay (RIA) fur Insulin

Insulin wurde mit Hilfe eines Radioimmunoassay Testkits (Serono Diagnostics, Freiburg) zur quantitativen
Bestimmung von Insulin in humanem Plasma gemessen. Je nach erwarteter |nsulinkonzentration wurden
bei Feten 20 pl, bel Neugeborenen 30 pl und bei 16 Tage alten Tieren 50-70 yl Serumaligots eingesetzt. Da
Ratteninsulin ca. 50 % schlechter an den humanen Antikorper bindet, wurde statt desim Testkit
enthaltenen humanen | nsulinstandards ein Ratteninsulinstandard (1 pg/10 pl; Novo Industries Laboratories)
zur Erstellung der Referenzkurve herangezogen. Diese Losung wurde auf 24 pU/100 pl verdinnt und
darausin 6 Schritten eine 1:1 Verdinnungsreihe bis zur Konzentration von 0,375 pU/100 Wl hergestel|t.
Weiterhin wurden folgende Kontrollansétze erstellt:
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Proben Standard
Kontrolle TA NSB Bo
Reagentien 1-n Nr. 1-7

Tierproben 0,1 ml ) ) ) ) )
Serotest - 0,1 mi - - - -
Nullstandard - - - - 0,1 mi 0,1 ml
H,O dest. - - - - 0,1ml -
Standards - - 0,1 mi - - -
Tracer 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi O1lml | 0,2ml 0,1 ml
Antiserum 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi - - 0,1 ml

Mischen und 2 h bel Raumtemperatur inkubieren
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]PEG—L(‘)'sung ] 1,0 ml ] 1,0ml ] 1,0ml ] - ]1,0ml ] 1,0 ml ‘

Die Totalaktivitét (TA) dient dem Nachweis, wieviel Radioaktivitét in jeder Probe eingesetzt wird. Die
nichtspezifische Bindung (NSB) zeigt an, wieviel des eingesetzten Tracers nicht fUr die Reaktion mit
Antikorpern zur Verfligung steht, da er unspezifisch an den Puffer oder an die Wandung des
Reaktionsgeféalies gebunden ist. Der NSB/TA-Wert gibt den prozentualen Antell des unspezifisch
gebundenen Tracers wieder und lag in unserer Untersuchung unter 5 %. Der Nullstandard (BO) zeigt die
maximal e Bindungsfahigkeit zwischen Antikorper und Tracer (Nullwert) an. Der BO/TA-Wert sollte nicht
grofer al's 50% sein und lag in dieser Untersuchung in der Regel zwischen 36 - 40 %.

Nach Zugabe von Antiserum und/oder radioaktivem Tracer wurden die beschriebenen Ansétze sowie die
zu messenden Proben zwel Stunden bel Zimmertemperatur inkubiert. Danach wurden freies und
gebundenes Antigen durch Polyethylenglykol (PEG) getrennt. Das dabei entstandene Immunprazipitat
(Antikorper-Antigen-PEG-K omplex) wurde abzentrifugiert, der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt und die Radioaktivitét desim Rohrchen verbliebenen Prézipitats mit einem Gammacounter
(Berthold, LB951G) gemessen. Mit Hilfe der Standardkurve wurde dann die Insulinkonzentration der
Proben ermittelt. Die Sensitivitét der Methode lag bei ca. 8 pU/ml.

In jedem RIA-Durchlauf wurden 2 - 3 Serumaliquots jedes einzelnen Tieres eines Wurfes zusammen mit
im Testkit enthaltenen Kontrollproben (Serotest) und einem selbst hergestellten Rattenserumpool
gemessen. Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden weitere 1 - 2 Serumaliquots bereits
gemessener Tiere im nachsten Durchlauf mitbestimmt. Zu dem gleichen Zweck wurden Proben von Tieren
aus zwel Wirfen zusétzlich in einem anderen Labor (F. Rohner-Jeanrenaud und B. Jeanrenaud, Geneva)
gemessen. Die Absolutwerte der Ergebnisse aus unserem und dem Genfer Labor unterschieden sich zwar,
flr den Wurfgeschwistervergleich ist aber entscheidend, dal? die erhaltenen Werte zueinander proportional
waren (Abb. 4). Die Interassay-Variabilitét spielte damit bei der statistischen Analyse der
genotypspezifischen Unterschiede keine Rolle, da sich die Auswertung auf Ergebnisse von
Wurfgeschwistern beschrankt, die im gleichen RIA-Durchlauf gemessen worden waren (Kapitel 2.5).

Die Intraassay-V ariabilitét wurde nach folgender Formel errechnet:

d 2
‘,Z (F100)" /2N

(aus CHARD, 1982)
und lag bei 7,8 %.
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Abb. 4: Vergleich der Ergebnisse aus Radioimmunoassays fur Plasmainsulin des eigenen Labors
(Mef3ergebnisse) mit Messungen, die im Labor von B. Jeanrenaud in Genf durchgefiihrt wurden
(Kontrollmessung). Die verschiedenen Symbole stehen jeweils fir die Tiere eines Wurfes, gefilllte Symbole
entsprechen den +/fa-, offene Symbole den fa/fa-Tieren.

2.4 Klunstliche Aufzucht

Die Methode der kinstlichen Aufzucht von Ratten ab einem Alter von 4 Tagen unter kontrollierten

Umwel tbedingungen und mit identischer Erndhrung ist ein bereits mehrfach detailliert beschriebenes
Verfahren (KAUL ET AL. 1990, MUMM ET AL. 1989, NURLEIN UND SCHMIDT 1990). Daher erfolgt
hier nur noch eine kurze Zusammenfassung und die Beschreibung von Modifikationen.

2.4.1 Versuchsaufbau

Die Versuchstiere wurden einzeln in durchsichtigen Stoffwechsel behdltern gehalten, diein einem
temperierten Wasserbad innerhab eines Klimaschrankes (Weiss Technik, Lindenstruth) schwammen
(Abb. 5).
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Abb. 5: Versuchsaufbau fur die kinstliche Aufzucht:

1) Wasserbad, 2) Heizspirale, 3) Metallgitter zur Fixation der Tierbehdlter, 4) Tierbehalter mit Ratte,
5) Luftabsaugrohr, 6) Thermoelement, 7) Temperaturverstarker, 8) Milchleitungen, 9) Kuhimantel fiir
Milchleitungen, 10) im Kihlschrank stehende Milchpumpen mit Spritzen

Aus; Mumm et al. 1989

Ein Luftabsaugrohr aus Metall ( = 3 mm) fiihrte durch eine zentrale Offnung ( = 5 mm) im Deckel bis fast
auf den Boden, und gewahrleistete damit eine ausreichende L uftzirkulation im Behélter. Die Befestigung
der Absaugrohre an einem Gestell Gber dem Wasserbad sicherte die Position der Tierbehélter, ohne deren
Rotation zu verhindern. Alle Zuleitungen zu den Tieren (Milchkatheter und Mef3¥fhler) wurden
gemeinsam aus der zentralen Deckel 6ffnung herausgeftihrt und am Ansatzpunkt des zentralen Metallrohres
befestigt. Dadurch wurde ein Verdrillen der Zuleitungen bei der Bewegung der Tiere durch eine
kompensatorische Behalterrotation verhindert.

2.4.2 Kunstliche Ernahrung

Ein Muttermilchersatz wurde nach MESSER ET AL. (1969) aus Kondensmilch (Barenmarke 12%,
Allgauer Alpenmilch GmbH, Minchen), Maiskeimél (Mazola Keimél, Heilbronn), Wasser (Stadtwerke
Bad Nauheim), Aminosduren, Mineralien (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und Vitaminen (Polybion
N-Tropfen, Merck) hergestellt (Mengenangaben siehe MESSER 1969). Der Kaloriengehalt dieser Milch
betrug ca. 7 - 8 kJ/ml. Dieses Gemisch wurde homogenisiert und mit einer Vakuumpumpe entgast. Die
portionierten Milchproben wurden bel -20° C eingefroren und nach Bedarf im Kthlschrank (+7° C)
aufgetaut. Wahrend des V ersuches wurde die Milch durch im Kiihlschrank stehende Perfusionspumpen
(Braun Melsungen AG) kontinuierlich tber intradsophageal e Katheter den Welpen zugefiihrt. Die Katheter
bestanden aus einem 3,5 cm langen, weichen Silasticschlauch (602-105, Dow Corning, Midland, USA),
der Uber das gebogene Ende eines 20 cm langen PP 10 Tubus (Dow Corning, Midland, USA) gezogen
wurde (Abb. 6). Der gebogene Bereich lag dabei im Mundwinkel der Welpen, der weiche, kurze Schenkel
endete tief im Osophagus. Die Katheter wurden durch Heftpflaster und Sekundenkleber an der Backe und
im Nacken der Tiere befestigt. Die Futterzufuhr wurde der Korpergrofde und dem Magenfillungszustand
angepaldt und von 2 ml/Tag bei 4 Tage aten Tieren auf ca. 8 ml/Tag bel 16 Tage aten Tieren erhoht. Die
Futterzufuhr variierte zwischen den Wurfen, war aber jewells fur alle Wurfgeschwister gleich.

Abb. 6: Oesophaguskatheter fir die kontinuierliche Milchversorgung der kiinstlich aufgezogenen Tiere und
dessen Fixation am Tier.

Aus; NURlein, 1989
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2.4.3 Temperatur-Mel3system

Die rektale Korpertemperatur (T,) der Welpen und die Umgebungstemperatur (T ) wurde kontinuierlich

mit 0,06 mm dicken Kupfer-Konstantan-Thermo-drahten (California Finewire, Grover City, CA)
gemessen. Zum Schutz des empfindlichen Darms war der Thermodraht von einem PP10-Schlauch
Uberzogen, dessen Ende von einem weichen, 5 mm langen, am Ende mit Silicon-Kautschuk (E41, Wacker,
Minchen) verschlossenen Silastic-Schlauch (602-105, AufRendurchmesser 0,6 mm) ummantelt war. Diese
Thermoel emente wurden zwischen 18 mm (4 Tage alte Tiere) und 23 mm (16 Tage alte Tiere) tief in das
Rektum der Tiere eingefihrt. Vor jedem Versuch erfolgte eine Kalibrierung der Thermoelemente im
Bereich zwischen 20° - 40° C. Als Eichgerét diente ein elektronisches Prazisionsthermometer (Ellab,
Roedovre, Danemark). Die Thermospannung wurde nach Verstarkung durch einen
Temperatur-Mel3verstarker (Kerckhoff-Institut, Eigenbau) tber einen 30-Kanal-Punktdrucker (Y okogawa
3081 Hybrid Recorder, nbn Elektronik GmbH, Herrsching) aufgezeichnet und durch einen Computer
(Tandon Plus, Tandon Corporation, Chatsworth, CA) gespeichert.

2.4.4 Sauerstoff-MelRsystem

Die Analyse der aus den Tierbehaltern und der Umgebung abgesaugten L uft erfolgte mittels eines
elektrochemisch arbeitenden Zwei-Kanal Sauerstoff-Analysators (S-3A/11, Ametek, Pittsburgh, USA) in
einem offenen FlulRsystem. Wahrend der Versuche wurde mit einem der Analysatorkanél e standig der
Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft registriert. Mit dem zweiten Analysatorkanal wurde abwechselnd der
Sauerstoffgehalt von 7 Tierboxen und der Umgebungs-luft im zyklischen Durchlauf je 5 min gemessen
(Abb. 7). Die Luft in jedem dieser 8 Mef3kand e wurde dabei durch Membranpumpen tber CaSO, geflllte

Trockenrohrchen und bei héheren Fluf3raten durch leere 500 ml Flaschen abgesaugt. Wegen des grof3en
Volumens der Flaschen traten die unmittelbar am

Abb. 7: Funktionsweise des Sauer stoff-Mef3systems. Dargestellt sind drei der acht Mef3kanale, die von
einem der beiden Analysatorkanéle im zyklischen Durchlauf erfalét werde. Der mittlere Kanal befindet sich
in Mef3position. 1) Tierbehalter, 2) Trockenrohrchen mit CaSO, (Drierite), 3) Filterréhrchen mit
Aktivkohle (zur Absorption organischer Gase), 4) Membranfilter, 5) Nadelventil, 6) Wasser manometer zur
Regelung und Uberwachung eines identischen Bypass- und Mef3l uftflusses, 7) Magnetventil,

8) Membranpumpe, 9) Massenfluldmesser, 10) Analysatorkanal eines elektrochemischen
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Sauer stoffanalysators.

Aus. NuRlein et al. 1993

Absaugrohr herrschenden starken Schwankungen des Sauerstoffgehaltes der Tierluft am Mef3gerét nicht
mehr auf. Nach Durchstromen von Aktivkohlefiltern, die zur Absorption organischer Molekiile dienten,
wurden Staubpartikel mit Hilfe von Membranfiltern abgefangen. Durch Magnetventile, die mit einem
Zeitgeber verbunden waren, wurde die angesaugte L uft entweder zu einem Massenflul3messer (FM 360,
Tylan General, Eching bei Miinchen) und von dort zum Sauerstoffanalysator geleitet, oder durch
Bypasspumpen in den Raum entlassen.

Damit die Luft zu den Zeiten, in denen ein Tier nicht in Mef3position war, mit derselben Flul3rate abgesaugt
wurde wie in Mef3position, war zwischen den beiden Ventilen ein Wasser-Manometer zur Kontrolle
eingebaut. Die Flul¥rate, mit der die Luft abgesaugt wurde, wurde mit zunehmendem Alter der Tiere
allmahlich von 125 auf 270 ml/min erhdht. Dadurch wurde der ansteigende Sauerstoffverbrauch der
wachsenden Wel pen berticksichtigt und die Sauerstoff-extraktion aus der Tierboxenluft bei ca. 0,5 %
gehalten. Der Sauerstoffgehalt beider Analysatorkandle, sowie eine Kennung zur Identifizierung
desjenigen Mef3kanals, der sich gerade in Mef3position befand, und der L uftfluf3 durch diesen Kanal
wurden ebenfalls durch den Computer und Punktdrucker aufgezeichnet.

Die Kalibrierung des Sauerstoffanalysators im gewtinschten Mef3bereich erfolgte durch Gasgemische mit
Sauerstoffkonzentrationen zwischen 20 und 21 %. Die Abweichung vom Sollwert lag in diesem Bereich
unter 0,01 %. Zur Kalibrierung des Massenfluldmessers wurde nach Einstellung eines konstanten
Luftflusses die Zeit gestoppt, in der ein Seifenfilm eine markierte Strecke in einem Plexiglasrohr
zurUcklegte. Die im Raum herrschende Temperatur und L uftfeuchte sowie der Luftdruck wurden ermittelt.
Das Luftvolumen des markierten Bereichs der Plexiglassaule wurde mit folgender Gleichung auf
Standardbedingungen umgerechnet.

Vsrpp = Luftvol. unter standardisierter

Temperatur (temperature),

Druck (pressure) und
Feuchtigkeit (dryness)

V = Volumen des Plexiglasrohres

Fr = Luftdruck

Fro = \Wasserdampfdruck
t = Temperatur in °C

V.o Pa— Pmo. 275
Te0. 27544

Faren =

Der errechnete L uftflul® wurde gegen die am Massenflul3messer eingestellte Spannung aufgetragen. Durch
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Wiederholung des Verfahrens bei unter-schiedlichen Flulraten zwischen 80 und 300 ml pro min wurde die
Flow-Kennlinie ermittelt.

2.4.5 Versuchsdurchfihrung

In drel Versuchsdurchl&ufen wurden jeweils 9-10 4 Tage alte Tiere aus einem Wurf (A-C) einzelnin die
Stoffwechselbehalter gesetzt. Die Tiere wurden bis zu einem Alter von 16 Tagen (Uberlebensrate: 82 %)
im diffusen Dauerlicht bei einer relativen Luftfeuchte von ca. 60 % gehalten. Da Rattenwelpen im
Sauglingsalter ihre metabolische Kalteabwehr aktivieren, wenn ihre Korpertemperatur (T.) unter 37° C

falt (SPIERS UND ADAIR 1986), wurde die Aul3entemperatur (T,) anfangs so eingestellt, dald die

Korpertemperatur aller Welpen knapp tber 37° C lag. Durch Wachstum und zunehmendes Haarkleid sinkt
im Laufe der Aufzucht die Wéarmeabgabe. AulRerdem wurde durch die Behandlung mit Noradrenalin die
Warmeproduktion der Welpen gesteigert. Daher mufdte die T, im Laufe des Versuchs allméahlich gesenkt

werden, um den Mittelwert der T zwischen 37 und 39° C zu halten. Kurzfristige T Anstiege bis auf 40° C

werden von den Jungtieren ohne Schaden toleriert (KORTNER ET AL. 1994, SCHMIDT ET AL. 1985).
Die Einstellung der T4 und die resultierende T ist in Abb. 8 beispielhaft fir Wurf C gezeigt.

Esist bekannt, daf3 unter thermoneutralen Bedingungen nur bei Fitterung geringer, nicht aber grof3er
Milchmengen bereits bis zum Alter von 16 Tagen Unterschiede in der Fettdeposition von kinstlich
aufgezogenen falfa- und +/fa-Tieren auftreten. Daher wurde die Menge der zugefthrten Milch so gering
wie moglich gehalten (MARKEWICZ ET AL. 1993). Da aber die den Tieren wahrend des Versuchs
zugefihrte Milch auch der V erdauungsgeschwindigkeit angepaldt werden mufdte, unterschieden sich die
zugefihrten Milchmengen (Wurf A: 57 ml pro Tier, Wurf B: 47 ml, Wurf C: 45 ml). Alle Welpen eines
Waurfes erhielten in 0,1 % Ascorbinsaure gel 6stes Noradrenalin (D (-)-Arterenol Hydrochlorid,
Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in gleicher Konzentration und Menge mit der Milch. Die Noradrenalin-Milch
wurde zweimal taglich frisch gemischt und homogenisiert. Dabei wurde das Noradrenalin (NA) so dosiert,
dal? die mittlere massenspezifische MR der Welpen am Ende der zweiten Versuchswoche um mehr als 100
% Uber die von kinstlich unter thermoneutralen Bedingungen aufgezogenen +/fa-Vergleichstieren
derselben Altersstufe angehoben wurde. Die Dosierung wurde abgel eitet von der ndherungsweise
bestimmten massenspezifischen MR, die durch Division der aktuell aus der Druckeraufzeichnung
interpolierten MR durch den mittleren Massewert des Wurfes zum gleichen Mef3zeitpunkt errechnet wurde.
Diein unserer Untersuchung eingesetzte NA-Dosis |lag nahe an dem oberen Grenzwert, der gerade noch
ohne Wachstumsstorungen toleriert wurde. Die resultierende metabolische Aktivitat entsprach dem
Maximum, das nach akuter NA-Stimulation unter Kétebel astung aufgezogener +/fa-Welpen zu
beobachten war (NURLEIN-HILDESHEIM UND SCHMIDT 1994). Um Stérungen der Magenmotilitét
und -entleerung vorzubeugen, wurde die NA-Dosis innerhalb der ersten Versuchstage langsam bis zur
gewunschten Stoffwechsel steigerung erhoht. Die bendtigten Konzentrationen lagen dabei in unseren
Versuchen zwischen 500 - 1900 pg - kg1 - h'l. Der Anstieg der massenspezifischen MR ist ebenfalls am
Beispiel von Wurf C in Abb. 8 dargestelit.

2.4.6 Uberwachung

Morgens zwischen 6.00 und 9.00 Uhr sowie nachmittags zwischen 16.00 und 18.30 Uhr wurden die Tiere
grundlich untersucht, gewogen, die Blase und der Darm durch leichte Massage entleert, der
Magenfullungszustand beurteilt sowie der Sitz des Katheters und der Heftpflaster Uberprift. Dabel wurden
nachmittags die Thermoel emente entfernt und die Lage der Kupfer-K onstantan-Drahte innerhalb der
durchsichtigen Schutzuiberzlige kontrolliert. Zu diesem Zeitpunkt wurde auch die T und

massenspezifische MR anhand der Drucker-aufzeichnungen beurteilt und gegebenenfallsdie T, die
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NA-Dosis und die Milchflul¥rate verandert. Bei Bedarf erfolgten Einzeltierkontrollen auch zwischen diesen
Zeiten.
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Abb. 8: Umgebungstemperatur (T,), rektale Korpertemperatur (T.) und massenspezfische

Soffwechselrate (MR) wahrend der kiinstlichen Aufzucht von Wurf C unter Noradrenalinbehandlung.
+/fa: geftillte Symbole, durchgezogene Linien; fa/fa: offene Symbole, gestrichelte Linien.
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2.4.7 Auswertung

Nach Versuchsende wurden die Rohdaten zur Auswertung auf einen Rechner (Vax 11/780) Ubertragen.
Fehlerhafte Mel3werte (z.B. durch Thermoelement-bruch oder Herausnahme eines Tieres aus den
Tierbehaltern) wurden vor der Auswertung gel scht.

Die Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs basierte gemal3 der oben beschriebenen Sauerstoffmefmethode
auf ca. 35 einzelnen Mel3werten pro Tier und Tag. Dabei wurden von den 5 min Mef3perioden jewells nur
die letzten 2,5 min ausgewertet, um Fehler, bedingt durch die Einstellzeit des Sauerstoff-Analysators auf
den Mel3wert eines neuen Mef3kanals, auszuschlief3en. Die Spannungsdifferenz, die auftrat, wenn beide
Kandl e des Zweikanal mef3systems getrocknete Umgebungsl uft maf3en, wurde vom Computer jewells
gleich Null gesetzt und fir die Zwischenzeit elne Regression zwischen den aufeinanderfolgenden
Nullwerten gebildet. Die Sauerstoffkonzentration in den Tierbehdltern entsprach damit der
Spannungsdifferenz zwischen den Mef3kandlen, die getrocknete Tierluft malden und der vom Computer
ermittelten Nullinie. Aus der Flul3rate und dieser Differenz wurde nach der Gleichung fir das offene
System von WITHERS (1977) der Sauerstoffverbrauch unter STPD-Bedingungen errechnet:

Vo, = Sauerstoffverbrauch eines

Versuchstieres (STPD)
Ve = LuftfluR (STPD)

Fls. = Sauerstoffkonzentration der
Umgebungsluft (STPD)
FEa. = Sguerstoffkonzentration der

Tierkammerluft (STPD)

RL = Respiratorischer Quotient

V- (Flo.— FEos)
1-(1- RO)- Flos

Vo

Fir beide Genotypen wurde ein respiratorischer Quotient (RQ) von 0,8, angenommen (MARKEWICZ ET
AL. 1993, PLANCHE ET AL. 1983).

Fir die Umrechnung des Sauerstoffverbrauchs der Tiere in die entsprechenden Energieumsatzwerte (MR)
wurde der dem angenommenen RQ entsprechende Umrechnungsfaktor von 0,33 W pro ml O,* min-1
zugrunde gelegt, der auf dem calorischen Aquivaent von 20 J pro ml O, basiert. Die Berechnung des

massenspezifischen Sauerstoffverbrauchs bzw. der massenspezifischen MR erfolgte, indem der jeweilige
Mef3wert fur den Sauerstoffverbrauch bzw. die MR durch den fir diesen Zeitpunkt aus der Massekurve
ermittelten Massewert dividiert wurde. Als weitere Parameter wurden:

file:///G|/Sassadat/Diss/meier/meier.htm (28 von 78) [26.05.2000 18:23:15]



Birgit Meierfrankenfeld

1.) die durchschnittliche massenspezifische MR pro 24 h fir jedes Tier berechnet [W/kg]

2.) die Gesamtmenge des pro Tier wahrend der kinstlichen Aufzucht verbrauchten Sauerstoffes [ Vo | ]
bestimmt und

3.) daraus der gesamte aerobe Energieumsatz [kJ].

Die Berechnung des Gesamtkorperenergiegehaltes aus der Fettmasse und der ffTM erfolgte mit Hilfe
folgender Umrechnungsfaktoren: Korperfett = 38 kJ/g, ffTM = 20 kJ/g. Fir die Bestimmung der im
Verdauungstrakt (milchgefillt) enthaltenen Energie wurde die ffTM mit 18 kJ/g angesetzt (MARKEWICZ
ET AL. 1993).

Damit unsere Befunde mit denen anderer Autoren direkt verglichen werden kdnnen, wurde aus den Daten
der Arbeiten von KAUL ET AL. (1990), KORTNER ET AL. (1994) und MARKEWICZ ET AL. (1993)
der Fettgehalt in der Trockenmasse und der prozentuale Wassergehalt in der ffFM der Versuchstiere
errechnet.

2.5 Statistik

Bel allen angewandten statistischen Prifverfahren wurde ein Signifikanzniveau von p 0.05 angenommen.
Lineare Regressionen wurden nach der Methode der kleinsten Quadrate berechnet. Die Signifikanz der
Korrelation wurde durch die Priifung des Korrelationskoeffizienten r auf Verschiedenheit von Null anhand
der t-Vertellung getestet (SACHS 1978). Die errechneten Regressionsgeraden wurden nach BROWNLEE
(1965) mit Hilfe eines hauseigenen Statistikprogrammes auf Parallelitét getestet. War die Nullhypothese
der Parallelitét nicht abzulehnen (p > 0,05), wurden die zugehdrigen y-A chsenabschnitte miteinander
verglichen.

Zwischen den Wiirfen traten grol3e Variationen auf, die u.a. durch unterschiedliche Welpenzahl,

L aktationsleistung des Muttertieres und unterschiedliche Geburtsmassen bedingt waren. Das hatte zur
Folge, dal3 sich die fir die verschiedenen Mef3grofien errechneten Mittelwerte der einzelnen Wrfe
erheblich voneinander unterschieden. Deswegen wurden fir alle Mef3grofen die Abweichungen vom
jeweiligen Wurfmittelwert errechnet und fir den Vergleich zwischen +/fa- und fa/fa-Tieren verwendet.
Alle Ergebnisse wurden a's arithmetische Mittelwerte und Standardfehler des arithmetischen Mittelwertes
(SEM) angegeben.

Bei der Analyse der Gesamtkorperzusammensetzung normal aufgezogener Tiere wurde die statistische
Signifikanz von Unterschieden mit Hilfe einer 3-faktoriellen Varianzanalyse unter Berticksichtigung von
Genotyp, Geschlecht und Altersstufen ermittelt, gefolgt von einem multiplen Abschluf3test
(DUNCAN-Test) zum Vergleich der einzelnen Gruppenmittelwerte. Fur die drei Wrfe kinstlich
aufgezogener, 16 Tage alter Tiere wurde entsprechend eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit Genotyp
und Geschlecht as Faktoren und Wurf als Blockfaktor durchgefthrt, ebenfalls gefolgt von einem
DUNCAN-Test. Dadie Varianz nicht homogen war, wurde die Varianzanalyse jeweils mit Rangwerten
durchgefiihrt. Diese Auswertungen erfolgten mit Hilfe des PC-Programmes SPSSWin 5.03 (SPSS Inc.,
Chicago, USA).

Fur die Messungen aller anderen, nur bei einer Altersstufe untersuchten, Parameter war der Datenpool zu
klein, um eine aussagekréaftige statistische Analyse der Geschlechtseinflisse durchzufiihren. Aus diesem
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Grunde - und weil eine Betrachtung der Daten keinen Hinweis fr eine Reduktion der Variabilitéat bei der
getrennten Betrachtung der einzelnen Geschlechter ergab - wurden die Signifikanzen der genotypbedingten
Unterschiede bei normalverteilten Mef3werten in der Abweichung vom Wurfmittelwert durch t-Test, bei
nicht normalverteilten Mef3werten mittels MANN-WHITNEY -Test (U-Test) ausgewertet. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe des PC-Programmes SigmaStat (Jandel Corporation, Erkrath, FRG).

Diein dieser Studie verwandte Rattenkolonie wurde mit Hilfe des Zeichentestes (Z-test) auf symmetrische
Vertellung der Geschlechter und Genotypen tberprift (Sigma Stat).

3 Ergebnisse

3.1 Geschlechter- und Genotypverteilung in Hybridwirfen

Bei 378 Nachkommen aus 43 fa/fa & +/fa-13MBN Kreuzungen, dieim Zeitraum vom November 1993 bis
April 1995 in der Rattenkolonie des W.G. Kerckhoff-Institutes geboren wurden, entsprach die Anzahl
mannlicher und weiblicher Tiere der erwarteten 1. 1-Verteilung, dagegen zeigten die Genotypen eine
Abweichung von der erwarteten Vertellung (Tab. 3). Unter den 190 Weibchen waren die fal/fa-Tiere mit
112 Uberreprasentiert. Dadurch waren auch die fa/fa-Tiere mit 209 von 378 Tieren stérker vertreten alsdie
+faTiere.

Tab. 3: Ergebnisse des Zeichentestes zur Prifung der Sgnifikanz der Abweichungen von der erwarteten 1:
1-Verteilung der Geschlechter bzw. Genotypen. ns = nicht signifikant

mannlich  |weiblich
378 188 190 ns
falfa 209 97 112 ns
+/fa 169 91 78 ns
p 0,05 ns p 0,05

3.2 Befunde von normal aufgezogenen Tieren

3.2.1 Postnatale Entwicklung von genotypspezifischen Unterschieden in der
Korperzusammensetzung
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Lebendmasse [g]

Zum Zeitpunkt der Geburt ist das Gesamtkdrperfett der Welpen beider Genotypen mit 50-90 mg sehr
gering und weist keine stabile Korrelation mit der Lebendmasse auf. Bereits nach 24 Stunden hat sich die
Fettmasse mehr als verdoppelt und korreliert mit der Lebendmasse (Abb. 9, Tab. 4).

Abb. 9: Korrelation zwischen Fettmasse bzw. fettfreler Trockenmasse (ffTM) und Lebendmasse von
neugeborenen und 1 Tag alten +/fa- (, -) und fa/fa- (,---) Tieren.
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Lebendmasse [g]

Die Fettmasse nimmt im Laufe der ersten L ebenswoche weiterhin rasch zu, und ist bei 7 Tage alten
falfa-Tieren erstmals signifikant gegentber der Fettmasse der +/fa-Tiere erhoht (p < 0,001 fir den
Unterschied zwischen parallelen Regressionsgeraden, Abb. 10, Tab. 4). Die ffTM der Hybridwelpen
korreliert bereits von Geburt an mit der Lebendmasse, aber die Regressionsgeraden von falfa- und
+/fa-Tieren unterscheidet sich bis zum Ende der ersten L ebenswoche noch nicht.

Abb. 10: Korrelation zwischen Fettmasse baw. fettfreier Trockenmasse (ffTM) und Lebendmasse von 4 und
7 Tage alten +/fa- (, -) und fa/fa- (, ---) Tieren.

Bei 16 Tage alten Tieren ist der Unterschied in der Fettspeicherung zwischen fal/fa- und +/fa-Tieren bereits
grol3 genug, um eine verl&dliche phéanotypische Unterscheidung beider Genotypen anhand des
Gesamtkdrperfettgehaltes durch-fihren zu kénnen (BELL UND STERN 1977, KAUL ET AL. 1990,
MARKEWICZ ET AL. 1993). In dieser Altersstufe kann deshalb die K 6rperzusammensetzung der
Hybridwel pen mit der von Zucker-Ratten-Jungtieren verglichen werden. Der Zusammenhang zwischen

L ebend- und Fettmasse &3t sich sowohl fir falfa- wie +/fa-Welpen aus der Hybridzucht wie fir solche aus
der derzeit vorhandenen Tierkolonie und solche aus der Zucker-Ratten-Kolonie von 1987 (KAUL ET AL.
1990) mit guter Naherung durch die gleichen Regressionsgeraden beschreiben (Abb. 11, Tab. 4). Dasist
von besonderem Interesse im Hinblick auf die Diskussion, ob durch die Einkreuzung der
Brown-Norway-Ratten die typische fa/fa-Adipositas bei Hybridtieren einen anderen Entwicklungsverlauf
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zeigen konnte (vgl. S. 10). Im Alter von 16 Tagen ergeben sich demnach keine Hinweise auf eine
unterschiedliche phanotypspezifische Auspragung zwischen fa/fa-13M BN-Hybridratten und den
falfa-13M-Ratten. Die Beziehung zwischen Fett- und Lebendmasseist bel den falfa-Tieren im Vergleich
zu +/fa-Tieren

Tab. 4: Korrelationskoeffizienten (r) fur die signifikanten Korrelationen von Fettmasse bzw. fettfreier
Trockenmasse (ffTM) mit der Lebendmasse.

Alter Fettmasse ffTM
Genotyp
[d] r r
0 +/fa 0,72
falfa 0,95
+/fa 0,51 0,82
1
falfa 0,69 0,92
+/fa 0,72 0,84
4
falfa 0,95 0,97
+/fa 0,87 0,76
7
falfa 0,89 0,97
+/fa 0,95 0,96
16
falfa 0,89 0,95

file:/lIG|/Sassadat/Diss/meier/meier.htm (33 von 78) [26.05.2000 18:23:15]



Birgit Meierfrankenfeld

16 Tage alt

Fettmasse [g]

20 25 30 35 40
Lebendmasse [g]

Abb. 11: Korrelation zwischen Fettmasse bzw. fettfreier Trockenmasse (ffTM) und Lebendmasse von 16
Tage alten +/fa- (gefiillte Symbole, durchgezogene Linien) und fa/fa- (offene Symbole, gestrichelte Linien)
Zuckerratten und Hybridtieren. : Zuckerratten von 1987; : Zuckerratten von 1994; : Hybridtiere.

deutlich zu hdheren Werten parallelverschoben (p < 0,001), wogegen die Beziehung zwischen der ffTM
und der Lebendmasse der falfa-Tiere im Gegensatz dazu geringfuigig, aber auch signifikant (p < 0,01) zu
niedrigeren Werten parallelverschoben ist.

Unterschiede in der Korperzusammensetzung von falfa- und +/fa-Tieren sind in der Abb. 12 als
Abweichung vom Wurfmittelwert dargestellt. Da Geschlechts-unterschiede in der

K orperzusammensetzung bereits frih in der Entwicklung auftreten (TRUETT ET AL. 1995) und die
Verteilung von mannlichen und weiblichen Tieren auf die beiden Genotypen variiert, werden die Daten
beider Geschlechter getrennt aufgeftihrt.
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Abb. 12: Vergleich der Korperzusammensetzung weiblicher und méannlicher +/fa- (-) und fa/fa- (---) Tiere.
Gezeigt ist die Abweichung () vom Wurfmittelwert mit dem Standardfehler (SEM, nur in einer Richtung
dargestellt). ffTM = fettfreie Trockenmasse.

Die Werte fur die Feuchtmasse 1 bis 16 Tage ater mannlicher fa/fa-Tiere weichen mit dem L ebensalter
zunehmend von der Feuchtmasse der +/fa-Tiere nach oben ab. Gleiches gilt fir die weiblichen falfa-Tiere
in Bezug auf ihre +/fa-Wurfgeschwister. Die weiblichen fal/fa- bzw. +/fa-Tiere zeigen in jeder Altersstufe
eine geringere Feuchtmasse als die mannlichen Wurfgeschwister des gleichen Genotyps (multifaktorielle
Varianzanalyse, signifikanter Einfluf3 von Genotyp und Geschlecht und Interaktion zwischen Genotyp und
Alter, Tab. 5). Der Vergleich von Abb. 12 und Abb. 13 zeigt, dal3 sich die Veréanderungen von Feucht- und
L ebendmasse weitgehend entsprechen.
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Abb. 13: Vergleich der Lebendmasse weiblicher und ménnlicher +/fa- (-) und fa/fa- (---) Tiere. Gezeigt ist
die Abweichung () vom Wurfmittelwert mit dem Standardfehler (SEM, nur in einer Richtung dargestellt).

Tab. 5: Durch Varianzanalyse ermittelter Einflul3 von Alter, Genotyp und Geschlecht auf die Feuchtmasse,
Fettmasse, fettfreie Trockenmasse (ffTM) und Wasser masse. Unter sucht wurde die Abweichung () vom
Wurfmittelwert flr die Absolutwerte und die prozentualen, auf die Feuchtmasse bezogenen Werte. f (fatty)
= fa/fa-Tiere, | (lean) = +/fa-Tiere, w = weibliche Tiere, m= méannliche Tiere.

Absolutwerte prozentuale Werte
abhangige | Feucht- | Fett- Wasser- | Fett- Wasser-
ffTM ffTM
Variable | masse | masse masse | masse masse
Alter (A) ns ns ns ns ns ns ns
Genotyp p<0,001 | p<0,001 | p<0,05 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
ns
(©) f>1 | f>1 | f> E>1 | I>f | I>f
p<0,001 p<0,001 | p<0,001
Gesc(:gl)echt ns ns ns ns
m>w m>w | m>w
AundG | p<0,05 |p<0,001 ns ns p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Aund S ns p<0,05 ns ns ns ns ns
Gund S ns ns ns ns ns ns ns
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Der Unterschied in der Feuchtmasse zwischen beiden Genotypen ist hauptséchlich durch die Zunahme der
Fettmasse der falfaWelpen im Vergleich zu den +/faaWurfgeschwistern bedingt (signifikanter Einfluf? des
Genotyps und Interaktion zwischen Genotyp und Alter, Tab. 5). Wie Abb. 12 zeigt, beginnt die exzessive
Fettdeposition bel fal/fa-Welpen beider Geschlechter zum gleichen Zeitpunkt: Genotypspezifische
Unterschiede in der Fettmasse treten bereits bel 4 Tage alten Tieren auf und werden bel 7 Tage alten Tieren
signifikant (Tab. 6).

Quantitative Unterschiede in der Feuchtmasse, die sich nicht durch Unterschiede in der Fettmasse und
ffTM erklaren lassen (Abb. 12), ergeben sich aus Unterschieden in der Wassermasse (Abb. 14). Die
statistische Analyse der Wassermasse ergibt keinen genotypspezifischen, wohl aber einen signifikanten

geschlechtsspezifischen Unterschied (Tab. 5). Wegen der kleineren Feuchtmasse der weiblichen Tiere tritt
jedoch kein geschlechtsspezifischer Unterschied mehr auf, wenn man den prozentualen Wasseranteil an
der Feuchtmasse zwischen den Geschlechtern vergleicht. Im prozentualen Wasseranteil der Feuchtmasse
sind dagegen genotypspezifische Unterschiede vorhanden: Aufgrund ihrer grofderen Fettmasse ist der
prozentuale Wasseranteil der fa/fa-Ratten kleiner as der ihrer +/fa-Wurfgeschwister (signifikanter Einfluf3
des Genotyps und Interaktion zwischen Genotyp und Alter, Tab. 5).

Die ffTM von falfa-Welpen ist von der Geburt bis zum Alter von 16 Tagen nur geringfligig, aber
signifikant hoher als die der +/faWelpen (Tab. 5, Abb. 12). Die wesentlich grofiere Fettmasse der
falfa-Tiereist die Ursache dafUr, dal3 der prozentuale Anteil der ffTM an der Feuchtmasse bel falfa-Tieren
signifikant niedriger ist als bei ihren +/faWurfgeschwistern (Tab. 5). Wie Tab. 5 aul3erdem zeigt, ist die
ffTM weiblicher Tiere kleiner a's die mannlicher Tiere. Drickt man die ffTM als prozentualen Anteil an
der Feuchtmasse aus, ist dieser geschlechtsspezifische Unterschied auf Grund der geringeren Feuchtmasse
der weiblichen Tiere nicht mehr nachzuwei sen.
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Abb. 14: Vergleich der Wassermasse und des prozentual en Wassergehaltes der Feuchtmasse von
wei blichen und mannlichen +/fa- (-) und fa/fa- (---) Tieren. Gezeigt ist die Abweichung () vom

AVassermasse [¢]

AwWassergehalt [%9)
L]

mannlich

16 0
Alter [d]

Wurfmittelwert mit dem Standardfehler (SEM).

Tab. 6: Genotypspezifische Effekte, bestimmt mit Hilfe des Duncan’s multiple range Testes. Weitere

Erklarungen s. Tab. 5.

] Alter | Ge Absolutwerte prozentuale Werte

Fett- Wasser- |  Fett- Wasser-
schlecht [Feucht-masse ffTM ffTM

masse masse | masse masse

0 mannl. ns ns ns ns ns ns ns

welbl. ns ns ns ns ns ns ns

1 mannl. ns ns ns ns ns ns ns

weibl. ns ns ns ns ns ns ns

4 mannl. ns ns ns ns ns ns ns

welbl. ns ns ns ns ns ns ns
7 mannl. ns p<0,05 ns ns p<0,05 ns p<0,05
weibl. p<0,05 p<0,05 | p<0,05 ns p<0,05 ns p<0,05
16 | méannl. p<0,05 p<0,05 ns ns p<0,05 | p<0,05 | p<0,05
welbl. ns p<0,05 ns ns p<0,05 |p<0,05 | p<0,05
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Das inguinale Fettdepot wiegt bei den 1 Tage aten Tieren im Mittel 58 mg (SEM = 8), dasBAT 67 mg
(SEM =7) und die Leber wiegt 273 mg (SEM = 20, N jewells = 4 Wirfe). Obwohl der
Triacylglyceringehalt in jedem der drei Organe bel den fal/fa-\Wel pen geringfligig hoher liegt als bei den
+/faWelpen (Abb. 15), ist die Variabilitét - auch innerhalb eines Wurfes und eines Geschlechtes - so grof3,
dal? keine genotypspezifischen Unterschiede nachzuweisen sind (p = 0,70). Die Plasmatriacylglycerinwerte
der Tiere aus 6 Wiirfen liegen zwischen 0,8 und 3 g/l. Bel starker Streuung der Werte unterscheiden sich
die geringfiigig niedrigen Werte der genetisch fettsiichtigen Tiere nicht signifikant von denen der
+faTiere (p=0,3).

Abb. 15: Vergleich der Gesamtmenge der Triacylglycerine der Leber, des interscapuléren braunen
Fettgewebes (BAT) und des inguinalen weil3en Fettgewebes (WAT) von 1 Tag alten +/fa- () und fa/fa- ()
Tieren. Gezeigt ist die Abweichung () vom Wurfmittelwert.

3.2.2.2 Leberglykogen

Die Lebermasse der Feten ist mit 362 mg (SEM = 11, N = 5 Wiirfe) signifikant hoher als die der
neugeborenen Tiere mit 326 mg (SEM = 13, N = 5 Wrfe), wobei weder bei den Feten noch bei den
neugeborenen Tieren genotypspezifische Unterschiede zu erkennen sind. Der prozentuale

L eberglykogengehalt der Feten und Neugeborenen unterscheidet sich nicht und liegt, ebenfalls ohne
genotypspezifische Unterschiede, zwischen 7 % und 11 %. Die Abweichung des Gesamtleberglykogens
vom Wurfmittelwert (Abb. 16) zeigt keine Unterschiede zwischen falfa- und +/fa-Genotypen. Bel der
Betrachtung der Einzelwerte (Abb. 17) wird deutlich, dal3 die starke Variabilitét nicht durch Unterschiede
zwischen den einzelnen Wrfen bedingt ist, sondern auch innerhalb der Wirfe auftritt.
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Abb. 16: Vergleich der Gesamtmenge des Leberglykogens von Feten und Neugeborenen +/fa- () und fa/fa-
() Tiere. Gezeigt ist die Abweichung () vom Wurfmittelwert.
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Abb. 17: Lebermasse und prozentualer Glykogengehalt der Leber von +/fa- () und fa/fa- () Feten am Tag
21 der Gestation und von neugeborenen Tieren innerhalb 10 min nach natirlicher Geburt.

3.2.3 Plasmainsulin

Bei der Aktivierung der Glykogensynthetase in der spaten fetalen Entwicklungsphase ist Insulin von
grof3er Bedeutung (MARGOLIS 1983, MAY OR UND CUEZVA 1985, MENUELLE UND PLAS 1991).
Dain unseren Untersuchungen genotypspezifische Unterschiede in der perinatalen Glykogenspei cherung
nicht auftraten, wurde der von anderen Autoren postulierte genotypspezifische Unterschied in den
Plasmainsulinspiegeln von Feten am Tag 21 der Gestation tberprift. Wir fanden, dal? der fetale
Plasmainsulinspiegel der Hybridtiere ebenso hoch und variabel ist wie der, der fur Zucker- und
Albinoratten angegeben wird (MAY OR UND CUEZVA 1985, TURKENKOPF ET AL. 1982). Die
Plasmai nsulinwerte streuen jedoch ohne Genotyp-Korrelation zwischen 100-400 pU/ml, der Mittelwert
liegt bei 190 pU/ml (SEM = 13, N = 8 Wiirfe). Etwa einen halben Tag spater, weniger als 10 min nach
natrlicher Geburt, liegen die Plasmainsulinspiegel mit 88 pU/ml (SEM =4, N =5 Wirfe) um ca. 50 %

niedriger als die der Feten am Tag 21 der Gestation (Abb. 18). In Abb. 19 ist die Abweichung der
Plasmainsulinspiegel vom Wurfmittelwert dargestellt. Auch hier zeigt sich sowohl fir Feten as auch fir
Neugeborene kein Einfluld des Genotyps.

Um zu prifen, ob die zur T6tung des Muttertieres verwandte Methode einen Einfluf3 auf den Insulinspiegel
der Feten haben kénnte, wurden zwei Muttertiere anstatt durch Dekapitation nach CO,-Narkose durch

intrathorakale T61-1njektion getttet. Wie Abb. 18 zeigt, ist weder ein Unterschied des fetalen
Insulingehalts zwischen diesen beiden Wiirfen (#7 und 8) und den anderen nachzuweisen, noch ergeben
sich in diesen Wirfen genotypspezifische Unterschiede. Zur weiteren Kontrolle wurde der
Plasmainsulinspiegel von Feten aus zwel weiteren Wirfen (#9 und 10) bestimmt, die aus Kreuzungen von
mannlichen +/+-Zucker-Ratten und weiblichen +/fa-13MBN Hybridtieren stammten, also keine fal/fa-Tiere
enthalten konnten. Auch die Werte von diesen Feten (+/+ und +/fa) streuen im gleichen Bereich, wie die
von Feten der Wirfe, die fa/fa-Tieren enthalten.

Abb. 18: Plasmainsulinspiegel von +/fa- () und fa/fa- () Feten am Tag 21 der Gestation und neugeborenen
Tieren. Die Wirfe #9 und 10 () stammen aus Kreuzungen von +/+-Mannchen mit +/fa-Weibchen.
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Abb. 19: Vergleich des Plasmainsulinspiegels von +/fa- () und fa/fa- () Feten am Tag 21 der Gestation und
von neugeborenen Tieren innerhalb von 10 min nach natirlicher Geburt. Gezeigt ist die Abweichung ()
vom Wurfmittelwert.
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3.3 Ergebnisse von kinstlich aufgezogenen und mit Noradrenalin behandelten Tieren
3.3.1 Wachstum

Die Lebendmasse der im Alter von 4 bis 16 Tagen kinstlich aufgezogen und mit Noradrenalin behandelten
Tiere steigt von etwa 10 auf 20 g an (Abb. 20). Dabel ist Zunahme in den ersten Versuchstagen etwas
geringer als gegen Versuchsende. Die Tiere erreichen damit nicht die gleiche Kdrpermasse wie normal
aufgezogene 16 Tage alte Tiere (Abb. 11). Die Lebendmasse der Tiere aus Wurf A liegt wéhrend der
gesamten Versuchsdauer Uber der der Tiere aus Wurf B und C (Abb. 20).

Die genotypspezifischen Unterschiede im Wachstum sind in Abb. 21 dargestellt. Zu Versuchsbeginn haben
diefalfa-Tiere eine geringfiigige, aber nicht signifikant hthere Kérpermasse als die +/fa-Tiere (p = 0,3;
dreifaktorielle Varianzanalyse mit Genotyp und Geschlecht als Faktoren und Wurf als Blockfaktor). Dieser
Unterschied bleibt bis zum Alter von 12 Tagen erhalten (Abb. 21). In den letzten Versuchstagen nehmen
die falfa-Tiere jedoch deutlich langsamer zu als die +/fa-Geschwister, so dal’ die Werte fur die

L ebendmasse der falfa-Tiere unter dem Wurfmittelwert liegen und die der +/fa-Tiere dartiber. Am
Versuchsende im Alter von 16 Tagen sind die falfa-Tiere um mehr als 1 g leichter alsihre
+/fa-Wurfgeschwister. Diese Entwicklung weicht deutlich von der nattirlich aufgezogener, unbehandelter
Tiere ab, bei denen fal/fa-Tiere im Alter von 16 Tagen schwerer alsihre +/fa-Wurfgeschwister sind

(Abb. 13).

3.3.2 Sauerstoffverbrauch

Der Gesamtsauerstoffverbrauch der falfa-Tiere erreicht wé'\hreno_l_ der kinstlichen Aufzucht unter
Noradrenalinbehandlung - dhnlich wie in den Versuchen von KORTNER ET AL. (1994) - gleich hohe
Werte wie der Gesamtsauerstoff-

25 r
—ea— Wurf A
= —= - Wurf B
o 20T e wurfc T
o =l
£ 15}
=
o
S 1w0fe"
5 Tl 1 1 1
4 8 12 16

Alter [d]

Abb. 20: Durchschnittliche Lebendmasse der kinstlich aufgezogenen noradrenalinbehandelten Tiere aus
den Wirfen A-C.
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verbrauch der gleich behandelten +/fa-Wurfgeschwister (Tab. 7). Allerdings treten Unterschiede zwischen
den Wiirfen auf. Der Gesamtsauerstoffverbrauch der Tierein Wurf A liegt Gber dem der Tierein den
Wirfen B und C (Tab. 7). Dagegen ist der massenspezifische Sauerstoffverbrauch und damit auch die
massenspezifische MR der Wiirfe A-C ahnlich (Abb. 22 oben), dadie Tierein Wurf A eine hohere

L ebendmasse haben (Abb. 20). Betrachtet man aber beide Genotypen getrennt, weisen die falfa-Tiere auf
Grund der geringeren Zunahme der Lebendmasse (Abb. 21) am Versuchsende eine hthere
massenspezifische MR auf alsihre +/fa-Wurfgeschwister (Abb. 22 unten).

10 r NA-behandelt

T 05}
1 1]
: N SR
_g 00 F
[
g rt
2 .05
<]

10t

4 8 12 16
Alter [d]

Abb. 21: Vergleich der Lebendmasse der noradrenalinbehandelten +/fa- (-) und fa/fa- (---) Tiere. Gezeigt
ist die Abweichung () vom Wurfmittelwert mit dem Sandardfehler (SEM; nur in einer Richtung
dargestellt).

3.3.3 Kdrperzusammensetzung

Im Alter von 16 Tagen ist die Feuchtmasse der falfa-Tiere signifikant niedriger als die der
+/fa-Wurfgeschwister (Tab. 8). Neben dem genotypspezifischen Unterschied ist auch eine signifikant
hohere Feuchtmasse bei mannlichen Tieren nachzuweisen (Tab. 8). Im Vergleich zur Fettmasse der normal
aufgezogenen 16 Tage alten Tiere (Abb. 11) ist die Fettmasse der behandelten fa/fa- und +/fa-Tiere sehr
niedrig (Tab. 7). Ein genotypspezifischer Unterschied tritt nicht auf (p = 0,8), dagegen ist die Fettmasse der
weiblichen Tiere signifikant hdher as die der mannlichen Tiere (Tab. 8). Die Werte fur die ffTM der
noradrenalin-behandelten Tiere liegen geringfiigig unter den Ergebnissen fir die ffTM normal
aufgezogener Tiere. Wenn man aber die niedrigere Lebendmasse der noradrenalinbehandelten Tiere
berlicksichtigt, wird deutlich, dal3 der Anteil der
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Abb. 22: Durchschnittliche massenspezifische MR der noradrenalinbehandelten Tiere aus den Wiirfen A-C
(oben) und Abweichung () der Werte von +/fa- () und fa/fa- (---) Tieren vom Wurfmittelwert (unten) mit
dem Standardfehler (SEM; nur in einer Richtung dargestellt). Die zum Vergleich gezeigten
Thermoneutralwerte wurde aus Kaul et al. 1990 entnommen.

Tab. 7: Feuchtmasse, Fettmasse und fettfreie Trockenmasse (ffTM) kinstlich aufgezogener,

noradrenalinbehandelter 16 Tage alter Welpen sowie deren Gesamtsauer stoffver brauch (Z F‘“) wahrend
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des Versuchszeitraums.
Feuchtmasse |[Wassermasse |Fettmasse :
Wurf - [g] [d] [d]
fafatfia  fafa +/fa
falfa+/fa falfa+/fa falfa+/fa
A 202 |209 |148 (154 |13 |16 41 39 [188 169
181 (222 |124 (167 (19 |14 |38 41 (166 |16.8
19.1 140 13 3.8 17.2
202 146 16 40 17.1
210 155 16 39 170
B 182 [19.0 [13.8 (147 |09 |09 |35 34 (153 (154
178 |17.7 |13.7 (136 (0.7 (0.7 |34 34 (156
15.2 112 09 3.1 15.7
167 125 0.9 33 15.4
170 12.7 1.0 33
C 175 [178 |13.3 |13.7 [0.8 |06 |34 35 [16.1 (158
165 |176 [123 [133 [09 (08 |33 35 |158 |16.6
164 187 |123 (143 (08 [09 |33 35 16.5
17.7 135 08 34 15.7
180 138 0.8 35 158
170 0.6 3.3

ffTM an der Korpermasse der behandelten Tiere hoher ist als der der normal aufgezogenen Tiere (vgl. Tab.
7 und Abb. 11). Wie bei der Fettmasse zeigt sich auch bei der ffTM kein signifikanter Einfluf3 des
Genotyps (p = 0,1). Die ffTM der méannlichen Tiere ist signifikant hdher als die der weiblichen (Tab. 8).
Die im Korper enthaltene Wassermasse zeigt als einziger Parameter der Korperzusammensetzung neben
dem signifikanten Einfluf3 des Geschlechts auch einen signifikanten Einfluf3 des Genotyps (Tab. 8). Dabel
ist die Wassermasse der +/fa-Tiere hoher als die der fa/fa-Tiere und die der mannlichen Tiere hoher alsdie
der weiblichen.

Tab. 8: Durch zweifaktorielle Varianzanalyse ermittelter Einflul3 von Genotyp und Geschlecht auf die
Feuchtmasse, die Fettmasse, die fettfreie Trockenmasse (ffTM) und die Wassermasse. Unter sucht wurden
die Abweichung () vom Wurfmittelwert bei 16 Tage alten Tieren. Neben den Absolutwerten wurde der
prozentuale Antell des Fettesin der Trockenmasse (Tr.) und der Antell des Wassers in der fettfreien
Feuchtmasse (ffFM) analysiert. f (fatty) = fa/fa-Tiere, | (lean) = +/fa-Tiere, w = weibliche Tiere, m=
mannliche Tiere.

Absolutwerte prozentuale Werte

Feucht- Fett- Wasser- Wasser
ffTM Fettin Tr.

masse masse masse in ffFM

file:/lIG|/Sassadat/Diss/meier/meier.htm (46 von 78) [26.05.2000 18:23:16]



Birgit Meierfrankenfeld

p<0,05 p<0,001 p<0,01
Genotyp (G) ns ns ns
f<l f<l f<l

Geschlecht () | P<0.05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05

m>w m<w m>w m>w m<w m>w

Gund S ns ns ns ns ns ns

Wegen der beobachteten Unterschiede in der Wassermasse von fa/fa- und +/fa-Tieren wurde der
prozentual e Fettgehalt nicht auf die Feuchtmasse, sondern auf die Trockenmasse bezogen. Die Werte fir
den prozentualen Fettgehalt in der Trockenmasse der behandelten fa/fa- und +/fa-Tiere liegen zwischen

15 % und 33 %. Im Vergleich dazu streuen die Werte fiir den prozentualen Fettgehalt in der Trockenmasse
normal aufgezogener 16 Tage alter +/fa-Tiereim Bereich von 18 - 37 %. Bel den behandelten Tieren treten
zwar geschlechts-, aber keine genotypspezifischen (p = 0,3) Unterschiede auf (Tab. 8). Um umgekehrt
auch die Unterschiede im Wassergehalt unabhangig von den Unterschieden im Fettgehalt beobachten zu
koénnen, wurde in dieser Versuchsserie der prozentuale Wassergehalt der fettfreien Feuchtmasse ermittelt.
Der auf die fettfreie Feuchtmasse bezogene Wassergehalt der noradrenalinbehandelten Tiere aus
kinstlicher Aufzucht liegt mit 77 - 81 % im gleichen Streuungsbereich wie der normal aufgezogener Tiere.
Wie fur die Wassermasse, ergibt sich fir den prozentualen Wassergehalt sowohl ein signifikanter Einflul3
des Geschlechtes al's auch des Genotyps, wobei auch hier die +/fa-Tiere und die ménnlichen Tieren die
hoheren Werte aufweisen (Tab. 8).

3.3.4 Gesamtenergieumsatz

Als Ausgangswerte fur die Bestimmung des Energiezuwachses in der Korpersubstanz wahrend der
kunstlichen Aufzucht wurden die Energiegehalte 4 Tage alter Tiere verwendet (s.S. 43). Abb. 23 zeigt die
enge Korrelation zwischen Lebendmasse und Energiegehalt 4 Tage alter fal/fa- und +/fa-Tiere. Dadie
Regressiosgeraden fir beide Genotypen nicht signifikant voneinander verschieden waren, wurde eine
gemeinsame Regressiongerade berechnet.
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Abb. 23: Beziehung zwischen Energiegehalt und Lebendmasse von 4 Tage alten +/fa- () und fa/fa- ()
Tieren.

Die Ausgangsenergie der in die kinstliche Aufzucht eingesetzten 4 Tage alten Tiere liegt in Wurf A
zwischen 58 und 75 kJ/Tier, in Wurf B und C zwischen 37 und 57 kJ/Tier. Eslassen sich weder
genotypspezifische Unterschiede (p = 0,3) noch geschlechtsspezifische Unterschiede (p = 1,0) erkennen.
Im Verlauf des Versuchesist der Energiezuwachs der falfa- und +/fa-Tiere (p = 0,3) sowie der von
Weibchen und Mannchen (p = 0,7) sehr dhnlich, so dal3 auch die am Versuchsende insgesamt im K 6rper
enthaltene Energie mit 135 - 150 kJ/Tier in Wurf A und 90 - 105 kJ/Tier in Wurf B und C nicht signifikant
zwischen den Genotypen (p = 1,0) und Geschlechtern (p = 0,2) differiert. Die Absolutwerte des

K orperenergiezuwachses liegen bei dem mit einer hoheren Milchmenge versorgten Wurf A mit 60

- 80 kJ/Tier deutlich tber denen der Wirfe B und C mit 45 - 65 kJ/Tier. Der aerobe Energieumsatz der
Tiere aus Wurf A liegt bei 340 - 380 kJ/Tier, der aus Wurf B und C bei 310 - 335 kJ/Tier. Daraus folgt, dai
die wahrend der kiinstlichen Aufzucht deponierte Energie nur ca. 13 - 20 % (Wurf A) bzw. 12 - 17 %
(Wurf B und C) der insgesamt umgesetzten Energie ausmacht. Da auch der aerobe Energieumsatz keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen aufweist, ergeben sich im Gesamtenergieumsatz
(Tab. 9) weder genotypspezifische (p = 0,2) noch geschlechtsspezifische (p = 0,6) Unterschiede. Dies
zeigt, dal’3 durch Noradrenalinbehandlung alle Unterschiede in der Energiebilanz von falfa- und +/fa-Tieren
unterdriickt werden konnen.

Tab. 9: Gesamtenergieumsatz [kJ] kinstlich aufgezogener +/fa-Welpen und die Differenz zwischen fa/fa-
und +/fa-Wurfgeschwistern. Fir die Bewertung des Streuungsmalies der Differenz vgl. Tab. 10, unerklarte
Bilanzdifferenz.

Wurf 4-16 Tage falfa- +/fa
A 417 +3
B 374 -7
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3.3.5 Plasmaparameter

Am Ende der kinstlichen Aufzucht wurden Plasmatriacylglycerine und Plasmainsulin bestimmt. Der
Plasmatriacyl