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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Metabolismus bei Saugetieren

Als Metabolismus wird die Summe der chemischen Reaktionen in einem Organismus
bezeichnet. Hierbei wird zwischen katabolen und anabolen Stoffwechselwegen
unterschieden. Katabolismus beschreibt den Abbau von komplexen Molekilen zu
einfacheren Verbindungen, wobei dem Korper Energie zur Verfligung gestellt wird.
Fur anabole Stoffwechselwege hingegen wird Energie bendtigt. Aus einfachen
Molekulen werden komplexere aufgebaut. Tiere, wie auch der Mensch, ernahren sich
heterotroph, d.h. sie kdnnen nur organische Substanzen nutzen, um sie in

korpereigene Stoffe umzuwandeln.

1.1.1 Nahrungsaufnahme

Tiere benodtigen Nahrung zur Gewinnung von Energie, als Material fur Zellaufbau und
-erhalt sowie fUr Wachstum und Fortpflanzung. Die Regulation der
Nahrungsaufnahme ist ein komplexer Mechanismus. In Saugetieren spielt der
Hypothalamus im Gehirn eine wichtige Rolle bei der Regulation von Appetit und
Sattigung. Aber auch diverse andere Faktoren, wie zum Beispiel der Glukosespiegel,
haben Einfluss auf die Nahrungsaufnahme. Die Nahrungsquellen sind abhangig von
Spezies und Lebensraum sehr unterschiedlich, doch die Hauptbestandteile der
Nahrung unterscheiden sich grundsatzlich nicht. Sie besteht aus drei Hauptgruppen
organischer Moleklle: Proteine, Fette und Kohlenhydrate. Um die einzelnen
Nahrstoffe allerdings nutzen, d.h. resorbieren und verwerten, zu kénnen, ist es ndétig,
diese zu spalten. Die Spaltungsvorgange werden unter dem Begriff Verdauung
zusammengefasst (Schmidt-Nielsen, 1999, Campbell und Reece, 2003).

1.1.2 Nahrungsverdauung und Resorption
Die Verdauung der Nahrung findet bei Saugetieren in der Mundhohle, im Magen und

im Lumen und Epithelgewebe des Dinndarms statt und erfolgt Gber enzymatische

Spaltung der grolden Molekule zu kleineren. Proteine werden zunachst im Magen



Einleitung

durch das Enzym Pepsin in kurze Polypeptidketten zerlegt. Im Lumen des
Dunndarms werden diese von Trypsin, Chymotrypsin, Aminopeptidase und
Carboxypeptidase weiter gespalten und letztendlich im Epithelgewebe des
Dunndarms durch Dipeptidasen zu einzelnen Aminosauren verdaut. Fette werden
hauptsachlich durch Gallensaure und Lipasen im Darm zu Fettsauren, Glyzerin und
Glyzeriden verdaut. Der Begriff Kohlenhydrate umfasst Mono-, Di- und
Polysaccharide. Monosaccharide, wie Glukose und Fruktose, kdnnen unverandert
vom Korper resorbiert und direkt genutzt werden. Disaccharide werden im
Dinndarmepithel von Disaccharidasen zu Monosacchariden gespalten. Die
Verdauung von Polysacchariden beginnt bereits in der Mundhohle und der
Speiserbhre durch das im Speichel enthaltene Enzym Amylase. Es entstehen
kirzere Polysaccharide. Im Anschluss werden diese im Lumen des Dinndarms
durch Amylasen aus dem Pankreas zu Disacchariden und durch Disaccharidasen im
Dunndarmepithelgewebe zu Monosacchariden gespalten. Nach der Verdauung
werden die aufgenommenen Nahrstoffe groRtenteils Uber das Dunndarmepithel

resorbiert und gelangen ins Blut (Schmidt-Nielsen, 1999).

1.1.3 Nahrungsverwertung und Energiespeicherung

Verwertung und Speicherung von Nahrstoffen werden innerhalb des Organismus
genau reguliert. Das Blut transportiert die aufgenommenen Nahrstoffe in alle Organe,
welche diese entsprechend ihrer jeweiligen physiologischen Aufgabe verwerten.
Einerseits werden z.B. Fettsauren oder Aminosauren direkt zum Aufbau zelleigener
Strukturen genutzt. Andererseits wird durch verschiedene metabolische Prozesse die
in den resorbierten Nahrstoffen gespeicherte Energie flir samtliche Lebensprozesse
bereitgestellt. Der wichtigste Energietrager ist hierbei das Adenosintriphosphat
(ATP).

In gesunden Tieren besteht unter normalen Umstanden ein gutes Gleichgewicht
zwischen Nahrungsaufnahme und Energiebedarf. Wird allerdings mehr Nahrung
aufgenommen, als zur Energiebereitstellung notwendig ist, so kann der Uberschuss
gespeichert werden. Auf diese Weise konnen Zeiten verringerten
Nahrungsangebotes oder erhohter Aktivitat Uberstanden werden. Ist der

Energieverbrauch hoher als die Aufnahme, so wird das Defizit durch den Abbau von
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diesen gespeicherten Ressourcen abgedeckt (Schmidt-Nielsen, 1999, Campbell und
Reece, 2003).
Im Folgenden werden die Aufgaben metabolisch relevanter Gewebe beispielhaft

dargelegt.

1.1.3.1 Das Fettgewebe

Bei adipésem Gewebe wird zwischen zwei unterschiedlichen Typen unterschieden,
dem braunen und dem weil3en Fettgewebe. Braune Fettzellen sind plurivakuolar und
sehr mitochondrienreich. Das braune Fettgewebe dient hauptsachlich der
Thermoregulation und ist langst nicht in so grofler Menge vorhanden wie weilles
Fettgewebe, sein Anteil nimmt beim Menschen sogar im Alter ab (Welsch, 2006).
Weilles Fettgewebe befindet sich an zahlreichen Stellen im Kérper. Den Groliteil des
Zellvolumens von Adipozyten nimmt eine lipidgefullte Vakuole ein. Adipozyten dienen
damit primar der Speicherung von energiereichen Triglyzeriden aus Fett und
Glukose. Zudem erfullen sie auch eine mechanische und thermische Schutz- sowie
Stutzfunktion. Zusatzlich ist das weille Fettgewebe ein wichtiges endokrines Organ.
Einige fur metabolische Prozesse relevante Hormone werden von Adipozyten
sekretiert. Dazu gehoren unter anderem Leptin, Adiponektin und Resistin.

Die Anzahl an Adipozyten ist in adulten Tieren konstant, ihre GroRe dagegen ist je
nach Grad der Fetteinlagerung variabel. Bei ubermaldiger Nahrungsaufnahme wird
verstarkt Fett eingelagert und damit das Zellvolumen der Adipozyten vergrof3ert. Die
Regulation der Energiespeicherung und der Energiebereitstellung unterliegt
verschiedenen Hormonen, wobei Insulin eine zentrale Rolle spielt. Es stimuliert die
Lipidsynthese (Lipogenese) Uber die Induktion der Lipoproteinlipase. Im gefasteten
Zustand, z.B. nach der Nachtruhe, konnen die Fettvorrate mittels Lipolyse abgebaut
und ins Blut freigesetzt werden, um andere Zelltypen damit zu versorgen. Fett ist die
bedeutendste Speicherform in hoheren Organismen, da es weniger Wasser bindet
als Glykogen und dadurch auch weniger Speicherplatz bendtigt. Allerdings ist der
Abbau von Glykogen flr die Zellen schneller realisierbar als der von Fett (Schmidt-
Nielsen, 1999, Alberts, et al., 2001).

11
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1.1.3.2 Der Muskel

Die Muskulatur hat im Korper hauptsachlich motorische Funktionen. Es gibt drei
verschiedene Muskeltypen mit unterschiedlichen Aufgaben. Die Skelettmuskulatur
besteht aus langen vielkernigen Muskelfasern und ist fir den Bewegungsapparat
zustandig. Die glatte Muskulatur besteht aus kurzen einkernigen Muskelfasern. Sie
sind unter anderem fur die Darmperistaltik notwendig. Die Herzmuskulatur realisiert
durch Kontraktion den Herzschlag. Muskelzellen kontrahieren tUber Interaktion von
Aktinfilamenten und Myosinmotorproteinen. Die daflir notwendige Energie wird durch
Hydrolyse von ATP gewonnen. Somit ist der Muskel hauptsachlich ein Energie
umsetzendes und kein Speicherorgan. Allerdings wird in Muskelzellen auch Glukose
in Form von Glykogen zum Eigenverbrauch gespeichert (Alberts, et al., 2001).

1.1.3.3 Die Leber

Die Leber besteht zu einem Groliteil aus Leberzellen, den sog. Hepatozyten, und ist
durch ein fein verzweigtes Netzwerk von Gefallen sehr stark durchblutet. Sie spielt
eine zentrale Rolle bei metabolischen Prozessen und hat viele unterschiedliche
Aufgaben. Hepatozyten produzieren Gallenflissigkeit, die fur die Verdauung von
Fetten aus der Nahrung notwendig ist. Zudem ist die Leber ein wichtiges Organ zur
Entgiftung des Korpers. Bei der Verdauung entstandene schadliche Stoffe, wie z.B.
Ammoniak, werden in der Leber zu fir den Korper harmlosen Stoffen, wie Harnstoff,
umgewandelt. DarUber hinaus dient die Leber als Speicherorgan. Gespeicherte
Aminosauren werden z.B. fur die Produktion von Gerinnungsfaktoren genutzt,
gespeichertes Glykogen wird unter Nahrungsmangel in Form von Glukose ins Blut
abgegeben und in geringen Mengen wird auch Fett in Hepatozyten gelagert (Holt
und Hanley, 2012).

1.2 Die Requlation des Blutzuckerspieqgels

Die Regulation des Energiehaushaltes eines Organismus ist enorm wichtig, um die

Energieversorgung der Zellen und Gewebe zu gewahrleisten. Ein Grundstein des
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Energiehaushaltes ist die Regulation des Glukosespiegels im Blut. Diese wird

mafgeblich durch das Hormon Insulin gesteuert (Abb. 1.1).

1.2.1 Insulin

Insulin ist ein Peptidhormon, das von den B-Zellen im endokrinen Teil des Pankreas,
den Langerhans’schen Inseln, gebildet und sekretiert wird. Es wird an Ribosomen
des rauen Endoplasmatischen Retikulums (rER) in den B-Zellen als Praproinsulin
synthetisiert. Durch Abspaltung eines Signalpeptids wird das sog. Proinsulin gebildet
und vom RER zum Golgi-Apparat transportiert. Anschlieend wird dieses Uber
Zinkionen zu Komplexen gebunden. Durch Abspaltung des C (Connecting)-Peptids
entsteht letztendlich das fertige Insulin-Molekul, das zusammen mit dem C-Peptid in
Vesikeln in den B-Zellen gespeichert wird (Holt und Hanley, 2012).

Die Hauptaufgabe von Insulin ist die Aufrechterhaltung eines gleichmafigen
Blutzuckerspiegels, um die Versorgung der Zellen mit Glukose zu gewahrleisten. Bei
einem Anstieg des Glukosespiegels im Blut, z.B. in Folge einer kohlenhydratreichen
Mahlzeit, wird dieser mittels Insulin-unabhangiger Glukosetransporter (GLUT2) von
den B-Zellen aufgenommen und in der Glykolyse metabolisiert. Dabei wird ATP
produziert, wodurch Kaliumkanale geschlossen werden und es zu einer
Depolarisation der Zellmembran kommt. Dies fiihrt wiederum zum Offnen von
Kalziumkanalen, was einen Anstieg der Kalziumkonzentration in der Zelle zur Folge
hat. Die Insulin-Vesikel werden zur Zellmembran transportiert, wo das Insulin mittels
Exozytose sekretiert wird (Scheepers, et al., 2004). Es gelangt in den Blutkreislauf
und stimuliert die Aufnahme und Speicherung der Glukose in Muskelzellen und
Adipozyten. Die Glukoseaufnahme in der Leber wird Uber Insulin-unabhangige
Glukosetransporter (GLUT2) vermittelt, allerdings ist die Speicherung von Glukose
und die Glykogensynthese Insulin-abhangig (Scheepers, et al., 2004). Des Weiteren
wird durch Insulinstimulation die Lipogenese in Fett- und Leberzellen und die
Aufnahme von Aminosauren induziert sowie die Proteinsynthese in verschiedenen
Zellen reguliert (Abbildung 1.1) (Kirwan und del Aguila, 2003).

13
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Anstieg von Glukose im Blut

l

Insulin Sekretion im Pankreas

l

Fett Muskel Leber
Glukoseaufnahme Glukoseaufnahme Glykogensynthese
Lipogenese | Glykogensynthese Glukoneogenese ‘L
Lipolyse l« Proteinsynthese Lipogenese

Abb. 1.1: Wirkung von Insulin in vereinfachter Darstellung. Insulin wird als Folge von
Glukoseanstieg im Blut von 3-Zellen des Pankreas sekretiert. Dargestellt sind seine Wirkung
in weilem Fettgewebe, Muskel und Leber. Modifiziert nach Kumar (Kumar, et al., 2007).

Eine Senkung des Blutzuckerspiegels hingegen fuhrt zur Sekretion von Glukagon
aus den a-Zellen des Pankreas ins Blut. Glukagon ist ein Antagonist von Insulin und
hemmt die Glukoseaufnahme aus dem Blut. Gleichzeitig wird der Abbau von
Glykogen und die Glukoneogenese in der Leber stimuliert, um den Glukosespiegel
im Blut aufrecht zu erhalten und samtliche Organe mit Glukose zu versorgen (Holt
und Hanley, 2012).

1.2.2 Insulinrezeptoren

Die Funktion von Insulin wird Uber membranstandige Rezeptoren auf Insulin-
sensitiven Zellen, wie z.B. Fett-, Leber- und Muskelzellen, vermittelt.
Insulinrezeptoren sind Heterotetramere mit jeweils zwei extrazellularen a- und
transmembranen  B-Untereinheiten. Die  [(B-Untereinheiten  besitzen eine
Tyrosinkinase-Aktivitat. Die Bindung eines Insulinmolekuls an die a-Untereinheiten
des Rezeptors fuhrt zu einer Konformationsanderung, der Bindung von ATP und zur
Autophosphorylierung am intrazellularen Teil der B-Untereinheiten. Diese Aktivierung
hat wiederum eine Reihe von Signalkaskaden zur Folge (Taylor, 1991, Taha und
Klip, 1999, Belfiore, et al., 2009) (Abbildung 1.2).

14
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1.2.3 Insulinsignalwege

Die Funktion von Insulin wird Uber eine Reihe sehr komplexer Signalkaskaden
vermittelt. Einige dieser sind in Abbildung 1.2 vereinfacht schematisch dargestellt.
Die Bindung von Insulin an die a-Untereinheit seines Rezeptors fuhrt zur Tyrosin-
Autophosphorylierung und Aktivierung der B-Untereinheiten, welche wiederum das
Protein Insulin Receptor Substrat (IRS) phosphoryliert. Infolge dessen wird eine
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-Kinase) rekrutiert und aktiviert. Dies wiederum
fuhrt zu Synthese von Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat (PIP2) und
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3). PIP3 interagiert mit der Proteinkinase
B (PKB, auch AKT genannt) und rekrutiert diese zur Plasmamembran. PKB
wiederum induziert verschiedene Signalkaskaden (White, 2002, Kirwan und del
Aguila, 2003, Manning, 2010). Zum einen wird die Translokation von Glut4 an die
Plasmamembran, vor allem in Fett- und Muskelzellen, und somit die
Glukoseaufnahme in die Zelle induziert (Bell, et al., 1990, Saltiel und Kahn, 2001,
Lanner, et al., 2008). Zum anderen wird durch PKB die Glykogensynthase-Kinase 3
(GSK3) inhibiert und dadurch die Glykogensynthese induziert (White, 2002, Kirwan
und del Aguila, 2003). Gleichzeitig inhibiert PKB die Glukoneogenese durch die
Inhibierung von Forkhead box class O (FOXO) (Cheng und White, 2011). Eine
weitere wichtige Signalkaskade, die durch PKB induziert wird, ist der mammalian
target of rapamycin complex 1 (mTORC 1)-Signalweg. Der Kontrolle dieses
Signalweges unterliegen viele grundlegende zellulare Mechanismen, wie z.B. die
Lipidsynthese, die Proteinsynthese, aber auch Zellproliferation und Autophagie
(Dibble und Manning, 2013, Ricoult und Manning, 2013).
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Abb. 1.2: Insulin-induzierte Signalkaskaden. In der Abbildung sind ausgewahlte Insulin-
induzierte Signalkaskaden schematisch dargestellt. Durch die Aktivierung des Rezeptors
durch seinen Liganden Insulin wird IRS (Insulin-Rezeptor-Substrat) phosphoryliert und
dadurch aktiviert. PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) wird rekrutiert und ebenfalls durch
Phosphorylierung  aktiviert.  PIP,  (Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat) und  PIP;
(Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat) werden synthetisiert und PIP; rekrutiert PKB
(Proteinkinase B) an die Plasmamembran. Phosphoryliertes PKB initiiert die Translokation
des GLUT4 (Glukosetransporter 4) an die Plasmamembran und so die Glukoseaufnahme in
die Zelle. Gleichzeitig wird GSK3 (Glykogensynthase-Kinase 3) inhibiert, wodurch die
Glykogensynthese aktiviert wird. FOXO (Forkhead box class O) wird ebenfalls inhibiert und
damit die Glukoneogenese gehemmt. Zusatzlich aktiviert PKB den mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex 1)-Signalweg, was zu einer gesteigerten Lipid- und
Proteinsynthese fuhrt. Modifiziert nach Manning (www.hsph.harvard.edu).

1.3 Das metabolische Syndrom

Das metabolische Syndrom ist eine Kombination verschiedener
stoffwechselassoziierter Symptome, wie Fettleibigkeit, Insulinresistenz, erhohter
Blutzucker oder erhohter Blutdruck (Alberti, et al., 2005). Eine weltweit anerkannte
einheitliche  Definition  fur  diese  Erkrankung gibt es nicht. Die
Weltgesundheitsorganisation (engl.: World Health Organisation, WHO) und die
International Diabetes Federation (IDF) definieren unterschiedliche Kriterien zur

|dentifizierung von Patienten mit dem metabolischen Syndrom. Die IDF definiert,
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dass das metabolische Syndrom vorliegt, wenn abdominale Fettleibigkeit in
Kombination mit zwei weiteren Risikofaktoren (erhOhte Triglyzeride im Blut,
reduzierte HDL-Werte, erhohter Blutdruck oder erhdhte Plasmaglukose) gleichzeitig
vorliegen (IDF, www.idf.org). Nach Definition der WHO wird das metabolische
Syndrom diagnostiziert, wenn Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 und zwei
weitere Symptome (erhohter Taille-Huft-Verhaltnis, erhohter BMI, erhdhte Blut-
Triglyzeride, Bluthochdruck, erhohte Blutglukose oder Mikroalbuminurie) gleichzeitig
vorliegen (Alberti und Zimmet, 1998). Eckel und seine Kollegen erklaren, dass
Insulinresistenz die am weitesten akzeptierte Beschreibung der Pathophysiologie des
metabolischen Syndroms ist (Eckel, et al., 2005).

In den letzten Jahren kam die Erkrankung als ein entscheidender Risikofaktor fur
Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskulare Erkrankungen immer mehr in den Fokus
klinischer Studien (Eckel, et al., 2005). Die gangigsten therapeutischen Mallnahmen
zielen meist auf die Fettleibigkeit als grofdten und meist ursachlichen Risikofaktor ab
(Grundy, et al., 2004).

1.3.1 Adipositas

Adipositas (Fettleibigkeit) wird durch ein Ubermaly an gespeicherten Triglyzeriden im
weillen Fettgewebe definiert und entsteht aufgrund eines Ungleichgewichtes
zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch eines Organismus (O'Rahilly,
2009). Die zunehmende Haufigkeit dieser Erkrankung ist ein wachsendes Problem
der heutigen Zeit. Der Grad der Fettleibigkeit wird Uber den ,Body Mass Index” (BMI)
bestimmt. Dieser wird berechnet, indem das Gewicht in Kilogramm durch die
KorpergroRe in Metern zum Quadrat geteilt wird (kg/m?). Er gilt als MaReinheit, um
die Korpermasse von erwachsenen Menschen zu definieren und zu bewerten. Laut
der WHO wird ein BMI zwischen 18 und 25 als Normalgewicht, ein BMI uber 25 mit
Ubergewicht und ein BMI = 30 als Fettleibigkeit (Adipositas) definiert. Fettleibigkeit
gilt als Risikofaktor fur diverse teils lebensgefahrliche Erkrankungen, wie z. B.

Arteriosklerose, Diabetes, Krebs, Schlaganfalle und Depression (WHO, www.who.int

3))-
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1.3.1.1 Adipositas - eine moderne Epidemie

Laut Angaben der WHO wurden 2008 weltweit uber 1,4 Milliarden Menschen
Ubergewichtig und mehr als eine halbe Milliarde Menschen als stark adip6s
eingestuft. 2011 wurde festgestellt, dass bereits 40 Millionen Kinder unter funf Jahren
ubergewichtig waren. Zwischen 1998 und 2008 hat sich die Zahl der ubergewichtigen
Menschen weltweit fast verdoppelt und nach Hochrechnungen der WHO werden
2015 bereits 2,3 Milliarde Erwachsene uUbergewichtig und mehr als 700 Millionen
adipés sein (WHO, www.who.int (4)). Bereits 2004 zahlte Ubergewicht zu den 10
Haupt-Todesursachen weltweit und ist verbreiteter als Untergewicht (WHO,Global
Health Risk Report 2004, www.who.int (4)).

In Deutschland wurde 2008 die zweite Nationale Verzehrstudie (NVZ I,
www.mri.bund.de), die im Auftrag des Bundesministeriums fur Ernahrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz erhoben wurde, verdffentlicht. Aus dieser ging
hervor, dass 58,2% der erwachsenen Studienteilnehmer (66% der Manner und 51%
der Frauen) Ubergewichtig bzw. adipdés sind (Abbildung 1.3) (NVZ I,

www.mri.bund.de).

Untergewicht;
1,4%

Normalgewicht;

m Adipositas
40,4%

m Ubergewicht
Normalgewicht
® Untergewicht

Abb. 1.3: Anteile der Menschen mit Unter-, Normal-, Ubergewicht und Adipositas an
der Gesamtbevélkerung in Deutschland. Die Daten wurden von November 2005 bis
Dezember 2006 im Rahmen der Nationalen Verzehrstudie 2008 im Auftrag des
Bundesministeriums fir Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz erhoben
(modifiziert nach: DAG, www.adipositas-gesellschafft.de).

Diese Daten und die Tatsache, dass die Zahl der uUbergewichtigen Menschen
weltweit stetig zunimmt, zeigt die steigende Relevanz, Ursachen und Pravalenzen fur

Fettleibigkeit zu untersuchen und Therapien fir fettleibige Menschen zu entwickeln.
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1.3.1.2 Ursachen fiir Adipositas

In der heutigen Gesellschaft liegen die Grinde fur Adipositas hauptsachlich im
gesteigerten Verzehr von hochkalorischen Nahrungsmitteln, wahrend die
durchschnittliche korperliche Aktivitat eher sinkt. Somit kommt es zu einer
Disbalance zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch (WHO, www.who.int
(7)). Viele verschiedene Faktoren spielen hierbei entscheidende Rollen: das
Nahrungsangebot, aber auch das soziale Umfeld, das groRen Einfluss auf
Essgewohnheiten, korperliche Aktivitat und psychische Gesundheit hat (WHO, DAG,
NVZ Il). Allerdings sind korperliche Aktivitat und Ernahrungsgewohnheiten nicht die
einzigen Faktoren, die das Korpergewicht beeinflussen. Dazu gehoren auch

genetische Faktoren, die ein Individuum selbst nicht regulieren kann (Abbildung 1.4).

korperliche
_—7 Aktivitat Hormone

soziales
Umfeld

Gewichtsentwicklung

genetische
Faktoren

“

Essgewohnheiten Alter

psychischer Nahrungsangebot
Zustand

Abb. 1.4: Einwirkung verschiedener Faktoren auf die Gewichtsentwicklung beim
Menschen. Unterschiedliche Faktoren haben in unterschiedlichem Grad Anteil an der
Gewichtsentwicklung und regulieren sich dabei teilweise gegenseitig (modifiziert nach
www.drugline.info).

In den letzten Jahren wurden immer mehr Gene identifiziert, die eine Rolle bei der
Gewichtsentwicklung spielen (Hofker und Wijmenga, 2009, Speliotes, et al., 2010).
Besonders hormonelle Defekte haben einen grof3en Einfluss auf Nahrungsaufnahme
und -verwertung. Hierbei kann die Ursache monogenetischen Ursprungs sein, wobei
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die Mutation eines einzelnen Gens einen dramatischen Effekt hat. Ein Beispiel daflr
ist das zirkulierende Hormon Leptin, auf das in dieser Arbeit noch genauer
eingegangen wird (siehe Kapitel 1.4). Weitaus haufiger sind allerdings sog.
polygenetische Ursachen, bei denen mehrere Gene zur Auspragung des Phanotyps
beitragen. Durch Vergleichsstudien in der Bevolkerung, sog. genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS), werden die Risikofaktoren der einzelnen Allele eines
Gens identifiziert und bewertet. Bei Vergleichsstudien zwischen adipdsen Patienten
und schlanken Kontrollpersonen konnten seit 2007 Uber 50 Kandidatengene
gefunden werden, die mit Fettleibigkeit und deren Folgen in Zusammenhang stehen
(Loos, 2012).

1.3.2 Ektopische Fettakkumulation

Ein Faktor, der als Folge von Fettleibigkeit zum metabolischen Syndrom gezahlt wird,
ist eine extreme ektopische Fettakkumulation.

Aus der Nahrung aufgenommene Uberschiussige Kalorien werden primar als Fett in
Adipozyten in dafur vorgesehenen sog. Fettdepots eingelagert. Allerdings kénnen
Triglyzeride auch in anderen Geweben, wie z.B. Herz, Pankreas, Muskel und Leber,
gespeichert werden. Bei der Entstehung von Adipositas kommt es zu sog.
ektopischen Fetteinlagerung (Steatose), einer, aufgrund einer erhdhten
Lipogeneserate verstarkten Auslagerung von Fetten in andere Organe. Diese beruht
auf erhohten Mengen an freien Fettsauren und einer erhohten Fettsduresynthese in
den Zellen (Lee, et al., 1997, Unger und Orci, 2001). Obwohl Triglyzeride selbst nicht
toxisch sind, kann eine verstarkte Einlagerung Einfluss auf die jeweilige Funktion des
betroffenen Organs haben (Unger und Orci, 2001). So fuhrt die erhdhte
Fetteinlagerung in Langerhans’schen Inseln des Pankreas zu Fibrose (Higa, et al.,
1999) und im Myokard zu reduzierter Kontraktion sowie morphologischen
Veranderungen des Herzens (Zhou, et al., 2000). Die nicht-alkoholische hepatische
Steatose (Fettleber) wurde ebenfalls mit Symptomen des metabolischen Syndroms
in Zusammenhang gebracht. Sie hat eine Vielzahl von Folgen, wie Fibrosen,
Steatohepatitis und Leberzirrhose, bis hin zu Karzinomen und damit zu
Funktionsstérungen des Organs (Zhou, et al., 2000, van Herpen und Schrauwen-

Hinderling, 2008). Durch die Wirkung der Ubermalligen Verfettung bestimmter
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Organe bis hin zum Funktionsverlust wird auch von Lipotoxizitat gesprochen
(Schaffer, 2003).

1.3.3 Insulinresistenz

Die Entwicklung einer Insulinresistenz ist ein weiteres schwerwiegendes Symptom,
das eng in Zusammenhang mit dem metabolischen Syndrom steht. Insulinresistenz
bezeichnet einen Zustand, in dem die insulinabhdngige Regulation der
Glukoseaufnahme und Glukosefreisetzung der Zellen von Insulin-sensitivem Gewebe
nicht ausreichend funktioniert (Holt und Hanley, 2012). Haufig steht dieser Zustand in
direkter Verbindung zu Ubergewicht und ist eine Vorstufe zum Typ 2 Diabetes.
Fettleibigkeit ist hauptsachlich eine Folge von Ubermaliiger Nahrungsaufnahme
(Hyperphagie). Eine standige und exzessive Nahrungsaufnahme flhrt zu einem
permanent erhohten Blutzuckerspiegel (Hyperglykdmie) sowie erhdhter Mengen an
freien Fettsauren im Blut. Um die Hyperglykamie durch Glukoseaufnahme zu
kompensieren, wird die Insulinproduktion in den B-Zellen stetig erhoht (Polonsky, et
al., 1988). Dies geschieht hauptsachlich durch VergroRerung der B-Zellmasse (Pick,
et al., 1998). In adulten, gesunden Tieren wird die p-Zellmasse durch Apoptose und
Zellneubildung strikt reguliert (Bonner-Weir, 2000). Die VergroRerung der (-
Zellmasse wahrend der Entstehung einer Insulinresistenz ist hauptsachlich auf
Zellvermehrung (Hyperplasie) zurtckzuflihren. VergroRerung der einzelnen Zellen
(Hypertrophie) kann aber auch eine Rolle spielen (Weir und Bonner-Weir, 2004).

Die genaue Ursache dafur, dass ab einem bestimmten Zeitpunkt der
Insulinsignalweg in einem oder mehreren Geweben nicht mehr geregelt ablauft, ist
nicht eindeutig geklart. Die Stérung des Mechanismus kann an verschiedenen
Stellen des Signalwegs auftreten und unterschiedliche Grinde haben (Johnson und
Olefsky, 2013). Eine Moglichkeit ist, dass die Insulinamie selbst die Ursache ist
(Rask-Madsen und Kahn, 2012). So konnte bereits 1974 in vitro gezeigt werden,
dass chronisch erhdhte Insulinwerte in humanen Lymphozyten zur Reduktion der
Insulinrezeptoren fuhrten (Gavin, et al., 1974). Die verstarkte Fettakkumulation gilt
auch als direkte Ursache fur die Entstehung einer Insulinresistenz. Sie fuhrt zur
Fettsaurefreisetzung sowie  zur  Akkumulation von  Makrophagen und
proinflammatorischen Signalmolekuilen (Weisberg, et al., 2003). Die Menge an freien

Fettsauren ist erhdht und gesattigte Fettsduren aktivieren proinflammatorische
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Signalkaskaden, die wiederum Insulinsignale durch Serin-Phosphorylierung von IRS-
1 blockieren kénnen (Glass und Olefsky, 2012). Ahnliche Erklarungen existieren
auch fur die Entwicklung einer hepatischen Insulinresistenz aufgrund einer nicht-
alkoholbedingten Fettleber (Takamura, et al., 2012).

Im Muskel kann eine Insulinresistenz durch eine verminderte Translokation des
Glukosetransporters GLUT4 an die Zelloberflache und somit durch eine reduzierte

Glukoseaufnahme induziert werden (Rask-Madsen und Kahn, 2012).

1.4 Die Requlation der Nahrungsaufnahme durch Leptin

Die Regulation der Nahrungsaufnahme ist eine enorm wichtige Funktion des
Korpers, um stets genugend Nahrstoffe zur Verfigung zu haben. Dabei ist es ndtig,
dass sie an die physiologischen Umstande, wie zum Beispiel Aktivitat,
Ernahrungsstatus und Gesundheit des Individuums, angepasst ist. Die
Nahrungsaufnahme wird durch verschiedene Hormone gesteuert. Eines dieser
Schlusselhormone ist Leptin. Es reguliert sowohl die Nahrungsaufnahme als auch
den Energieumsatz. Die Aminosauresequenz dieses Proteins ist im Leptin-Gen
kodiert. Im Genom der Maus ist es auf dem Chromosom 6 lokalisiert, beim
Menschen auf dem Chromosom 7. Leptin ist ein hochkonserviertes Protein,
bestehend aus 167 Aminosauren (Zhang, et al., 1994), das hauptsachlich von
ausgereiften Adipozyten sekretiert wird. Die Leptin-Konzentration im Blut ist
demnach abhangig von der Fettakkumulation. In gefastetem Zustand ist der
Leptinspiegel niedrig, nach der Nahrungsaufnahme steigt er an (Maffei, et al., 1995,
Saladin, et al., 1995, Spanswick, et al., 1997). Seine Wirkung vermittelt Leptin Uber
Leptin-Rezeptoren (Lep-R). Es existieren verschiedene Isoformen des Rezeptors, die
alle dieselbe extrazellulare Leptin-Bindedomane besitzen. Allerdings besitzt nur die
lange Form eine intrazellulare c-terminale Domane, die eine SignallUbertragung Uber
den JAK/STAT-Signalweg vermittelt (Bates, et al., 2003, Bates, et al., 2005). Diese
wird hauptsachlich in verschiedenen Populationen von Neuronen im Hypothalamus,
dem Nucleus arcuatus (ARC) und dem Nucleus paraventricularis (PVN), exprimiert
(Schwartz, et al., 1996, Fei, et al, 1997, Friedman, 1998). In der Leptin-

Signalvermittlung spielen zwei Neuronenpopulationen des ARC eine bedeutende
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Rolle. In einer Population werden die Appetit-stimulierenden Neuropeptide Agouti-
Related Protein (AgRP) und Neuropeptid Y (NPY) exprimiert, die durch Leptin
inhibiert werden. In einer zweiten Neuronenpopulation werden die Appetit-zigelnden
Transmitter Proopiomelanocortin  (POMC) und Cocaine- and Amphetamine-
Regulated Transcript (CART) exprimiert, die durch Leptin aktiviert werden. Auf diese
Weise wird die Nahrungsaufnahme durch Leptin Uber das Hungergefuhl gesteuert.
Abbildung 1.5 gibt einen stark vereinfachten Uberblick (iber den Leptin-Signalweg: Im
gefasteten Zustand fuhrt die Reduktion der gespeicherten Fettmenge zu einer
reduzierten Leptinsekretion. Dies wiederum fuhrt zur Stimulierung der AGRP/NPY-
Expression und einer Unterdrickung der Expression von POMC/CART. Die Folge ist
eine Steigerung des Hungergefuhls und damit der Drang zur Nahrungsaufnahme,
gleichzeitig wird der Energieverbrauch reduziert. Andererseits fuhrt eine Zunahme
der Fettmenge zu einer gesteigerten Leptin-Konzentration im Blut. AgRP/NPY
Neuronen werden unterdrickt, POMC/CART Neuronen werden stimuliert und ein
Sattigungsgefuhl tritt ein. Zugleich wird der Energieumsatz erhdht (Ahima, et al.,
1996, Schwartz, et al., 2000, Balthasar, et al., 2004) (s. Abbildung 1.5).

* Hunger > « Sattigung >keine

Nahrungsaufnahme Nahrungsaufnahme

« reduzierter H thal « erhohter

Energieverbrauch RTINS Energieverbrauch
AgRP/NPYT AgRP/NPYJc

POMC/CART‘L POMC/CARTT Lenfi T
Lt V \ eptin

N

Gewichtsabnahme
Gewichtszunahme

Fettgewebe

Abb. 1.5: Darstellung der Gewichtsregulation durch Leptin. Leptin wird von Adipozyten
sekretiert und wirkt auf unterschiedliche Neuronenpopulationen im Gehirn. Bei
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Gewichtszunahme nimmt auch die Masse an weiltem Fettgewebe zu. Leptin wird verstarkt
ins Blut abgegeben, hemmt die Expression der Appetit-stimulierenden Neuropeptide AgRP
und NPY und induziert die Expression der Appetit-ziigelnden Transmitter POMC und CART.
Ein Sattigungsgeflhl setzt ein, der Drang zur Nahrungsaufnahme wird gestoppt und
gleichzeitig wird der Energieverbrauch erhéht. Bei einer Gewichtsabnahme wird die Masse
an weillem Fettgewebe reduziert. Die Expression der Appetit-stimulierenden Proteine wird
nicht mehr gehemmt und die der Appetit-zugelnden Proteine nicht mehr induziert. Der
Organismus bekommt ein Hungergefuhl und wird zur Nahrungsaufnahme gedrangt.
Gleichzeitig wird der Energieverbrauch heruntergefahren. Modifiziert nach Friedman
(Friedman, 1998).

Erblich bedingte Defizite im Leptin-Signalweg fuhren im Menschen bereits im
Kindesalter zu starkem Ubergewicht. 1996 wurde eine Mutation nahe des Leptin-
Gens gefunden, das mit quantitativen Unterschieden in verschiedenen Merkmalen
von Fettleibigkeit in Verbindung gebracht werden konnte (Duggirala, et al., 1996). In
einer pakistanischen Familie konnte 1997 eine Mutation im Leptin-Gen identifiziert
werden, die homozygot vorhanden zu enormer Adipositas zweier Kinder fuhrte
(Montague, et al., 1997). Strobel und Kollegen konnten auf3erdem in einer turkischen
Familie eine Mutation nachweisen, die den intrazellularen Transport von Leptin
beeintrachtigt und homozygot zu extremer Adipositas fluhrte (Strobel, et al.). In den
letzten Jahren wurden Leptin-defiziente Menschen verschiedenster Herkunft
untersucht. Alle Individuen kamen mit normalem Geburtsgewicht zur Welt und
entwickelten binnen kirzester Zeit ein starkes Ubergewicht. In einigen Studien
konnte zudem gezeigt werden, dass die Behandlung von Leptin-defizienten
Menschen mit Leptin einen positiven Effekt auf die Nahrungsaufnahme und auf die
Gewichtsentwicklung hat (Ozata, et al., 1999, Farooqi, et al., 2002, Licinio, et al.,
2004, Fatima, et al., 2011, von Schnurbein, et al., 2013).

1.41 Das Lep°®”°®*-Mausmodell

Besonders in den letzten Jahren ist die Identifizierung und Untersuchung von Genen,
die an der Entstehung von Adipositas und Typ 2 Diabetes beteiligt sind, in den Fokus
der medizinischen Forschung geruckt. Tiermodelle sind in der medizinischen
Forschung ein wichtiger Bestandteil, um Grundlagen menschlicher Erkrankungen zu
untersuchen. Hierbei ist besonders die Maus ein oftmals verwendeter
Modellorganismus. Ihre hohe Reproduktionsrate und eine relativ einfachen Haltung

sind von Vorteil fur Forschung an genetischen Erkrankungen. Das Genom der Maus
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ist vollstandig sequenziert und zeigt in vielerlei Hinsicht groRe Ubereinstimmungen
mit dem menschlichen (Batzoglou, et al.,, 2000), was von gro3em Nutzen fir die

Untersuchung genetischer Faktoren ist.

Sogenannte Lep®”**-Mause wurden das erste Mal 1949 im Roscoe B. Jackson
Memorial Laboratory, Bar Habor, Maine beschrieben. In einer Mauskolonie traten
plotzlich Nachkommen auf, die ab dem Alter von 4 Wochen deutlich dicker wurden
als ihre Geschwister (Ingalls, et al., 1950). 1994 konnte die genetische Grundlage fur
den fettleibigen Phanotyp der Tiere aufgedeckt werden, eine Spontanmutation im
Leptin (Lep)-Gen, das fir das Hormon Leptin kodiert. Lep®”*’-Mause leiden,
aufgrund einer Mutation, durch die eine fur Arginin kodierende Sequenz von einem
frihzeitigen Stop-Codon ersetzt wird, unter einer Leptin-Defizienz (Zhang, et al.,
1994). Aufgrund der fehlenden Leptin-Signalibertragung setzt nach der
Nahrungsaufnahme kein Sattigungsgefuhl bei diesen Tieren ein. Sie leiden unter
permanentem Hungergefuhl und dementsprechend auch unter einer Hyperphagie.
Aus der verstarkten Fetteinlagerung entwickelt sich im Laufe der folgenden Wochen

eine extreme Adipositas (Abbildung 1.6).

Le p+/+ Le pob/ob

LX -
Abb. 1.6: Phanotyp der Leptin-defizienten Maus. Die Abbildung zeigt weibliche

Geschwister im Alter von 30 Wochen. Die Tiere sind aus einer Lep®* x Lep®”- Verpaarung

in der TVA der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf entstanden. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Leptin-defiziente (Lep®”*’) Maus (rechts) im Vergleich zur wildtypischen
(Lep™) (links) langer und stark adipds ist (Foto: Kathrin Ikels).
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Von der Ubermafigen Fetteinlagerung sind neben den naturlichen Fettdepots auch
verschiedene andere Organe betroffen, z.B. weisen die Leber, das Herz und das
braune Fettgewebe verstarkte Lipideinlagerungen auf. Diese ektopischen oder
Ubermaliigen Fetteinlagerungen kénnen wiederum zu verminderter
Funktionsfahigkeit der betroffenen Organe fuhren (Lipotoxizitat) (Unger, 2003).
Aufgrund der gesteigerten Nahrungsaufnahme sind Lep®”°’-Mause hyperglykamisch
und weisen eine hohe Konzentration an Insulin im Blut auf (Hyperinsulinamie)
(Ingalls, et al, 1950, Mayer und Barrnett, 1953, Westman, 1968). Die
Langerhans’schen Inseln im Pankreas der Tiere sind extrem grof3, mit einer
gesteigerten Menge an Insulin produzierenden p-Zellen (Bleisch, et al., 1952). Daher
stellen sie ein beliebtes Modell fur die Forschung an Insulinresistenz, Adipositas und
dem metabolischen Syndrom dar (Lindstrom, 2007, Fellmann, et al., 2013). Neben
den metabolischen Stérungen zeigen Lep®”°°-Mause noch einige weitere Merkmale,
wie Veranderungen im Immunsystem und Unfruchtbarkeit (Rosenbaum und Leibel,
1998, Lindstrém, 2007).

In verschiedensten Studien wurde bereits untersucht, inwieweit dem fettleibigen
Phanotypen vorgebeugt oder er behandelt werden kann. Beispielsweise haben die
Behandlungen mit Leptin, BMP7 (bone morphogenic protein 7) oder IrfQ (interferon
regulatory factor 9) einen reduzierenden Effekt auf die Entwicklung einer Adipositas
bzw. deren Folgen (Lalonde, et al.,, 2004, Townsend, et al., 2012, Wang, et al.,
2013). Auch genetische Manipulationen, z. B. an Genen des Stoffwechsels, kann der
Entwicklung von Adipositas und auch einer Insulinresistenz in Leptin-defizienten
Tieren entgegenwirken (Erickson, et al., 1996, Schéfer, et al., 2001, Newhall, et al.,
2005, Medina-Gomez, et al., 2007).

1.5 Das ,,Fat mass and obesity associated“-Gen (Fto)

Das ,Fat mass and obesity associated” (Fto)-Gen wurde erstmals 1999 beschrieben
(Peters, et al., 1999). Es konnte als eines von sechs Genen identifiziert werden, die
in der Fused toes (Ft)-Maus-Mutante betroffen sind. Mause, die diese Mutation, eine
1,6 Mb grofRen Deletion auf dem Chromosom 8, homozygot tragen, sterben zwischen

Embryonaltag (E)10,5 und E12,5 aufgrund einer Vielzahl schwerwiegender
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Entwicklungsstérungen, wie Stérungen im programmierten Zelltod, Defekten in der
Rechts-Links-Asymmetrie und kraniofazialen Missbildungen. Heterozygot vorhanden
fuhrt diese Mutation in Mausen aufgrund eines gestorten programmierten Zelltodes
zu Syndaktylie der Vordergliedmalien, sowie Hyperplasie des Thymus (van der
Hoeven, et al., 1994).

Das Fto-Gen besteht aus neun Exons und ist das grofite der in der Ff-Mutante
betroffenen Gene. Daher entstand der mittlerweile veraltete Gen-Name Fatso (Fto).
Es kodiert fur ein 502 Aminosauren grof3es Protein (FTO), das in allen Vertebraten
und Algen hochkonserviert ist (Robbens, et al., 2008). Das Gen wird ubiquitar
exprimiert und das Protein ist hauptsachlich im Kern lokalisiert (Peters, et al., 1999,
Gerken, et al., 2007, Fischer, et al.,, 2009). N-terminal besitzt das Protein ein
Kernlokalisationssignal und in silico-Analysen ordnen es der Fe(ll) 2-Oxoglutarat (2-
OG)-abhangigen Dioxygenase-Superfamilie zu (Gerken, et al., 2007, Sanchez-Pulido
und Andrade-Navarro, 2007). Mitglieder dieser Familie sind unter anderem an
essentiellen Mechanismen der Genregulation, wie DNA-Reparatur und
epigenetischen und posttranslationalen Modifikationen, beteiligt (Ozer und Bruick,
2007). Genauere Analysen zeigten, dass die Sequenz des FTO-Proteins starke
Ahnlichkeiten mit der Sequenz des DNA-Reparatur-Enzyms Alpha-Ketoglutarat-
abhangige Dioxigenase AlkB aus E.coli und deren Homologen AIkBH2 und AIkBH3
in Saugetieren aufweist (Gerken, et al., 2007, Sanchez-Pulido und Andrade-Navarro,
2007). In vitro wurde bestatigt, dass FTO in der Lage ist Fe(ll)- und 2-OG-abhangige
Demethylierung von 3-Methyl-Thymin (3meT) und 3-Methyl-Uracil (3meU)
einzelstrangiger DNA und RNA zu katalysieren (Gerken, et al., 2007, Jia, et al.,
2008). Spatere Analysen identifizierten N°-Methyl-Adenosin (6meA) in DNA und RNA
als weiteres Substrat von FTO (Jia, et al., 2012). Bisher ist nicht endgultig geklart,
welche der Basen endogen ein Substrat fur das FTO-Protein darstellen. Weitere in
vitro Studien lieferten Hinweise darauf, dass FTO im Signalweg der Aminosaure-
Messung involviert ist und damit eine Rolle bei der Protein-Biosynthese spielt
(Cheung, et al., 2012, Gulati, et al., 2013). Untersuchungen des Zellwachstums und
der Translationsrate in wildtypischen (Fto™*) und FTO-defizienten (Fto™) Fibroblasten
aus Mausembryonen (engl.: mouse embryonic fibroblasts, MEFs) weisen darauf hin,
dass FTO im mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)-Signalweg eine
Rolle spielt (Gulati, et al., 2013). Dieser Signalweg ist unter anderem an der Kontrolle
der Nahrungsaufnahme beteiligt (Cota, et al., 2006). Detaillierte Kenntnisse Uber
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Signalwege bzw. die Wirkungsweise und Wirkungsorte von FTO gibt es bisher

allerdings nicht.

1.5.1 Identifikation von FTO als ,,Fettleibigkeits-Gen*

In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurden in den letzten Jahren Uber 50
genetische Loci identifiziert, die als Kandidaten fur einen Zusammenhang mit
Fettleibigkeit bzw. dazugehoérigen Merkmalen gelten (Speliotes, et al., 2010, Loos,
2012). 2007 wurde FTO in diversen GWAS identifiziert und zeigte die starkste
Korrelation mit dem Vorhandensein von Ubergewicht (Speliotes, et al., 2010). Dabei
konnten Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl.: Single Nucleotide Polymorphisms,
SNPs) im ersten Intron des FTO-Gens in direkten Zusammenhang mit dem Body
Mass Index (BMI) gebracht werden (Dina, et al., 2007, Frayling, et al., 2007, Scuteri,
et al., 2007). So wurde gezeigt, dass Menschen, die homozygot ein sog. Risikoallel
tragen, im Durchschnitt etwa 3 Kilogramm mehr wiegen und ein 1,67-fach erhohtes
Risiko fur die Entstehung einer Adipositas haben, als Menschen, die dieses
Risikoallel nicht tragen (Frayling, et al., 2007). Diese Zusammenhange konnten in
verschiedenen Studien unterschiedlicher Bevolkerungsgruppen bestatigt werden
(Hotta, et al., 2008, Peeters, et al., 2008, Tan, et al., 2008, Villalobos-Comparan, et
al., 2008, Cornes, et al., 2009). In weiteren Studien wurden Assoziationen von SNPs
des FTO-Gens mit dem Korperfettanteil, dem Taille-Huft-Verhaltnis (Waist- Hip-
Ratio, WHR), dem Leptinspiegel im Blut und Diabetes mellitus Typ 2 beobachtet
(Scott, et al., 2007, Andreasen, et al., 2008, Vasan, et al., 2013). Zusatzlich konnte
eine Verbindung von FTO-Risikoallelen und der Entstehung von Adipositas in der
Kindheit festgestellt werden (Dina, et al., 2007, Frayling, et al., 2007, Hinney, et al.,
2007, Lopez-Bermejo, et al., 2008). Lopez-Bermejo und seine Kollegen konnten
zeigen, dass Kinder, die das Risikoallel homozygot tragen, zwar zum Zeitpunkt der
Geburt keinen Gewichtsunterschied zu Kindern mit dem nicht-Risikoallel zeigten,
aber im Alter von 2 Wochen bereits signifikant schwerer waren und mehr
abdominales Fettgewebe aufwiesen (Lopez-Bermejo, et al., 2008). Einige GWAS
fanden auch Korrelationen der FTO-Risikoallele mit dem Auftreten des
metabolischen Syndroms (Al-Attar, et al., 2008, Sjogren, et al., 2008, Wang, et al.,
2010, Wang, et al, 2012). Allerdings gibt es auch Studien mit kontroversen

Ergebnissen. So konnte eine andere Studie an kaukasischen Frauen keinen direkten
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Zusammenhang eines Risikoallels mit dem metabolischen Syndrom finden (de Luis,
et al., 2013).

1.5.2 Analysen von Funktionsverlust und Funktionssteigerung des Fto-Gens

in Mausen

Bei der Erforschung von Proteinen liefern sogenannte ,Funktionsverlust- und
Funktionssteigerungsexperimente® gute Hinweise auf die Proteinfunktionen in vivo.
Hierbei werden im Versuchs-Organismus Gene herunterreguliert bzw. inaktiviert oder

uberexprimiert und die Auswirkungen untersucht.

Im Institut fur Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere wurden genetisch
veranderte Mause, die einen vollstandigen Verlust von FTO aufwiesen (Fto”-Méause),
generiert und phanotypisch analysiert. Dazu wurden die Exons 2 und 3 durch eine
Neomycin (Neo)-Kassette ersetzt und dadurch ein vollstandiger Verlust des Proteins
herbeigefilhrt (Fischer, et al., 2009). Fto”-Mause zeigen im Vergleich zu ihren
wildtypischen Geschwistern eine deutliche Wachstumsretardation und unter
normalen Futterbedingungen (engl.: Normal Chow, NC) eine signifikant verringerte
Gewichtszunahme (Abb. 1.7 a+b). Fetteinlagerungen und Adipozytengrof’e sind
reduziert und dadurch auch die Leptinspiegel im Blut der Tiere. Mannliche Fto”-
Mause weisen sogar unter den extremen Erndhrungsbedingungen einer fettreichen
Diat (engl.: High Fat Diet, HFD) eine geringere Gewichtszunahme auf, als Fto™*-
Geschwister (Abbildung 1.7 c). Untersuchungen in sogenannten Stoffwechselkafigen
konnten zeigen, dass Fto”-Mause bezogen auf die fettfreie Kdrpermasse (FFM) eine
relative Hyperphagie und einen erhdhten Energieumsatz aufweisen, ihre
physikalische Aktivitat aber reduziert ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese
metabolischen Veranderungen mit einer erhdohten sympathischen Aktivitat aufgrund
von erhdhten Adrenalin- und Noradrenalinwerten einhergeht.  Weitere
Untersuchungen konnten zeigen, dass Fto”-Mause im Vergleich zu Fto™*-Tieren
eine gesteigerte Insulinsensitivitat aufweisen. Die Untersuchungen an Fto”- und
Fto™*-Tieren lieRen also erkennen, dass die Inaktivierung von Fto in Mausen vor
Fettleibigkeit schitzt (Fischer, et al., 2009).
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Abb. 1.7: Vergleich von wildtypischen und FTO-defizienten Mausen. a) Aufnahme
mannlicher Mause im Alter von 20 Wochen. Es ist ein deutlicher GréRenunterschied zu
erkennen sowie eine Reduktion der Fettmasse in der FTO-defizienten Maus. b)
Korpergewicht mannlicher und weiblicher Fto**-, Fto*- und Fto”-M&use im Alter von 20
Wochen. Sie wurden mit normalem Futter (NC) gefuttert. Bei beiden Geschlechtern ist eine
Gewichtsreduktion durch den Verlust von FTO zu beobachten. ¢) Gewichtszunahme von
mannlichen Mausen, nachdem sie ab dem Alter von 8 Wochen Uber eine Zeit von 12
Wochen mit einer kalorienreichen Nahrung (HFD) gefiittert wurden. Sowohl Fto*- als auch
Fto”-Mause weisen eine geringere Gewichtszunahme auf als wildtypische Geschwister.
Abbildung modifiziert nach Fischer (Fischer, et al., 2009).

In den letzten Jahren wurden verschiedene Ffo-Mausmutanten generiert (Church, et
al., 2009, Gao, et al., 2010, McMurray, et al., 2013). Eine weitere konstitutive Fto-
Mutante wurde 2010 beschrieben (Gao, et al., 2010). Es konnten dieselben
Beobachtungen gemacht werden, wie in der ersten Linie bereits beschrieben
(Fischer, et al., 2009), mit Ausnahme der Tatsache, dass die Fettmasse nicht
reduziert und bei den Weibchen sogar erhoht war. Allerdings konnte kein
vollstandiger FTO-Verlust gezeigt werden (Gao, et al., 2010). 2013 wurde noch eine
Mauslinie beschrieben, in der das Fto-Gen inaktiviert wurde. Auch hier konnten
vergleichbare Beobachtungen gemacht werden, wie Fischer und ihre Kollegen sie
beschrieben haben. Allerdings konnten keine Unterschiede im Energieumsatz und in
der Futteraufnahme zwischen wildtypischen und Fto”-Tieren gefunden werden
(McMurray, et al., 2013). Auffallig war in allen drei analysierten Mauslinien eine
erhdhte Sterberate der FTO-defizienten Tiere nach der Geburt (Fischer, et al., 2009,
Gao, et al., 2010, McMurray, et al., 2013).

Parallel zu den konstitutiv Fto-inaktivierten Tieren wurden auch solche mit
unvollstandiger Inaktivierung des Proteins untersucht (Church, et al., 2009, Gao, et
al., 2010, McMurray, et al., 2013). Eine Missense-Mutation des Fto-Gens fuhrt in
Mausen zu einer reduzierten FTO-Proteinmenge und hat ebenfalls einen schlanken

Phanotyp zur Folge. Allerdings sind Tiere mit dieser partiellen Inaktivierung nicht
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kleiner als Wildtypen, zeigen keine erhdhte postnatale Sterberate und fressen nicht
mehr (Church, et al., 2009). Eine spezifische Inaktivierung des Ffo-Gens im
Nervensystem fuhrte dazu, dass Mause ein geringeres Korpergewicht aufwiesen.
Nahere Analysen zeigten aber, dass das geringere Gewicht auf eine reduzierte
fettfreie Kérpermasse zurtckzuflhren ist und die Fettmasse der Tiere sogar erhoht
ist. Allerdings zeigten die Mause eine Groflenretardation sowie einen erhohte
Energieumsatz und vermehrte Futteraufnahme (Gao, et al., 2010). McMurray und
ihre Kollegen untersuchten 2013 zusatzlich zu einer kompletten Inaktivierung von
FTO zwei weitere Mauslinien mit konditionellen Fto-Inaktivierungen; eine, in der das
Gen in adulten Tieren vollstandig inaktiviert wurde, und eine zweite, in der das
Protein in adulten Tieren im Hypothalamus inaktiviert wurde. Die vollstandige
Inaktivierung in adulten Tieren flhrte zu reduziertem Korpergewicht aufgrund
reduzierter fettfreier Kérpermasse. Die Fettmasse war in diesen Tieren im Alter
erhoht. Wachstumsretardation und postnatale Sterberate waren unauffallig und auch
der Energieumsatz und die Futtermenge waren mit denen von Wildtypen
vergleichbar (McMurray, et al., 2013). Das Hypothalamus-spezifische Ausschalten
von Fto in adulten Mausen hatte lediglich einen Effekt auf die Futteraufnahme. Tiere,
in denen das Fto-Gen inaktiviert wurde, fralken weniger und zeigten Uber die Zeit der
Messungen eine geringere Gewichtszunahme. Das Gewicht selbst war zu keinem

Zeitpunkt signifikant verandert (McMurray, et al., 2013).

2010 wurde eine Mauslinie untersucht, in der das Fto-Gen Uberexprimiert wurde
(Church, et al., 2010). Mause, die zusatzliche Kopien des Ffo-Gens tragen, wiesen
ein erhohtes Korpergewicht und einen erhdhten Korperfettanteil aufgrund von
vermehrter Futteraufnahme auf. Diese Gewichtszunahme ist dosisabhangig, d. h. je
mehr Kopien des Gens die Tiere trugen desto mehr nahmen sie an Gewicht zu. Der
Leptinspiegel im Blut von gefasteten Tieren, die vier Kopien des Gens trugen, war
signifikant reduziert im Vergleich zu Tieren, die nur zwei Kopien trugen (Church, et
al., 2010).

In vivo-Analysen geben also deutliche Hinweise darauf, dass FTO eine Rolle bei der

Nahrungsaufnahme und der Energieumsetzung spielt.
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Fettleibigkeit und damit verbundene metabolische Erkrankungen sind ein weltweit
wachsendes Problem. Die Notwendigkeit, die Ursachen zu verstehen, um praventive
und therapeutische Ansatze zu finden, steigt stetig. Mit dem Fortschreiten der
genetischen Forschung wird die Beteiligung genetischer Pradispositionen immer
deutlicher.

In genomweiten Assoziationsstudien konnten SNPs in verschiedenen Genen mit
Adipositas und dem metabolischen Syndrom in Verbindung gebracht werden.
Innerhalb der gefundenen, mit Adipositas assoziierten Gene zeigt FTO die starkste
Korrelation (Speliotes, et al., 2010). Die Ergebnisse der GWAS konnten mit Hilfe
verschiedener Mausmodelle bestitigt werden. So zeigen Fto”-Mause reduziertes
Korpergewicht und verringerte Fettmasse im Vergleich zu wildtypischen
Geschwistern (Fischer, et al., 2009, Gao, et al., 2010, McMurray, et al., 2013).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob FTO, auch Uber
den Zusammenhang mit Fettleibigkeit hinaus, in der Entwicklung des metabolischen
Syndroms eine Rolle spielt. FUr die Analysen wurde ein Funktionsverlust des Fto-
Gens in dem ausfuhrlich charakterisierten Leptin-defizienten Mausmodell
herbeigeflhrt. Verschiedene Parameter des metabolischen Syndroms wurden in

Lep®°’;Fto”-Mausen untersucht und die Ergebnisse mit denen von wildtypischen,

ob/ob, +/+ ob/ob. +/-
:Fto :Fto

Lep -und Lep -Mausen verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Standardlosungen

In der vorliegenden Arbeit wurden, soweit nicht anders beschrieben, alle Chemikalien
von den Firmen Applichem GmbH (Darmstadt, Deutschland), J.T. Baker (Deventer,
Niederlande), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland), New
England Biolabs (NEB) (Schwalbach, Deutschland), Promega (Heidelberg,
Deutschland), Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland), Riedel deHaen (Seelze,
Deutschland), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Deutschland), Roth
(Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen. In der
Beschreibung der einzelnen Methoden sind detailliert die jeweils bendtigten
Materialien genannt. Fur die folgenden molekularbiologischen Arbeiten wurden die
notwendigen Losungen mit Hilfe von hochreinem Wasser aus einer Millipore-MilliQ-
Anlage angesetzt. Soweit erforderlich wurden die verwendeten Losungen, Gefalie
und Verbrauchsmaterialien durch Autoklavieren bei 121 °C, 2 bar fur 30 Minuten
sterilisiert. Bei den in den folgend beschriebenen Experimenten genutzten Geraten
und Verbrauchsmaterialien, die in diesem Kapitel nicht genannt werden, handelt es
sich um in einem molekularbiologischen Labor ubliche Utensilien.

2.2 Tierarbeiten

2.2.1 Mauslinien

Die kombiniert heterozygoten Mause (Lep®”*;Fto™") fiir diese Arbeiten entstanden

aus der Verpaarung von Fto”-Mausen mit C57BL/6J Lep®™*

-Mausen, welche
freundlicher Weise von Jens Brining, Institut fur Genetik der Universitat Koln, zur
Verfiigung gestellt wurden. Die Fto™-M&use wurden im Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf generiert (Fischer, et al.,
2009). Firr diese Arbeit wurden zwei Ffo*-Mauslinien verwendet. Eine mit dem
genetischen Hintergrund C57BL/6J und eine zweite mit einem eingekreuzten NMRI-

Hintergrund (C57BL/6J/ NMRI).
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2.2.2 Mauszucht und -haltung

Die fur diese Arbeit benodtigten Mause wurden in der Tierversuchsanlage der
medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf gehalten und
gezlchtet. Alle Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22 °C bis 24 °C in einem
12 h/12 h Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und erhielten Wasser und Futter ad libitum.
Alle Experimente wurden entsprechend der staatlichen Richtlinien (Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW, LANUV) durchgefihrt und vom
Veterinaramt kontrolliert.

Grundsatzlich erfolgte die Zucht durch Verpaarung eines kombiniert heterozygoten
(Lep®*:Fto*"-) Weibchens mit einem kombiniert heterozygoten (Lep®”*:Fto™-)
Mannchen im Alter von ca. 8 Wochen. In Einzelfallen wurde auch eine Verpaarung
von kombiniert heterozygoten (Lep®*:Fto”"-) Weibchen mit einem Mannchen des

Genotyps Lep®®*;Fto” verwendet.
2.2.3 Gewichts- und Langenmessungen

Nach dem Absetzen der Nachkommen im Alter von 3 Wochen wurde damit
begonnen, das Gewicht der Tiere zu dokumentieren. Die Tiere wurden bis zum Alter
von 30 Wochen wdchentlich gewogen (Waage: Ohaus Corporation, CS200). Die
initialen Daten wurden von Stefanie Kuschel und Dr. Julia Fischer (Institut fur
Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere) erhoben und bereits in der
Diplomarbeit (lkels, 2009) vorgestellt. Im Alter von 30 Wochen wurden die Tiere
durch zervikale Dislokation getotet. Die Lange der Tiere wurde von Schnauzenspitze
bis After (ohne Schwanz) durch Abmessung mittels eines Lineals bestimmt. Die
Organe bzw. die Fettdepots wurden einzeln herausprapariert, gewogen und
entweder direkt weiter verarbeitet oder in flussigem Stickstoff in Eppendorfgefallen
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die ersten Daten hierzu wurden bereits
wahrend der Anfertigung der Diplomarbeit erhoben und ebenfalls dort vorgestellt
(Ikels, 2009).
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2.2.4 Blutglukose-Messungen

Die  Glukosemenge wurde im Vollblut mit Hilfe eines Standart-
Blutzuckermesssystems (GlukoMen-Visio) bestimmt. Hierfur wurde die Schwanzvene
der Maus angeritzt und ein Tropfen Blut auf einen Teststreifen aufgetragen. Die
quantitative Messung der Blutglukose erfolgt hierbei Uber eine Glukose-Oxidase-
Reaktion. Das Enzym Glukose-Oxidase katalysiert die Sauerstoff-abhangige
Oxidation von Glukose. Wahrend dieser Reaktion entsteht Wasserstoffperoxid.
Dieses kann durch eine elektrochemische Messung erfasst und darlber die

Glukosemenge bestimmt werden.

2.2.4.1 Glukose-Toleranz-Test

Der Glukose-Toleranz-Test (GTT) dient der Analyse der Glukoseverwertung. Das
Prinzip beruht auf der Tatsache, dass ein gesunder Korper einen erhohten
Blutzuckerspiegel erkennt und durch eine sofortige Insulinantwort senkt. Fir den
Test wird den Tieren eine definierte, dem Kdrpergewicht angepasste Glukosemenge
appliziert. Der kunstlich erhdhte Glukosespiegel im Blut fuhrt zu einer Stimulation der
Insulinsekretion durch die Bauchspeicheldrise und damit zur Speicherung der
Glukose in verschiedenen Zellen des Korpers (siehe 1.2). Ein verzdgerter Abfall der

Blutglukose weist hierbei auf eine gestorte Glukoseverwertung hin.

Zur Kontrolle der Glukoseverwertung der Tiere wurden Glukose-Toleranz-Tests im
Alter von 6 und 14 Wochen durchgefuhrt. Hierzu wurden die Tiere Uber 16 Stunden
gefastet (Wasser ad libitum). Zunachst wurde die Schwanzvene des Testtieres
angeritzt und die Blutglukose in gefastetem Zustand (Fastenglukose) gemessen
(GlukoMen-Visio, A. Menarini Diagnostics). Im Anschluss wurde eine Glukosel6sung
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Den juingeren Tieren (im Alter von 6 Wochen) wurden
2 g/kg Glukose injiziert, den Alteren (14 Wochen) 1 g/kg. Die Blutglukose wurde dann
zu festgelegten Zeitpunkten (15, 30, 60 und 120 Minuten nach Injektion) gemessen.

Die gemessene Glukosemenge im Blut wurde in mg/dl angegeben.
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Verwendete Chemikalien und Losungen:

Glukose D-(+)-Glukose Sigma,
#G7528-250G

Glukose-Ldsung: 20% Glukose (w/v)

in demin. H,O

2.2.4.2 Insulin-Toleranz-Test

Die Verwendung des Insulin-Toleranz-Tests (ITT) dient der Analyse der
Insulinsensitivitat und damit der Kontrolle, ob eventuell eine Insulinresistenz vorliegt.
Durch Injektion einer definierten Menge menschlichen Insulins (Actrapid, Novo
Nordisk) wird der Blutzuckerspiegel kunstlich abgesenkt. Die Messung der
Blutglukose Uber einen definierten Zeitraum gibt Aufschluss darlber, wie schnell der
Korper auf das applizierte Insulin reagiert, d. h. wie schnell der Blutglukosespiegel
absinkt und ebenso wie lange es dauert, bis sich der Glukosespiegel wieder

normalisiert.

Im Alter von 7 und 15 Wochen wurde bei den Tieren ein Insulin-Toleranztest (ITT)
durchgefuhrt. Hierbei wurden die Tiere ungefastet gemessen, allerdings wurde ihnen
das Futter wahrend des Tests entzogen. Nach Bestimmung des Startglukosewertes
wurde dem jeweiligen Versuchstier 7,5 pl Insulinlésung/g Korpergewicht (0,75 U/kg)
i.p. appliziert und die Blutglukose 15, 30 und 60 Minuten nach der Injektion
quantitativ bestimmt (GlukoMen-Visio, A. Menarini Diagnostics). Die gemessene
Start-Glukosemenge (vor Insulin-Injektion) wurde hierbei auf 100% gesetzt und die

weiteren Glukosewerte (nach Injektion) relativ zur Start-Glukosemenge angegeben.

Verwendete Chemikalien und Losungen:
Insulin: Actrapid Novo Nordisk
Insulin-Lésung: 0,1% Insulin

in demin. H,O
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2.2.5 Messung von Insulin im Blutplasma mittels ELISA

Zur quantitativen Bestimmung der Insulinkonzentration im Blutplasma wurde ein sog.
Sandwich-ELISA (engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay) verwendet. Hierbei
binden 2 Antikdrper an zwei unterschiedliche Epitope des Antigens (Insulin). Der
erste anti-Insulin-Antikorper ist in Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gebunden. An
diesen bindet das Antigen (hier Insulin) in der Probe. Der zweite anti-Insulin-
Antikdrper ist Enzym-gekoppelt. Dieses Enzym setzt ein Substrat, welches ebenfalls
hinzugegeben wird, in einen Farbstoff um. Dieser kann photometrisch gemessen
werden, wobei die Konzentration proportional zur Konzentration des gebundenen

Antigens ist.

2.2.5.1 Gewinnung von Plasma aus Vollblut

Im Alter von 30 Wochen wurde den Tieren Blut zur Bestimmung der
Insulinkonzentration im Plasma entnommen. Um die Blutgerinnung zu verhindern,
wurde eine Spritze (0,01-1 ml, Braun, Omnifix-F, #3B18048) mit breiter Kanule (0,5 X
23 mm, Erosa, #1024) mit 250 mM EDTA gespult. Das EDTA bedeckt die Wande der
Spritze und ca. 20 pl bleiben oberhalb der Kanule Gbrig. Das Blut wurde mit Hilfe der
Spritze direkt nach der Tétung aus dem noch schlagenden Herzen der Maus
entnommen. Das Blut wurde in Eppendorfgefale tberflihrt und bei 2000 x g fur 20
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Gefal Uberfiihrt
und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C weggefroren.

Verwendete Losungen:
EDTA 250 mM in H,O, pH 8 AppliChem,
# A2937.1000
2.2.5.2 Bestimmung der Konzentration von Insulin
In einem vorherigen Testlauf wurde festgestellt, dass die Konzentration an Insulin im

Plasma aller drei Leptin-defizienten Tiergruppen oberhalb der maximalen

Detektionsgrenze des ELISA lag. Deshalb wurden die Plasmaproben der Leptin-
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defizienten Tiere 1:2 in Sample Diluent verdunnt und die der wildtypischen Tiere
unverdunnt eingesetzt. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefuhrt.
FUr eine Standardkurve wurden ebenfalls in Duplikaten definierte Konzentrationen (0,

1,2, 4, 8, 16, 32, 64 ug/ml) von Ratten-Insulin-Standard eingesetzt.

In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 95 ul Sample Diluent und 5 pl der
Probe bzw. der Standardkonzentrationen gegeben. Diese wurden dann fur 2
Stunden bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde jede Vertiefung 5 mal mit 300 pl
Waschpuffer griindlich gewaschen und 100 pl Enzym-Konjugatlésung hinzugegeben.
Diese Losung enthalt Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Anti-Insulin Antikorper, die
wiederum an den Komplex aus dem ersten anti-Insulin-Antikdrper und dem
nachzuweisenden Insulin bindet. Es folgte ein weiterer 30minutiger
Inkubationsschritt, eine grindliche Waschprozedur (7 mal mit 300 yl Waschpuffer)
und im Anschluss wurden 100 pl Enzym-Substrat (TMB, 3,3,5,5-
Tetramethylbenzidin)-Losung hinzugegeben. Das ebenfalls in der Losung enthaltene
Wasserstoffperoxid wird durch die Peroxidase reduziert. Dabei frei werdende
Protonen oxidieren das zunachst farblose TMB und es kommt zu einer Blaufarbung.
Nach einer 10minutigen Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe einer
schwefelsauren Losung abgestoppt. Hierdurch kommt es zu einem Farbumschlag
von blau nach gelb. Die Intensitat der Farbung wurde mittels ELISA-Readers (Tecan
Sunrise) bei einer Wellenlange 450 und 630 nm gemessen und die Insulin-

Konzentration mit Hilfe der Standardkurve bestimmt.

Verwendete Materialien:
Ultra Sensitive Rat Insulin ELISA Kit Crystal Chem Inc.,
# 90060

2.2.6 Semiquantitative Messung von Glukose im Urin

Der Anteil von Glukose im Urin wurde im Alter von 30 Wochen bestimmt. Hierfar
wurde ein handelsiiblicher Test aus der Humanmedizin verwendet (Combur®-Test,
Cobas). Dieser beruht auf der Glukoseoxidase-Peroxidase-Reaktion. Die Urinproben
wurden von ungefasteten Tieren gesammelt und direkt auf die Teststreifen

aufgetragen. Nach 60 Sekunden wurden die Farben der Testfelder mit dem
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angegebenen Farbblock verglichen. Die Farbe wurden per Augenmald der
ahnlichsten Farbe des Farbblocks zugeordnet und die Kategorie notiert. Der Test
erlaubt lediglich eine semiquantitative Aussage der einzelnen Proben, weshalb bei
der Bewertung der unterschiedlichen Genotypen der durchschnittliche Schwellenwert

(=) als Kategorie angegeben und keine statistische Auswertung durchgefuhrt wurde.

2.2.7 Erhebung metabolischer Daten

Die Daten der koérperlichen Aktivitat, der Nahrungsaufnahme und der indirekten
Kalorimetrie wurden im Alter von 8 und 16 Wochen in sog. Stoffwechsel-Kafigen
(PhenoMaster, TSE-Systems) erhoben. Die Tiere wurden fur 72 Stunden in
Einzelhaltung adaptiert. Dazu wurden Kafige benutzt, die identisch zu den
Messkafigen waren, ohne mit dem Messsystem verbunden und damit luftdicht
abgeschlossen zu sein. Anschlieend wurden die Mause gewogen und fur 72
Stunden in den Messkafigen, die nach auflen luftdicht abgeschlossen waren,

gehalten.

2.2.7.1 Messung der korperlichen Aktivitat

Wahrend des Zeitraums von 72 Stunden wurde die Aktivitat mittels Infrarot-
Lichtschranken gemessen. Die Rahmen der Stoffwechselkafige waren mit jeweils 16
Lichtschranken auf der X-, Y- und der Z-Achse ausgestattet. Auf der einen Seite der
Kafige waren die Infrarotsender angebracht und auf der gegenuberliegenden Seite
die entsprechenden Empfanger, die eine Unterbrechung des Lichtstrahls
registrierten. Der Abstand zwischen den Lichtschranken betrug 15 mm. Es konnte
wahrend der Messung zwischen geringen Bewegungen (Feinaktivitat, 1
Lichtschranke wurde durchbrochen) und groReren Bewegungen (mindesten 2
Lichtschranken werden unterbrochen) unterschieden werden. Die Unterbrechungen
wurden von einer Kontrolleinheit registriert und mit Hilfe eines Computerprogramms
automatisch aufgezeichnet (Process Control MoTil2, TSE Systems). In dieser Arbeit
ist die gesamte Aktivitat (feine und grobe Aktivitat) aller Achsen ausgewertet und in
Einheiten pro Stunde (Einheiten/h) dargestellt worden.
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2.2.7.2 Messung der Nahrungsaufnahme

Die Nahrungsaufnahme wurde Uber die gesamte Zeit mit Hilfe von in der Aufhangung
der Futter- und Wasserbehalter integrierten Wiegesensoren gemessen. Daflir wurde
in regelmaligen Abstanden (alle 27 Minuten) das Gewicht der Futter und
Wasserbehalter gewogen. Die Gewichtsabnahme dieser wurde automatisch durch
eine Messeinheit (Process Control Drinking Feeding, TSE Systems) in die
aufgenommene Futtermenge umgerechnet und aufgezeichnet. Zur Auswertung
wurden die Rohdaten der Futter- und Wasseraufnahme sowie die Daten bezogen auf

die fettfreie Masse der Tiere berechnet und in Diagrammen dargestellt.

2.2.7.3 Indirekte Kalorimetrie

Die Indirekte Kalorimetrie wurde bestimmt, indem die O, und COj-Anteile in der
Atemluft vor Eingang in den Kafig und nach Ausfluss aus dem Kafig gemessen
wurde. Eine eingebaute Kalorimetrie-Einheit (High Speed Sensor Unit 994620-CS-
HSP-01, Process Control CaloSys, TSE Systems) berechnete die Differenz fur O,
und CO,, also O,-Aufnahme und CO,-Abgabe, sowie den respiratorischen Quotient
(RQ) und den Energieverbrauch. Der respiratorische Quotient ist der Quotient aus
CO,-Abgabe und Ojx-Aufnahme und gibt Aufschluss dber die Art des
verstoffwechselten Substrats. In dieser Arbeit wurden die Oz-Aufnahme und CO,-
Abgabe pro Stunde und bezogen auf die fettfreie Masse sowie RQ und

Energieverbrauch dargestellt.

2.2.8 Analyse der Korpermassenanteile

Die Messungen der Korperzusammensetzung wurden ebenfalls im Alter von 8 und
16 Wochen direkt im Anschluss an die Messungen in den Stoffwechselkafigen
durchgefuhrt. Anteile der Fettmasse und der fettfreien Masse wurden mit Hilfe einer
NMR (engl.: Nuclear Magnetic Resonance)-Analyse (Minispec mq7.5 NMR Analyzer,
Bruker) bestimmt. Dieses System beruht auf der Technik der Niedrigfeld-NMR
Analyse. Uber die Protonen-Relaxationszeit in einem Magnetfeld kénnen die Anteile

von Fettmasse (FM) und fettfreie Kérpermasse (FFM) der Tiere ermittelt werden
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(Software: OPUS 6.5, Bruker Minispec Plus). Die Methode ist nicht-invasiv und kann

ohne Anasthesie zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiederholt werden.

2.3 Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um die Genotypen der Nachkommen aus den Mausverpaarungen zu bestimmen,
wurden im Alter von ca. drei Wochen Biopsien der Schwanzspitzen genommen. Aus

diesen wurde die DNA isoliert und mittels PCR analysiert.

2.3.1 Isolation und Aufreinigung von DNA

Die Schwanzspitzen-Biopsien wurden in 2 ml-Eppendorf-GefalRe uberfuhrt und
anschlielend mit 750 ul , Tail*-Puffer und 30 pl Protein-Kinase K (ProtK) Uber Nacht
bei 56 °C unter leichtem Schatteln inkubiert.

Anschlieliend wurden 250 pl gesattigte NaCl (>6 M) hinzugeflgt, gut geschuttelt und
die Proben fur 10 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert (Eppendorf, #5415D). Hierbei
setzen sich Haare und Salz ab. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues
Eppendorfgefall pipettiert, 500 pl 2-Propanol zur Fallung der DNA hinzugeflugt,
geschittelt und erneut fiir 10 Minuten bei 13000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Zum Waschen des DNA-Pellets wurden 500 ul 70%-iges Ethanol
verwendet. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (13000 x g fur 10 min) wurde
der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet etwa eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet. Anschlielend wurden 100 pl demin. Wasser
zugegeben und die DNA-Pellets Uber Nacht bei Raumtemperatur darin gelost. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C. Die DNA wurde gel6st in demin. Wasser fur den PCR-

Ansatz eingesetzt.

Verwendete Losungen:

» 1ail*-Puffer: 100 mM NacCl
50 mM Tris-HCI, pH 8
100 mM EDTA
1% SDS (w/v)
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SDS: Serva Electrophoresis
GmbH, #20760

HCI: Prolabo, #20252.290

Tris: Prolabo, #103156

ProtK: 10 mg/ml Roche, #1000144

EDTA: AppliChem,
#A2937.1000

NaCl-Lésung, gesattigt: NaCl >6 M Prolabo, #27810.295

demin. H,O
2-Propanol: Fuka, #59300
70% Ethanol: 70 ml Ethanol Sigma-Aldrich, #32213

30 ml demin. H,O

2.3.2 PCR-Amplifikation

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.: Polymerase Chain Reaction, Saiki et al.
1988) wurde bereits 1983 von Kary B. Mullis entwickelt und dient der in vitro
Amplifikation von DNA. Mit dieser Technik kann ein spezifischer DNA-Abschnitt aus
einer Ausgangsprobe (Template) vervielfaltigt werden. DNA-Doppelstrange werden
durch kurzes Erhitzen getrennt, so dass sich kurze synthetische DNA-Stlcke
(Primer) anlagern konnen, welche die zu amplifizierende Sequenz flankieren. Fur die
Reaktion wird eine thermostabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium thermus
aquaticus (Taq) verwendet. Diese nutzt die einzelstrangige DNA als Matrize zur
Synthese von neuen DNA-Polynukleotidketten vom freien 3'OH der Primer an.
Hierfir verwendet sie das jeweils komplementare Nukleotid zu dem am Strang
vorliegenden. Wahrend die Polymerase am DNA Einzelstrang entlang wandert
erfolgt unter Abspaltung von Diphosphaten die Verknupfung mit weiteren Desoxy-
Ribonukleosidtriphosphaten  (dNTPs), den Bausteinen fur einen neuen
komplementaren Strang und somit flir die Amplifikation der Zielsequenz. Die
entstandenen Sequenzen werden im nachsten Zyklus wieder als Matrize genutzt.

Die Reaktion erfolgt in mehreren Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus drei Phasen. Die
Denaturierungsphase dient der Trennung der DNA-Doppelstrange durch Erhitzen. In
der Hybridisierungsphase wird die Temperatur wieder erniedrigt, sodass sich die

Primer an die DNA-Einzelstrange anlagern konnen. In der Elongationsphase wird die
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Primersequenz durch Anfugen der dNTPs mit Hilfe der Polymerase verlangert, um

die vollstandige gewlnschte Sequenz zu erhalten.

Fir die PCR wurde die Tag-Polymerase (hergestellt im Institut fir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Tiere an der HHU Ddusseldorf nach dem Protokoll von
(Pluthero, 1993) mit dem dazugehorigen Puffersystem (Roche, #1146265)
verwendet. Das Wasser stammte aus der Millipore-MilliQ-Anlage nach Sambrook et
al. (1989). Die Reaktionen wurden in dunnwandigen 0,2 ml PCR-GefalRen angesetzt
und in Thermocyclern der Marke MWG Biotech (Primus 25) oder Eppendorf
(Mastercycler Gradient) durchgefuhrt.

Fur die Genotypisierung der in dieser Arbeit verwendeten Mausgenotypen wurden
zwei unabhangige PCRs durchgefuhrt, eine fur die Bestimmung des Ffo-Genotyps
und eine zweite zur Bestimmung des Lep-Genotyps. Hierfur wurden jeweils
spezifische Primer (Tabelle 2.1) und ein an die jeweiligen Primerpaare angepasstes
Protokoll (Tabelle 2.2 und 2.3) benutzt. Bei jeder PCR wurde je eine Positiv-
ob/+

(bekannte DNA einer Fto”'-Maus, bzw. einer Lep
(H20 anstelle der DNA) angesetzt.

-Maus) und eine Negativkontrolle

Fur die Genotypisierungen wurden folgende Primer verwendet:

Tabelle 2.1: Verwendete Primersequenzen (von 5’ nach 3’)

FtoKO fwd. | CGCCTCTCCCCCATCTAAATCCT Fto-Genotypisierung
FtoKO rev. | AAGCCAAGAACAAGTCCATACCTG Fto-Genotypisierung
NeoKO fwd. | CTGTGCTCGACGTTGTCACTG Fto-Genotypisierung
NeoKO rev. | GATCCCCTCAGAAGAACTCGT Fto-Genotypisierung
Ob fwd. TGTCCAAGATGGACCAGACTC Lep-Genotypisierung
Ob rev. ACTGGTCTGAGGCAGGGAGCA Lep-Genotypisierung
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Folgende PCR-Protokolle wurden zur Genotypisierung verwendet:

Tabelle 2.2: Protokoll der Fto/Neo-Genotypisierung

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Initiale Denaturierung | 94 °C 5 min 1

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primerhybridisierung | 56 °C 30 sek 35

Elongation 72 °C 30 sek

Elongation 72 °C 5 min 1
Tabelle 2.3: Protokoll der Lep-Genotypisierung

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Initiale Denaturierung | 95 °C 5 min 1

Denaturierung 95 °C 30 sek

Primerhybridisierung | 63 °C 30 sek 39

Elongation 72 °C 30 sek

Elongation 72 °C 7 min 1
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Die einzelnen Bestandteile fir einen Standard-PCR-Ansatz von einem Volumen von

20 pl wurden wie folgt zusammengesetzt:

Tabelle 2.4: Zusammensetzung pro PCR-Ansatz

ddH,0 12,5 pl
PCR-Puffer (5 X) 4 ul
dNTPs (10 mM) 0,4 pl
Primer (Fwd.) (10 pM) 1 ul
Primer (Rev.) (10 pM) 1l
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
DNA (= 0,1 pg/pl) 1 ul
> 20 pl
Verwendete Lésungen:
dNTP-Gemisch: 10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
100 MM dTTP

PCR-Puffer:

demin. H,O

Roche, #1969064

5 x Green GoTaq Reaction Buffer

autoklaviert

Promega, #M7911

Im Falle der Fto-Genotypisierung binden die Fto-Primer lediglich an der wildtypischen
DNA und die Neo-Primer an der mutierten DNA. Der Ffo-Genotyp wird nach der PCR

entsprechend der vorhandenen Banden bestimmt.

Die Primer der Leptin-Genotypisierung hingegen binden sowohl an das mutante als

auch an das wildtypische Gen. Fur die Bestimmung des Genotyps muss daher nach

der PCR noch ein sog. Restriktionsverdau durchgefuhrt werden.
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2.3.3 DNA-Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukleasen) werden aus Bakterien gewonnen.
Sie erkennen spezifische Basensequenzen in einem Gen und kdnnen DNA-Strange
in Stdcke definierter GroRe hydrolysieren.

Bei der Bestimmung des Lep-Genotyps wurde die Tatsache genutzt, dass die
Mutation im Leptin-Gen eine zusatzliche Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Ddel
(Biolabs, #R0175L) zur Folge hat.

Nach der Lep-PCR wurde das Amplifikat Uber Nacht bei 37 °C mit dem
Restriktionsenzym Ddel verdaut, um Proben mit Schnittstellen sichtbar zu machen.
Die amplifizierten und geschnittenen DNA-Fragmente konnten dann anhand ihrer
unterschiedlichen GroRe (wildtypisches Allel: 150 bp, mutantes Allel: 100 bp)
identifiziert werden.

Der Verdau fur 10 yl PCR-Produkt wurde wie folgt angesetzt:

Tabelle 2. 5: Ansatz des Lep-Restriktionsverdaus fiir 10 uyl PCR-Produkt

Ddel (Biolabs, #R0175L) 1 ul

Puffer (NEBuffer3, Biolabs #B7003S) | 2 pl

demin. H,O 7 ul

PCR-Produkt 10 pl

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der in der PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurde die
Auftrennung nach deren Grolie mittels der Agarose-Gelelektrophorese genutzt.

Agarose ist ein Polysaccharid und wird aus roten Meeresalgen hergestellt. Sie wird
durch Aufkochen in TAE-Puffer gelost und geliert beim Abkuhlen. Dabei entstehen
Poren, deren GroRRe von der Konzentration der Agarose abhangt. Nukleinsauren sind
aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladen. Diese Tatsache wird bei der Agarose-

Gelelektrophorese genutzt. Das Gel wird in eine Elektrophoresekammer in TAE-
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Puffer Uberfihrt und die zu untersuchenden Proben werden in die Taschen des Gels
aufgetragen. Der TAE-Puffer dient als Laufpuffer und die Proben werden mit 6x
Ladepuffer versetzt, um das Absinken der Proben zu gewahrleisten. Durch das
Anlegen einer Spannung wird ein elektrisches Feld erzeugt. Die Nukleinsauren
wandern zum positiven Pol und werden durch die Poren des Gels ihrer GroRe nach
aufgetrennt. GroRere Fragmente wandern langsamer als kleinere. Zum
GroRenabgleich wird ein DNA-Marker aufgetragen. Dieser enthalt mehrere DNA-
Fragmente definierter GroRe, anhand derer die Grolke der Proben abgemessen
werden kann. Um die Nukleinsduren in dem Gel sichtbar zu machen, wird das
Agarosegel entweder mit Ethidiumbromid (EtBr) oder mit GelRed versetzt. Aus
Sicherheits- bzw. gesundheitlichen Grinden wurde im Laufe dieser Arbeit das Labor
von der Nutzung von Ethidiumbromid auf die Nutzung von GelRed umgestellt.
Sowohl EtBr als auch GelRed interkalieren in Nukleinsauren und verandern dadurch
ihr Anregungsspektrum, sodass die Fluoreszenz bei Anregung durch ultraviolettes
(UV) Licht stark erhoht wird. Dadurch kdonnen die Proben inklusive der Kontrollen
unter UV-Licht (254 nm) detektiert und mit Hilfe einer computerbasierten Video-
Dokumentationsanlage fotografiert werden.

Fir die Auftrennung der PCR-Produkte der Ffo-Genotypisierung wurde ein 1%iges
Gel mit 0,05 ul/ml EtBr oder GelRed verwendet und die elektrophoretische
Auftrennung bei Raumtemperatur mit einer Spannung von 120 V Uber etwa 30
Minuten durchgeflnhrt.

Die Proben der Lep-PCR wurden aufgrund der sehr kleinen DNA-Fragmente in
einem hoher konzentrierten Gel (2%) unter denselben Bedingungen uber etwa 45

Minuten aufgetrennt.

Verwendete Losungen:

Agarose: PeqLab, #35-120
Ladepuffer: 50% Glyzerin Roth, #3783.1
2% Orange G (w/v) Merck, #14277

in TAE-Puffer

Ethidiumbromid (EtBr): 1% in H20O (w/v) Fluka, #46067
GelRed: Nucleic Acid Stain
10.000X in Wasser Biotium, #41003
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TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat
2 mM EDTA
pH 8.2
DNA-Marker 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen,

#10787026

2.4 Histologische Techniken

241 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die frisch isolierten Organe tber Nacht
bei 4 °C auf einer Wippe in 4% PFA fixiert. AnschlieRend wurden sie fur jeweils 1,5
Stunden in einer Ethanolreihe (70%, 80%, 90%, 100%) unter leichtem Schwenken
entwassert. Danach wurden sie Uber Nacht in 1-Butanol inkubiert und fir je zwei
Stunden in 60 °C heillem Paraffin zunachst ohne und dann mit Vakuum, zur
Verhinderung von Lufteinschlissen, inkubiert (Medax, #47511; Vakuubrand,
#BVC21). Im Anschluss wurden sie in Paraffin eingebettet und nach der
gewunschten Schnittflache ausgerichtet. Nach der Aushartung wurden am Mikrotom
(Leica RM 2035) 7-12 uym dicke Schnitte hergestellt, direkt zum Strecken in ein 45-50
°C warmes Wasserbad uberfuhrt und auf Objekttrager (SuperFrost, Roth) gebracht.
Zum Trocknen und vollstandigen Strecken erfolgte eine Inkubation auf einer
Heizbank (30-60 min, 45 °C; OMNILAB Jirgens). Bis zur weiteren Verwendung
wurden die Schnitte bei 4 °C gelagert.

Verwendete Losungen:

4% PFA: 4% Paraformaldehyd Merck, #8.18715
in PBS (w/v)
70% Ethanol 70% Ethanol in dH20 (v/v)
80% Ethanol 80% Ethanol in dH20 (v/v)
90% Ethanol 90% Ethanol in dH20 (v/v)
100% Ethanol abs. Prolabo, #20821.330
1-Butanol Prolabo, #20810.323
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2.4.2 Anfertigung von Gefrierdiinnschnitten

Die praparierten Organe wurden direkt fir zwei Stunden bei 4 °C auf einer Wippe in
4%igem PFA fixiert und anschlieRend Uber Nacht in 30%iger Saccharose-Ldsung
ebenfalls bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. AnschlieRend wurden die Organe in
einem Einbettmedium fur Gefrierdunnschnitte (O.C.T.) eingebettet, ausgerichtet und
auf Trockeneis durchgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Vor dem Schneiden
wurden die Organe im Kryostat (Leica, CM 3050S) bei -20 °C fur etwa 20 Minuten
vorinkubiert, mit Hilfe von O.C.T. auf einem Trager befestigt und anschlieRend mit
einer Schichtdicke von 12 pym geschnitten. Die Schnitte wurden auf Objekttrager
(Superfrost Plus, Menzel GmbH) aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

Verwendete Losungen:

PBS: 4 mM NaH;PO4*H,0O
16 mM Na;HPO4*2H,0
150 mM NacCl
pH 7.3
autoklav. (121 °C, 2 bar, 30 min)
O.C.T. Tissue-Tek O.C.T.
Compound Sakura Finetechnical,
#4583
4% PFA: 4% Paraformaldehyd Merck, #8.18715
in PBS (w/v)
30% Saccharose: 30% Saccharose Merck, #107651
in PBS (w/v)

2.4.3 Hamalaun/Eosin-Farbung auf Paraffindiinnschnitten

Hamalaun ist ein positiv geladener Farbstoff und farbt effektiv DNA in einem Blauton
an. Eosin ist negativ geladen und farbt die Ubrigen Zellstrukturen in unterschiedlichen
Rottonen an. Diese Farbung macht man sich zu Nutze, um die Histologie von Zellen
und Geweben deutlicher zu erkennen.

Die Objekttrager mit Paraffinschnitten (Leberschnitte und Pankreasschnitte) wurden

zunachst zweimal fur funf Minuten in Xylol entparaffiniert und anschliel3end flr drei
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Minuten in 100%igem Ethanol inkubiert. Darauf folgte die Inkubation in einer
absteigenden Ethanolreihe (90%, 70%, 50%) fur je zwei Minuten. Im Anschluss
wurden die Schnitte fur zwei Minuten in destillietem H,O und dann fur weitere zwei
Minuten in der Hamalaun-Farbeldésung inkubiert. Es folgte ein Waschschritt unter
flieRendem H,O Uber 10 Minuten zur Ausdifferenzierung der Farbung. Anschliel3end
wurden die Objekttrager kurz in destilliertem H>O gespult und fur 30 Sekunden in der
Eosin-Farbelosung inkubiert. Es folgte ein weiterer kurzer Waschschritt in
destilliertem H>O und dann eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90%, 100%) fur je
eine Minute. Zum Schluss wurden die Schnitte flr drei Minuten in Xylol inkubiert und
dann mit Entellan unter Deckglaschen (Roth, #878) eingedeckelt. Nach dem

Trocknen wurden sie bei 4 °C gelagert.

Verwendete Losungen:

50% Ethanol 50% Ethanol in dH20 (v/v)

70% Ethanol 70% Ethanol in dH20 (v/v)

90% Ethanol 90% Ethanol in dH20 (v/v)

100% Ethanol abs. Prolabo, #20821.330

demin. H,O

Eosin-Losung: 96% Ethanol (v/v)
2% Eosin gelb (w/v) Merck, #1.15935.0100
1% Essigsaure (v/v) Fluka, #45731

U. N. I16sen lassen

filtrieren (Faltenfilter) Machery-Nagel,

#531024
Entellan: Merck, #1.07961.0500
Hamalaun-Ldsung: 50 ml Mayer’s Hamalaun-L&sung

Merck, #1.09249.0500
150 ml dest. H,O
Xylol: Prolabo, #28975.291
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2.4.4 Oil red O-Farbung auf Gefrierdiinnschnitten der Leber

Oil red O ist ein fettloslicher Farbstoff, der zum Anfarben von Triglyzeriden verwendet
wird. Lipidtropfen im Gewebe werden rot angefarbt und kénnen so in Form, Grole
und Anzahl analysiert werden.

Die Organe wurden direkt nach der Praparation fixiert und am Kryostat (Leica, CM
3050S) wurden Gefrierdinnschnitte angefertigt. Die Oil red O-Farbeldésung wurde in
ein Glasgefall gegeben und fir etwa 10 Minuten stehen gelassen, damit sich
restliche Feststoffe absetzen. Die Objekttrager (Superfrost Plus, Menzel GmbH) mit
den Leberschnitten wurden kurz in demin. H,O gewaschen und anschlielend
vorsichtig mit Hilfe eines Objekttrager-Schiffchens fur 10 Minuten in die Farbelosung
gehangen. Dieser Farbeschritt wurde lichtgeschitzt durchgefuhrt. Anschlieend
wurden die Schnitte erst 20 Sekunden in demin. H,O und dann 10 Minuten unter
flieRendem Wasser gewaschen. Zur Gegenfarbung wurden die Zellkerne eine Minute
in Hamalaun angefarbt, die Schnitte nochmals unter flieRendem Wasser 10 Minuten
gewaschen, in Glyzerol-Gelatine eingedeckelt und mit Zaponlack versiegelt. Die

Dokumentation am Mikroskop erfolgte innerhalb von wenigen Tagen.

Verwendete Losungen:

Glyzerol-Gelatine: Sigma-Aldrich, #GG1
Hamalaun: Mayer’'s Hamalaun-Losung,

abs. Merck, #1.09249
Oil red O-Grundlésung: 300 mg Qil red O Sigma-Aldrich, #09755

100 ml 2-Propanol

lichtgeschutzt bei 4 °C aufbewahren

Oil red O-Farbeldsung: 24 ml Oil red O-Grundlésung
16 ml demin. H,O
filtrieren
Zaponlack: Roth, #6804.1
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2.5 Antikorperfarbung auf Gefrierdiinnschnitten

Zur histologischen Analyse von Proteinverteilungen in Geweben sowie zur Detektion
definierter Zelltypen wurden die Proteine von Interesse mittels Antikorpern sichtbar
gemacht. Antikorper gegen Insulin und Glukagon wurden verwendet, um a- und (-
Zellen im Pankreas sichtbar zu machen.

Nachdem die frisch entnommenen Organe in O.C.T. eingebettet und am Kryostat
Gefrierdunnschnitte angefertigt wurden (siehe 2.4.2), konnten diese fur eine
Antikorperfarbung verwendet werden. Zunachst wurden die Schnitte auf dem
Objekttrager mit einem Fettstift (ImmEdge Pen) umrandet. Dann wurden sie zweimal
fur jeweils 15 Minuten auf einer Wippe mit PBT inkubiert. Alle nachfolgenden
Inkubationsschritte wurden in einer Dunkel-Feuchtkammer durchgefuhrt. Die Schnitte
wurden zunachst fur mindestens 30 Minuten mit 10%igem fotalem Kalberserum
(engl. fetal calf serum, FCS) inkubiert, um unspezifische Bindestellen der Antikérper
zu Dblockieren. Im Anschluss wurden sie uber Nacht bei 4 °C mit dem
entsprechenden Primarantikorper (Tabelle 2.6) verdinnt in 1% FCS inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal fur 15 Minuten mit PBT gewaschen und
anschlieend fur 2-6 Stunden mit dem jeweiligen Sekundarantikorper (Tabelle 2.7)
bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlie3end wurden die Schnitte nochmals grtindlich
im Dunkeln mit PBT gewaschen und mit Mowiol, welches 4'6-diamidino-2-
phenylindol, Dihydrochlorid (DAPI) enthielt, eingedeckelt. DAPI st ein
Fluoreszenzfarbstoff, der sich an DNA anlagert und dadurch die Zellkerne sichtbar
macht. Das Mowiol hartete Uber Nacht, ebenfalls im Dunkeln, aus. Nachdem die
Immunfluoreszenzbilder am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen wurden, konnten

die Schnitte bei 4 °C gelagert werden.

Verwendete Materialien und Lésungen:

DAPI: DAPI-Reagenz Merck, #1.24653
in PBS (0,1 ug/ml)
FCS: Fotales Kalberserum PAA Laboratories

GmbH, #A15-108
1% und 10% (v/v) in PBS
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ImmEdge Pen: Vektor
Laboratories Inc.,
#H-4000
Mowiol: 5 g Mowiol 4-88 Polysciences Inc.,
#17951
in 20 ml PBS
U. N. unter Ruhren l6sen
10 ml Glyzerin Roth, #3783.1
15 min bei 12000 Upm zentrifugieren
PBS: 4 mM NaH:POs*H20
16 mM Na:HPOs*2H.0
150 mM NacCl
pH 7,3
autoklav. (121 °C, 2 bar, 30 min)
PBS-T: 1% Triton-X-100 (v/v) Sigma, #234729
in PBS

Folgende Erstantikorper wurden fur die Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

Tabelle 2. 6: Verwendete Primarantikorper

Name Verdlinnung Wirt Bezugsquelle Bestellnummer
Insulin 1:250 Kaninchen Santa Cruz sc-9168
Glukagon | 1:2000 Meerschweinchen | Millipore 4031-01F

Folgende Zweitantikorper wurden fur die Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

Tabelle 2. 7: Verwendete Sekundarantikorper

Name Verdlinnung | Bezugsquelle Bestellnummer
Cy"™2-konjugiert Esel anti- | 1:200 Jackson 706-225-148
Meerschweinchen IgG ImmunoResearch

Cy™3-konjugiert Esel anti- | 1:200 Jackson 711-165-152
Kaninchen IgG ImmunoResearch
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2.6 Bestimmungqg der Fettmenge in der Leber

Zur Extraktion der Triglyzeride wurden direkt nach dem Téten der Mause neun
Proben von etwa 50 mg Gewicht aus dem grofdten Leberlappen entnommen. Das
genaue Gewicht wurde notiert. Die Proben wurden in 15 ml Falcons in jeweils 500 pl
H>O homogenisiert und in Glasrohrchen Uberfihrt. Nach Zugabe von 4 ml
Chlorophorm-Methanol-Lésung und grundlichem Vortexen wurde Uber Nacht die
Phasentrennung abgewartet (4 °C). Am nachsten Tag wurden 0,8 ml 0,9% NaCl
hinzugefugt, erneut durch Vortexen grundlich gemischt und bei 2500 Upm fur 10
Minuten zentrifugiert. Hierbei entstanden drei Phasen. Die untere Phase wurde in ein
weiteres Glasgefald, welches zuvor gewogen wurde, transferiert. Hierbei wurden
jeweils drei Proben derselben Maus in einem Glasflaschchen gesammelt. Dieses
wurde anschlieBend drei Tage unter einem Abzug gelagert, wahrenddessen die
Flussigkeit verdampfen konnte. Das aus der Leber isolierte Fett blieb im Glas zurtck.
Nach dem Trocknen wurde das Flaschchen erneut gewogen und die Differenz zum
leeren Gefald bestimmt. Das erhaltene Fettgewicht aus drei Proben wurde in Relation
zum Gewicht der verwendeten Leberstuckchen gesetzt. Es wurden pro Individuum

drei Bestimmungen mit insgesamt 9 Leberproben durchgefuhrt.

Verwendete Materialien und Lésungen:

Chloroform abs. Prolabo, #22711.290
Methanol abs. Fisher Chemical, #M/4000/17
Chloroform/Methanol-Lsg. 2:1
NaCl 0,9% (w/v) in dH,0
Glasrohrchen Lenz,
Laborglas GmbH & Co.KG,
#5700107
Glasflaschchen Steiner GmbH,
Chemie- und Labortechnik,
#1201906220
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2.7 Fotodokumentation und Statistik

2.7.1 Fotodokumentation

Hamalaun-Eosin- und Oil red O-gefarbte Schnitte wurden mittels eines
Durchlichtmikroskops und einer dazugehorigen Kamera (Axiocam MRc, Zeiss)
aufgenommen. Antikérperfarbungen wurden mit Hilfe eines epi-Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskops (Axio Imager A2, Zeiss) und der entsprechenden Kamera
(Axio Cam MRm, Zeiss) fotografiert. Die digitalen Aufnahmen wurden im Anschluss
mit Hilfe der Software Adobe Photoshop 7.0 und Adobe lllustrator CS4 verarbeitet.

Beispielhaft wurden Collagen erstellt.
2.7.2 Ausmessungen der Langerhans’schen Inseln auf Pankreasschnitten

Pro Tier wurden 9 Pankreasschnitte in einem Abstand von durchschnittlich 20
Schnitten ausgewertet. Die Langerhans’schen Inseln wurden mit Hilfe einer
Dokumentationssoftware (AxioVision Rel. 4.8, Zeiss) in den digitalen Aufnahmen
umrandet und die Flache ausgemessen. Weiterhin wurden die Inseln ihrer Groflie
nach in drei Kategorien (I: 100 pm? —=10000 pym?, 1I: 10000 pm? — 100000 pm?, III;
>100000 pmz) eingeteilt und die Anzahl der Inseln jeder Kategorie bestimmt. Die
Gesamtflache der Pankreasschnitte wurde am Durchlicht-Binokular (Stemi SV 11,
Zeiss) mit einer entsprechenden Kamera (Axiocam MRc, Zeiss) fotografiert und
ebenfalls mit einer Dokumentationssoftware (AxioVision Rel. 4.7, Zeiss)
ausgemessen. SchlieRlich wurde die Flache der gefundenen Inseln bezogen auf die
Gesamtschnittflache fur jedes Individuum bestimmt und anschlieRend der Mittelwert
fur jeden Genotyp berechnet. Die Daten wurden nach in 2.7.4 dargestellten

statistischen Kriterien miteinander verglichen.
2.7.3 Auswertung der Wiegedaten

Die Daten der Messungen von Tiergewichten und -langen, Organgewichten sowie

Fettmengen wurden mit Hilfe des Programms Excel, sortiert nach Geschlecht und
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Genotypen ausgewertet. Hierbei wurden zunachst Mittelwerte errechnet und diese

durch weitere statistische Auswertungen (siehe 2.7.4) miteinander verglichen.

2.7.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden die Standardabweichung (StabW)
und der Standard Error of Mean (SEM) mit Hilfe des Programms Excel bestimmt und
in Graphen dargestellt. Die Werte der einzelnen Genotypen wurden mit Hilfe des

Student t-Tests verglichen und die Signifikanzen folgendermalen festgelegt:

p< 0,05 - * = signifikant
p< 0,01 - ** = hochsignifikant
p< 0,001 - *** = hdchstsignifikant

Fur die Darstellung der statistisch signifikanten Werte verschiedener Genotypen in
den Gewichts- und Blutglukosekurven (Abbildung 3.1 a, 3.4 c+d, 3.5 c+d, 8.1 a, 8.5

c¢,d,g,h) wurde zur Unterscheidung eine andere Markierung gewahlt:

Vergleich Lep™*;Fto™* - Lep®P°b:Fto** > *
Vergleich Lep™*;Fto™* - Lep®®:Fto™ > §
Vergleich Lep™*;Fto™* - Lep®®°b:Fto” > +
Vergleich Lep®®:Fto™* - Lep®P°t:Fto” > #
Vergleich Lep®®:Fto"” - Lep®”P:Fto” > +

Zur statistischen Auswertung der Genotypenverteilung innerhalb der Wdirfe der
C57BL/6J- und der C57BL/6J/NMRI-Verpaarungen wurde der Chi-Quadrat (X?)-Test
angewendet. Die Berechnungen wurden mit dem Free-Software-Programm ,R®
durchgefuhrt.

56



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Adipositas ist eine grundlegende Ursache fur die Entstehung des metabolischen
Syndroms und damit auch ein wichtiger Ansatzpunkt fur vorbeugende und
therapeutische Behandlungen. Wahrend Lep®”°-Mause aufgrund einer spontanen
Mutation unter Hyperphagie und starker Fettleibigkeit sowie an verschiedenen
Symptomen des metabolischen Syndroms leiden (Ingalls, et al., 1950, Westman,
1970, Lindstrom, 2007), sind Fto”-Mause kleiner und leichter als wildtypische
Geschwister.  FTO-Defizienz  schutzt daher Mause vor  Ubermaliger
Gewichtszunahme (Fischer, et al., 2009).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob der Effekt einer FTO-Inaktivierung auf die
Gewichtsentwicklung von Leptin-defizienten Mausen einen gesundheitlich positiven
Effekt hat und auch weitere metabolische Erkrankungen beeinflusst. Daflir wurde der
Effekt unterschiedlicher Fto-Genotypen in Leptin-defizienten Mausen analysiert. Die
initialen Wiegeanalysen wurden bereits im Jahre 2008 von Frau Stefanie Kuschel
und Frau Dr. Julia Fischer im Institut fur Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tier
der Heinrich-Heine-Universitat erhoben und in der Diplomarbeit ,Wirkung von Fto auf

Leptin-defiziente Mause® (lkels, 2009) vorgestelit.

3.1 FTO-Defizienz reduziert genetisch bedingte Fettleibigkeit bei

Mausen

Zur ersten phanotypischen Analyse wurden Tiere der Genotypen Lep™”*;Fto™*,

ob/ob, +/+ ob/ob. +/-
:Fto :Fto

Lep , Lep und Lep®”°®:Fto” ab dem Zeitpunkt des Absetzens, im
Alter von drei Wochen, bis zum Alter von 30 Wochen wochentlich gewogen. In
Abbildung 3.1 a sind die Gewichtskurven der vier Genotypen von Woche drei bis
Woche 16 dargestellt. Lep®”®:Fto*-Mause zeigen ab der driten Woche und

Lepob/Ob’.FtO+/+

-Mause ab der funften Woche ein signifikant erhdhtes Kérpergewicht im
Vergleich zu Wildtypen. Im Alter von 16 Wochen erreichen Lep®”®?;Fto**-Weibchen
ein Gewicht von durchschnittich 53 g und Lep®°":Fto"”-Weibchen von
durchschnittlich 56 g, wahrend wildtypische Weibchen im Alter von 16 Wochen etwa

24 g Korpergewicht haben. In Woche drei und vier sowie von Woche sechs bis
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Woche 12 ist das Gewicht der Lep®°’;Fto*"-Weibchen sogar im Vergleich zu

ob/b-Fto** Weibchen signifikant erhoht. Lep®®?;Fto”-Mause sind in den ersten

Lep
Lebenswochen (dritte bis einschlielllich sechste Woche) signifikant leichter als
wildtypische Geschwister. Ab der 15. Woche sind sie aber signifikant schwerer, mit

einem durchschnittlichen Kdérpergewicht von ca. 30 g im Alter von 16 Wochen. Im

ob/ob . +/+ ob/ob. +/-
:Fto™" - :Fto

Vergleich zu Lep und Lep -Mausen weisen Lep®”°’:Fto”-Mause
ab der dritten Woche ein durchgehend signifikant geringeres Korpergewicht auf.
Abbildung 3.1 b zeigt Tiere der vier verschiedenen Genotypen im Alter von 30
Wochen. Beim direkten Vergleich ist neben einem unterschiedlichen Grad an
Adipositas auch ein klarer GroRenunterschied innerhalb der einzelnen Genotypen zu

+/+

erkennen. Die Lep®”°";Fto**-Maus ist wie auch die Lep®”°’;Fto”-Maus im Vergleich
zum Wildtyp gréfier und stark adipds. Untereinander unterscheiden sich die beiden
Genotypen nicht in Statur und GréRe. Die Lep®°’:Fto”-Maus hingegen ist kleiner
und dicker als der Wildtyp, aber nicht so adipds wie seine Leptin-defizienten
Geschwister.

In Abbildung 3.1 c sind die Ergebnisse der Kdérperlangenmessung im Alter von 30
Wochen dargestellt. Wahrend Lep®°’;Fto”*- und Lep®”°’;Fto”-Mause mit
durchschnittlich 10 cm Koperlange signifikant grof3er sind als wildtypische (9 cm
Korperlange), weisen Lep®”°?;Fto”-Mause mit 8,5 cm eine signifikante Reduktion der
Kdrperlange zu allen 3 verglichenen Genotypen auf.

Um den Faktor der Langenreduktion beim Vergleich der Gewichtsreduktion mit
einzubeziehen, wurden die Gewichte bei 9, 16 und 30 Wochen auf die Lange
bezogen. Hierbei wurde die Lange der adulten Tiere im Alter von 30 Wochen
verwendet, da bei jungeren Tieren keine Langenmessungen erhoben wurden
(Abbildung 3.1 d). Trotz der drastischen Langenunterschiede sind Leptin-defiziente
Mause, die wildtypisch oder heterozygot fir Ffo sind, in allen gemessenen
Altersstufen bezogen auf die Kérperlange signifikant schwerer als Lep™*;Fto™*- und
Lep®®:Fto”-Méause. Im Vergleich zu Lep**;Fto™*- sind Lep®”°?:Fto”-Mause im Alter
von 9 Wochen noch nicht signifikant schwerer. Im Alter von 16 und 30 Wochen zeigt
sich aber eine signifikante Gewichtszunahme, die sich auch bei einer Korrelation mit
der KorpergroRe widerspiegelt (die Gewichtsdaten im Alter von 30 Wochen sind nicht
gezeigt).
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Abb. 3.1: Gewichts- und GroRenanalysen weiblicher Leptin-defizienter Mause mit
verschiedenen Fto-Genotypen. a) Gewichtsentwicklung zwischen der 3. und 16.
Lebenswoche. Lep®*’;Fto”-Mause sind von der 3. bis zur 6. Lebenswoche signifikant
leichter als wildtypische Geschwister. Ab der 15. Woche weisen sie ein signifikant hoheres
Gewicht auf. Sie sind lber den gesamten Messzeitraum leichter als Lep®”°’;Fto**- und
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Lep®"*:Fto*-Mause. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg.
Lep®°®:Fto*™), “§” (Wildtyp gg. Lep®®*:Fto™), “#” (Wildtyp gg. Lep®®’:Fto”), “#
(Lep®™";Fto™* gg. Lep®°®:Fto™), “+” (Lep®°’;Fto*" gg. Lep®°’;Fto™). n= Wildtypen: 15-20,
Lep®®:Fto**: 16-21, Lep®*:Fto*: 15-19, Lep®®°’;Fto”: 9-12. b) Abbildungen von Tieren der
4 Genotypen im Alter von 30 Wochen. Die Lep®”’;Fto”-Maus ist schlanker und kleiner als
Lep®®:Fto**- und Lep®*:Fto*- Mause allerdings dicker und dennoch kleiner als die
wildtypische. c¢) Korperlange der Mausen im Alter von 30 Wochen. n= Wildtypen: 14,
Lep®°®:Fto**: 17, Lep®°":Fto*: 18, Lep®°’;Fto”: 16. Lep®°’;Fto**- und Lep®”*’;:Fto* -
Méuse sind groRer, Lep®°’:Fto”-Mause hingegen sind kleiner als Wildtypen. d)
Korpergewicht bezogen auf die Korperlange im Alter von 9, 16 und 30 Wochen. n=
Wildtypen: 9,7,14; Lep®®°*;Fto**: 8,8,17; Lep®”*’;Fto"": 8,8,18; Lep®*:Fto”: 6,6,16. Im Alter
von 9 Wochen unterscheiden sich Lep®°’;Fto”-Mé&use nicht von Wildtypen. In der 16. und
30. Woche zeigt sich ein kontinuierlich steigender Unterschied. Lep®”®®;Fto”-Mause haben
ein hoéheres Korpergewicht bezogen auf die Koérperlange im Vergleich zu wildtypischen
Tieren, aber ein geringeres im Vergleich zu Lep®®;Fto**- und Lep®”*’;Fto”-Mausen.

Die parallel erhobenen Daten der mannlichen Geschwister zeigen ahnliche Resultate
auf. Sie sind im Anhang abgebildet (Abbildung 8.1). Die Standardabweichungen sind
aufgrund der teils sehr geringen Tierzahlen (Lep®”°’;Fto”: n=4-6) sehr viel héher als
in den Diagrammen der Weibchen. Lep®”°?;Fto”-Mannchen sind in der dritten bis
sechsten Lebenswoche signifikant leichter als die wildtypischen Mannchen. Bis zur
16. Woche erreichen sie ein Gewicht von etwa 30 g und sind damit nicht schwerer
als Wildtypen. Erst die Analysen im Alter von 30 Wochen zeigen ein signifikant
hoheres Korpergewicht pro Korperlange im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern.
Uber den gesamten Zeitraum besteht eine signifikante Gewichtsreduktion gegeniiber
den Lep®°*-Mannchen, die wildtypisch oder heterozygot fiir Fto sind.

3.2 FTO-Defizienz fuhrt zu reduzierter Fettmasse in Leptin-

defizienten Mausen

Adipositas (krankhaftes Ubergewicht) bedeutet eine starke Zunahme an Fettgewebe
mit  schweren, krankhaften  Folgen. In dieser Arbeit wurde die
Korperzusammensetzung von Fettmasse (FM) und fettfreier Korpermasse (FFM) in
jungen und alteren Mausen untersucht.

In Abbildung 3.2 a ist die Zusammensetzung der Kérpermasse von 8 Wochen alten
weiblichen Mausen dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass Leptin-defiziente

Mause, die Fto exprimieren, bereits zu diesem Zeitpunkt sowohl signifikant mehr
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Fettmasse als auch fettfreie Masse besitzen als wildtypische. Tiere mit den
Genotypen Lep®®®®:Fto™ und Lep®°’:Fto*" unterscheiden sich hierbei nicht.
Allerdings ist zu sehen, dass eine FTO-Defizienz eine Auswirkung auf die Fettmasse
und die fettfreie Masse von Leptin-defizienten Tieren hat. Im Alter von 8 Wochen gibt
es noch keine signifikanten Unterschiede zu den Wildtypen. Die fettfreie Masse
korreliert allerdings mit der GroRe des Individuums, die im Fall der Lep®”®?;Fto”-
Mause reduziert ist (Abb. 3.1). Um den relativen Anteil der Fettmasse der Tiere
vergleichen zu kdnnen, ist in Abbildung 3.2 b die Fettmasse bezogen auf die fettfreie
Koérpermasse dargestellt. Leptin-defiziente Mause aller drei Fto-Genotypen zeigen im
Vergleich zu Wildtypen eine signifikant erhohte Fettmasse bezogen auf die fettfreie
Korpermasse, allerdings weisen Lep®’;Fto”-Mause eine signifikante Reduktion im
Vergleich zu Lep®?:Fto**- und Lep®”°?:Fto™-Mausen auf. Analysen im Alter von 16
und 30 Wochen zeigen vergleichbare Ergebnisse. Im Alter von 16 Wochen haben
Lep®®P:Fto™*- und Lep®’;Fto*"-Mause etwa genausoviel Fettmasse wie fettfreie
Masse (Abb. 8.2 b). In Lep®”°®:Fto”-Tieren ist im Vergleich zu Lep®”°®:Fto™*- und
Lep®®:Fto™"-Tieren eine klare Reduktion im Anteil der Fettmasse pro fettfreier
Masse zu erkennen. Allerdings ist sie ab dem Alter von 16 Wochen im Vergleich zu
den Wildtypen bereits signifikant erhdht. Im Alter von 30 Wochen haben Lep®”®?;Fto™
-Mause sowohl mehr Fettmasse als auch mehr fettfreie Masse als Wildtypen.
Dennoch ist der Fettmassenanteil bezogen auf den fettfreien Anteil signifikant
geringer als bei Lep®®?;Fto**- und Lep®°’;Fto*"-Mausen (s. Abbildung 8.2).

Auch die Untersuchung mannlicher Mause weist ahnliche Ergebnisse auf wie die der
weiblichen. Die Zusammensetzung der Korpermasse ist abhangig von An- oder
Abwesenheit von FTO. Ebenfalls ist ein deutlicher Unterschied zwischen jungen und

alten Tieren zu erkennen (Abbildung 8.3 a-d).

Zur weiteren Differenzierung der Fettakkumulation wurden die Tiere im Alter von 30
Wochen getdtet und die Fettverteilung naher betrachtet. Hierbei wurden
unterschiedliche Fettdepots analysiert (Abbildung 3.2 c). Die gréfdten Fettdepots sind
das epigonadale (in dem die Gonaden eingebettet sind), das inguinale (Unterhaut-
Bauchfett) und das interskapulare (zwischen den Schultern und am Rucken)
Fettgewebe. Auch kleinere Fettdepots, wie das retroperitoneale (an den Nieren
liegend) und das mesenterische, das sich zwischen den Darmschlingen befindet,

wurden untersucht.
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Leptin-defiziente, weibliche Mause zeigen im Alter von 30 Wochen eine massive,
signifikante Fettzunahme in allen funf analysierten Geweben im Vergleich zu
wildtypischen Mausen. Es fallt auf, dass die starkste Zunahme (400-500%) im

Ob/Ob’.FtO+/+_ u nd

inguinalen und interskapularen Gewebe zu verzeichnen ist. Lep
Lep®®:Fto”-Mause zeigen keine Unterschiede untereinander. FTO-Defizienz in
Leptin-defizienten Tieren fuhrt allerdings zu drastischen Veranderungen.
Lep®®’:Fto”-Mause haben signifikant mehr epigonadales Fettgewebe als

obob-Fio**. und Lep®®°?:Fto*-Mause, zeigen aber signifikante Reduktionen in der

Lep
Masse des inguinalen, interskapularen und retroperitonealen Fettdepots. Die Menge
des mesenterischen Fettgewebes ist unverandert im Vergleich zu der von
Lep®®P:Fto™*- und Lep®”°’;Fto™-Mausen. Mannliche Mause zeigen in der Menge
des epigonadalen Fettgewebes keine Leptin- und FTO-abhangigen Unterschiede.
Allerdings zeigen auch mannliche Leptin-defiziente Mause eine enorme Zunahme
der restlichen analysierten Fettdepots im Vergleich zu Wildtypen. Eine FTO-Defizienz
in Lep®°*-Mausen fiihrt wiederum zu einer signifikanten Reduktion des inguinalen,

interskapularen und retroperitonealen Fettgewebes (Abbildung 8.3 e).
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Abb. 3.2: Untersuchungen der Kérpermassenzusammensetzung weiblicher Mause. a)
Anteile von Fettmasse (FM) und fettfreier Masse (FFM) in wildtypischen (n=7), Lep®”°’;Fto**-
(n=8), Lep®*:Fto*"- (n=4) und Lep®”*’;Fto”-M&usen (n=4) im Alter von 8 Wochen. Die
Sterne geben signifikante Unterschiede zur jeweiligen Masse der Wildtypen an. b) Fettmasse
bezogen auf die fettfreie Masse, berechnet aus den in a) dargestellten Rohwerten.
Lep®®:Fto**- und Lep®’:Fto*"-Mause haben bezogen auf die fettfreie Masse einen
deutlich erhdhten Fettmassenanteil im Vergleich zu Wildtypen. Lep®’;Fto”-Mause haben
anteilig ebenfalls mehr Fettmasse, aber weniger als Lep®":Fto**- und Lep®”*’;Fto*-Mause.
c) Anteil der epigonadalen (an den Gonaden liegend), inguinalen (unter der Bauchdecke
liegend), interskapularen (Ricken- und Schulterbereich), retroperitonealen (an den Nieren
liegend) und mesenterischen (zwischen den Darmschlingen liegend) Fettdepots am
Gesamtkorpergewicht der Mause. n= Wildtypen: 14, Lep®**;Fto™": 17, Lep®”*’;Fto*": 18,
Lep®°;Fto”: 16. Leptin-defiziente weibliche Mause zeigen einen Anstieg der Masse in allen
analysierten Fettdepots. Lep®°’:Fto”-Mause haben sogar mehr epigonadales Fett als
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Lep®®:Fto**- und Lep®’;Fto™-Mause, allerdings zeigen sie eine Reduktion im Anteil des
inguinalen, interskapularen und retroperitonealen Fettgewebes.

3.3 FTO-Defizienz fuhrt zu reduzierter Fetteinlagerung in der Leber

von Leptin-defizienten Mausen

Zuséatzlich zur starken VergroRerung der Fettgewebe tritt bei Ubergewicht eine
verstarkte ektopische Akkumulation von Triglyzeriden in diversen Organen auf. Ein
Beispiel hierflr ist die sogenannte Fettleber.

In Abbildung 3.3 ist sowohl das Gewicht der Leber im Vergleich zur Korpergrolie
(Abbildung 3.3. a) als auch der Fettanteil in der Leber (Abbildung 3.3. b und c) von
ob/ob,. Fto*- und Le pob/ob’. Fto*"

-Tieren ist im Vergleich zu wildtypischen eine starke Gewichtszunahme der Leber zu

30 Wochen alten, weiblichen Mausen dargestellt. In Lep

verzeichnen. Lep®®°®:Fto”-Mause weisen zwar auch eine schwerere Leber im
Vergleich zu wildtypischen Tieren auf, allerdings ist im Vergleich zu Lep®”°’;Fto™"-
und Lep®°®:Fto*”-Mausen eine deutliche Gewichtsreduktion der Organe zu
beobachten (Abbildung 3.3 a). Diese Beobachtung konnte auch in mannlichen Tieren
desselben Alters gezeigt werden (Abbildung 8.4 a).

ob/ob. +/+
:Fto”"- und

Histologische Untersuchungen zeigen, dass die Leber von Lep
Lep®®:Fto™-Tieren starke Fetteinlagerungen aufweisen. Eine Hamalaun-Eosin
(HE)-Farbung auf Paraffinschnitten der Leber macht deutlich, dass die Organe keine
homogene Struktur aufweisen, sondern geradezu ,durchléchert” sind. Durch eine
Farbung mit Oil red O, das Triglyzeride auf Gefrierschnitten anfarbt, kdnnen
Fetteinlagerung in diesen Vakuolen nachgewiesen werden. Die Fettvakuolen in den

Lebern der Lep®”°’:Fto™*-

und der Lep®*:Fto”-Maus sind im Vergleich zum
wildtypischen Organ um ein Vielfaches vergroRert. Die der Lep®°’;Fto”-Maus
zeigen hingegen nicht solche extrem gro3en Locher und auch der Grad der
Verfettung ist langst nicht so stark (Abbildung 3.3 c).

Die Isolierung und Mengenbestimmung der Triglyzeride aus der Leber bestatigt diese
Beobachtungen sowohl flr weibliche als auch flir mannliche Tiere (Abbildung 3.3 b
und Abbildung 8.4 b). Leptin-defiziente Mause haben, bezogen auf das
Lebergewicht, signifikant mehr Fett in der Leber als Wildtypen. Allerdings ist die

Fettmenge in Lebern von Lep®”°?:Fto”-Mausen nicht signifikant hoher als die der
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Wildtypen (p=0,096), wohl aber signifikant geringer als in Lebern von Lep®°?:Fto**-
Mausen. Weibliche Lep®°?:Fto”-Mause zeigen im Vergleich zu Lep®°’;Fto™ -
Mausen mit einem p-Wert von 0,051 eine deutliche Tendenz zu reduzierter
Fetteinlagerung. In den mannlichen Tieren ist die Reduktion hochsignifikant
(Abbildung 8.4 b). Zwischen Lep®”®?;Fto**- und Lep®”°’;Fto*"-Mausen ergeben diese

Analysen keine signifikanten Unterschiede (p=0,419).
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Abb. 3.3: Analysen der Lebern weiblicher Mause im Alter von 30 Wochen. a)
Lebergewicht bezogen auf die Korpergrofie. Leptin-defiziente Mause weisen ein stark
erhdhtes Lebergewicht bezogen auf ihre Kérpergroflie im Vergleich zu wildtypischen Mausen
auf. Lep®°*:Fto”-Mause haben im Vergleich zu Lep®?:Fto™*- und Lep®”*®:Fto*"-Méausen ein
geringeres Lebergewicht pro KérpergroRe. n= Wildtypen: 13, Lep®®?;Fto™": 14, Lep®°*;Fto*"
16, Lep®®:Fto”™: 15. b) Aus der Leber isolierte Triglyzeride pro Gramm Leber.
Lep®®:Fto**- und Lep®":Fto*"-Méuse haben etwa den doppelten Fettgehalt in der Leber
als Wildtypen. Lep®°’;Fto”-Mause hingegen haben nicht signifikant mehr Fett in der Leber.
n=6 fir jeden Genotyp. c) Leberhistologie der 4 Genotypen im Vergleich. HE-Farbungen von
Leber-Paraffinschnitten (obere Reihe) zeigt deutliche Veranderungen in den Organen von
Lep®®:Fto**- und Lep®®:Fto*-Mausen. Anstatt einer homogenen Flache weisen die
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Schnitte kreisrunde Locher auf. Diese sind im Organ der Lep®’:Fto”-Maus in weitaus
geringerer Anzahl zu erkennen. VergroRerung: 40X. Oil red O-Farbungen auf Kryo-
Leberschnitten zeigen extreme Lipideinlagerungen in den Organen der Lep®°?:Fto”*- und
Lep®*:Fto*"-Mause. Die Leber der Lep®’;Fto”-Maus weist im Vergleich zur Leber einer
wildtypischen Maus nur eine leicht erhdhte Lipideinlagerung auf. Vergrofierung: 63X. b+c)
Die Mal3stabsbalken betragen 100 pm.

3.4 Analysen des Glukosestoffwechsels

Die Fettleibigkeit von Leptin-defizienten Mausen ist auf eine stark erhdhte
Nahrungsaufnahme (Hyperphagie) zurtckzufihren. Diese flhrt zu einem permanent
erhohten Blutglukosespiegel (Hyperglykamie), der wiederum eine Verschlechterung
der Glukose- und Insulintoleranz zur Folge hat.

3.41 Lep°”°*;Fto”-Miuse entwickeln keine Hyperglykimie und haben eine

verbesserte Glukosetoleranz

Messungen der Blutglukosewerte in gefastetem und nicht gefastetem Zustand von
jungen (6-7 Wochen, Abbildung 3.4 a und b) und alteren (14-15 Wochen, Abbildung
3.5 a und b) Leptin-defizienten Mausen zeigen eine altersabhangige Erhéhung der
Glukosewerte. Wahrend im Alter von sechs Wochen noch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Glukosespiegeln von wildtypischen und Leptin-defizienten
(Lep®®:Fto**- und Lep®”°’;Fto*"-) gefasteten Mausen zu verzeichnen ist (Abbildung
3.4 a), sieht man im Alter von 14 Wochen bereits eine deutliche Erhéhung der
ob/lob.Fto**. und Lep®”°;Fto™-Mausen
obob.E46%_ und Lep®°:Fto™-

Tieren zeigen bereits im Alter von sieben Wochen und auch im Alter von 15 Wochen

Glukosewerte im Blut von gefasteten Lep

(Abbildung 3.5 a). Blutproben von ungefasteten Lep

eine deutliche Hyperglykamie (50-100% erhdhte Blutglukosewerte) im Vergleich zu
wildtypischen Proben (Abbildungen 3.4 b und 3.5 b).

Lep®®’:Fto”-Mause hingegen zeigen im Alter von sechs bis sieben Wochen einen
signifikant geringeren Glukosespiegel (sowohl in gefastetem als auch in nicht
gefastetem Blut) im Vergleich zu Lep®®’;Fto”*- und Lep®”°’:Fto*"-Mausen. Die
Glukosespiegel liegen jeweils im Bereich der wildtypischen Werte (Abbildung 3.4 a

und b). Altere Lep®°®:Fto”-Mause haben in gefastetem Zustand einen signifikant
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héheren Blutzuckerspiegel als die Wildtypen. Dieser ist etwa vergleichbar mit dem

von Lep®°P:Fto**

-Tieren. Auffallig sind in diesem Fall allerdings Leptin-defiziente
Mause, die heterozygot fiir Fto sind (Lep®”®’;Fto™"). Deren Werte sind signifikant
hoher als die von Lep®®:Fto**- und Lep®°’;Fto”-Tieren (Abbildung 3.5 a). Der
Glukosespiegel in nicht gefastetem Blut wiederum unterscheidet sich nicht zwischen
Lep®®:Fto™*- und Lep®”°?:Fto™ -Tieren und ist signifikant hoher als der wildtypischer
Tiere. Lep®°":Fto”-Mause zeigen wieder einen Wildtyp-ahnlichen Zustand. Die
Werte sind im Vergleich zu denen von Lep®’:Fto**- und Lep®”°":Fto™-Mausen

signifikant reduziert (Abbildung 3.5 b).
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Abb. 3.4: Analysen des Glukosestoffwechsels in 6 und 7 Wochen alten weiblichen
Miusen. a) Blutglukosewerte nach 16stiindigem Fasten. Die Werte von Lep®”®’;Fto”-
Méausen sind signifikant niedriger als die von Lep®’;Fto™*- und Lep®”®’;Fto”-Mausen. b)
Blutglukosewerte von ungefasteten Tieren. Lep®”’;Fto**- und Lep®”*’;Fto"”-Mause haben
erhohte Blutglukosewerte im Vergleich zu wildtypischen. Die Werte von Lep®’:Fto”-
Mausen sind vergleichbar mit den wildtypischen. ¢) GTT nach 16stliindigem Fasten.
Wiahrend Lep®®;Fto**- und Lep®”°’;Fto”-Mause einen stirkeren Anstieg der Glukose
aufweisen und nach 2 Stunden den Startwert noch nicht wieder erreicht haben, weisen
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Lep®*:Fto”-Mause im Vergleich zu den Wildtypen nach 15 Minuten einen geringeren
Anstieg auf und zeigen im weiteren Verlauf eine Wildtyp-ahnlichen Glukosereaktion. d) ITT
von ungefasteten Tieren. Die Werte sind prozentual in Bezug auf den Startwert (2 100%)
berechnet. Im Vergleich zu wildtypischen Tieren reagieren Leptin-defiziente Mause
unabhangig vom Ffo-Genotyp kaum auf die Insulininjektion. a+c) n= Wildtypen: 13,
Lep®®:Fto**: 10, Lep®":Fto*": 12, Lep®°’;Fto™: 8. b+d) n= Wildtypen: 12, Lep®°*:Fto**: 9,
Lep®°*:Fto*": 12, Lep®°":Fto”: 9. Die statistisch signifikanten Unterschiede in GTTs und
ITTs zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen
gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep®?:Fto™"), “§” (Wildtyp gg. Lep®®;Fto™), “«” (Wildtyp
gg. LGPOb/Ob;FtO-/-), “ (LepOb/Ob,'FtO+/+ gg. Lep"b/"b;Fto'/'), “yr (LepOb/Ob,'FtO+/- gg. Lep"b/"b;Fto'/').

Glukosetoleranztests (GTT) und Insulintoleranztests (ITT) sind Methoden, um die
Sensitivitit der Tiere auf Glukose und Insulin zu untersuchen. Lep®”°?:Fto™*- und
Lep®®:Fto™-Tiere weisen nach Glukose-Injektion zu jedem Messzeitpunkt
signifikant erhdhte Werte im Vergleich zu den Wildtypen auf (*, §). Leptin-defiziente
Mause mit wildtypischem oder heterozygotem Fto zeigen im GTT (6 und 14 Wochen)
einen starkeren Anstieg der Glukose im Blut nach einer Glukose-Injektion als
wildtypische Tiere (Abbildungen 3.4 c¢ und 3.5 c). Zudem weisen sie einen
verspateten und verlangsamten Abfall des Blutglukosespiegels auf. 30 Minuten nach
der Injektion entsteht eine Art Plateau bzw. der Glukosespiegel steigt zu diesem
Zeitpunkt noch weiter an (siehe GTT bei 14 Wochen fiir Lep®”°’;Fto*"-Mause). Im
Gegensatz dazu ist sowohl bei wildtypischen als auch bei Lep®”®’;Fto”-Mausen
deutlich zu erkennen, dass der maximale Blutglukosewert bei 15 Minuten nach
Injektion erreicht ist und danach stetig wieder absinkt (Abbildungen 3.4 c und 3.5 c).
Messungen der Lep®°’:Fto”-Mause zeigen, dass der Anstieg der Glukose im Alter
von sechs Wochen 15 Minuten nach der Glukose-Injektion sogar geringer ist als der
von wildtypischen Tieren (*, Abbildung 3.4 c). Im Alter von sechs Wochen sind die

Werte der Lep®®’;Fto”-Mause nach der Glukoseinjektion im Vergleich zu Werten

ob/ob . +/+ ob/ob. +/-
:Fto :Fto

der Lep -und Lep -Mause signifikant (+, #) verringert (Abbildung

3.4 c). 14 Wochen alte Lep®°’;Fto”-Mause zeigen signifikante Unterschiede zu
Lep®°*:Fto*”-Mausen in allen Messwerten (+). Im Vergleich zu Lep®”°’:Fto**-
Mausen sind die Glukosewerte zu den Zeitpunkten 15, 30 und 60 Minuten nach der
Injektion signifikant reduziert (#), gleichen sich aber zwei Stunden nach der Injektion

diesen wieder an (Abbildung. 3.5 c).

Der ITT bei jungen Mausen im Alter von sieben Wochen zeigt nach 30 Minuten eine

Reduktion der Glukosewerte wildtypischer Mause auf etwa 50% des Startwertes.
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Leptin-defiziente Mause im selben Alter hingegen reagieren unabhangig vom Fto-
Genotyp deutlich schlechter auf die Insulininjektion. Sie weisen lediglich eine
Senkung der Glukosemenge auf ca. 80% des Startwertes auf. Die Werte der
Lep®®’:Fto”-Mause sind zu jedem Zeitpunkt signifikant héher als die der Wildtypen
(*). Lep®:Fto”*- und Lep®°’;Fto*"-Mause reagieren zunachst (15 min nach
Injektion) in gleichem Mal3e wie die Wildtypen. Erst die spateren Messungen (30 und
60 min nach Injektion) machen einen Unterschied deutlich (Abbildung 3.4 d).

Im Alter von 15 Wochen hat sich die Insulinsensitivitat nochmals drastisch
verschlechtert. Im Gegensatz zu wildtypischen Mausen reagieren Leptin-defiziente
Mause aller Fto-Genotypen gar nicht auf Insulin (Abbildung 3.5 d).
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Abb. 3.5: Analysen des Glukosestoffwechsels in 14 und 15 Wochen alten weiblichen
Mausen. a) Blutglukosewerte nach 16stliindigem Fasten. Die Werte aller Leptin-defizienten

69



Ergebnisse

Méause sind im Vergleich zu denen von wildtypischen Mausen erhoht. Lep®”®;Fto”-Mause
haben zusatzlich signifikant hdhere Blutglukosewerte als Lep®”°’;Fto*”*- und Lep®”°’;Fto”-
Méause. b) Blutglukosewerte von ungefasteten Tieren. Lep®®:Fto**- und Lep®®:Fto*-
Mause haben erhohte Blutglukosewerte im Vergleich zu wildtypischen. Die Werte von
Lep®"*:Fto”-Mausen sind vergleichbar mit den wildtypischen. c) GTT nach 16 stiindigem
Fasten. Wahrend Lep®®’;Fto**- und Lep®”’;Fto*-Mause einen deutlich starkeren Anstieg
der Glukose aufweisen, zeigen Lep®*’:Fto”-Mause eine mit der der Wildtypen fast
identische Kurve. d) ITT von ungefasteten Tieren. Die Werte sind prozentual in Bezug auf
den Startwert (2 100%) berechnet. Im Vergleich zu wildtypischen Tieren reagieren Leptin-
defiziente Mause unabhangig vom Fto-Genotyp nicht mit Glukosesenkung auf die
Insulininjektion. a+c) n= Wildtypen: 13, Lep®*’;Fto™": 10, Lep®”**:Fto*": 12, Lep®”*®:Fto™: 8.
b+d) n= Wildtypen: 12, Lep®°’:Fto**: 9, Lep®°’;Fto™: 12, Lep®*:Fto”: 9. Die statistisch
signifikanten Unterschiede in GTTs und ITTs zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit
unterschledllchen Symbolen gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep"b/"b Fto**), “§” Wlldt/yp
Lep®®:Fto*"), “#” (Wildtyp gg. Lep®®®:Fto™), “#” (Lep®°*:Fto"”* gg. Lep®*’;Fto”), “+
(LepOb/Ob,'FtO+/_ gg. Lepob/ob,.Fto—/-) ]

Analysen von mannlichen Mausen derselben Altersstufen ergeben ahnliche
Ergebnisse (Abbildung 8.5). In nicht gefastetem Zustand liegen die Glukosewerte der
Lep®®’:Fto”-Mause auf demselben Niveau wie die der Wildtypen. Lep®”°’;Fto**-
und Lep®”®:Fto* -Tiere weisen signifikant erhdhte Werte auf (Abbildung 8.5 b und f).
Auffallig ist zudem, dass Lep®°’;Fto™-Tiere, wie schon bei den Weibchen
festgestellt werden konnte, im Alter von 14 Wochen signifikant héhere Fasten-
Glukosewerte aufweisen als Lep®”°?:Fto™*- und Lep®”°’;Fto”-Tiere (Abbildung 8.5
e). GTTs zeigen, dass die Abwesenheit von FTO auch einen positiven Effekt auf die

Glukosetoleranz der Leptin-defizienten mannlichen Mause hat (Abbildung 8.5 c, g).

ob/ob. Ft O+/+_ ob/ob. Ft O+/-

Lep und Lep -Tiere reagieren bereits im Alter von 6 Wochen mit
einer verzogerten Glukosesenkung im Vergleich zu Wildtypen (Abbildung 8.5 c). Dies
wird im Alter von 14 Wochen noch deutlicher (Abbildung 8.5 g). Die Glukosewerte
der Lep®®:Fto”-Mause weisen im Alter von 6 Wochen hohe Abweichungen auf
(Abbildung 8.5 c). Aber im Alter von 14 Wochen zeigen sie eine Reaktion, die
vergleichbar mit der von Wildtypen und damit signifikant besser als bei
Lep®®:Fto™*-und Lep®°?;Fto* -Tieren ist Abbildung 8.5 g).

Die Reaktion im ITT unterscheidet sich, wie bei den Weibchen, nicht innerhalb der
drei Leptin-defizienten Gruppen (Abbildung 8.5 d). Im Alter von 14 Wochen reagieren
sie im Gegensatz zu wildtypischen Tieren nicht mehr auf die Stimulation mit Insulin

(Abbildung 8.5 h).
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3.4.2 FTO-Defizienz verhindert Hyperplasie der Langerhans’schen Inseln in

Leptin-defizienten Mausen

Leptin-defiziente Mause weisen starke Abnormitaten der Langerhans’schen Inseln im
Pankreas auf (Bleisch, et al., 1952, Gepts, et al., 1960). Diese sind aber nicht primar
auf die Leptin-Defizienz zurickzuflihren, sondern beruhen auf einem verstarkten
Bedarf an Insulin. Hyperglykamie fuhrt im frGhen Stadium der Insulinresistenz zu
einer Hyperinsulinamie, einer permanenten exzessiven Insulinproduktion durch die p-
Zellen im Pankreas. Durch diese kdnnen zunachst normale Blutglukosespiegel
aufrechterhalten werden. Eine Kompensation der Insulinresistenz bedarf einer stetig
steigenden Insulinproduktion sowie einer stark erhdhten akuten Glukose-stimulierten
Insulinsekretion. Dies erfolgt durch ein extremes Wachstum der B-Zellmasse
(Hyperplasie) (Weir und Bonner-Weir, 2004, Bouwens und Rooman, 2005).
Leptin-defiziente Mause weisen im Vergleich zu wildtypischen Geschwistern einen
stark erhdhten Glukosespiegel auf (Abbildung 3.4 und 3.5). Zur histologischen
Analyse der Langerhans’schen Inseln im Pankreas wurden HE-Farbungen auf
Paraffinschnitten (Abbildung 3.6 a) und Antikorperfarbungen auf
Gefrierdinnschnitten (Abbildung 3.6 b) durchgefuhrt. B-Zellen wurden mit einem
Antikdrper gegen Insulin markiert, a-Zellen mit einem Antikérper gegen Glukagon
(Abbildung 3.6 b). Bereits 2009 konnte gezeigt werden, dass die B-Zellmasse der
untersuchten Leptin-defizienten Tiere stark vergroRert ist. Zu dem Zeitpunkt war
ebenfalls schon deutlich zu erkennen, dass eine FTO-Defizienz dieser Hyperplasie
der Langerhans’schen Inseln entgegenwirkt (lkels, 2009). Die Untersuchung weiterer
Tiere im Alter von 30 Wochen kann dieses Ergebnis bestatigen. Sowohl HE-
Farbungen als auch Antikorperfarbungen gegen Insulin und Glukagon zeigen
enorme Langerhans’sche Inseln in Lep®®’:Fto™*- und Lep®”®’;Fto”-Mausen. Die
Inseln der Lep®”°;Fto”-Tiere dhneln denen der Wildtypen (Abbildung 3.6 a und b).
Zur genaueren Analyse wurden die Inselflachen auf den Insulin-gefarbten Schnitten
ausgemessen und die Gesamtflache der Inseln bezogen auf die gesamte
Schnittflache berechnet. Die Auswertungen der durchschnittlichen Inselflache pro

oblob.Fto**_ als auch die der

Schnittflache ergeben, dass sowohl die Inseln der Lep
Lep®”®’:Fto™-Mause im Durchschnitt um ein Vielfaches (400-700%) gréRer sind als
die der Wildtypen (Abbildung 3.6 c). Auch die Inselflache im Pankreas der

Lep®®’:Fto”-Mause ist signifikant vergroBert, allerdings nur um etwa das Zwei- bis
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Dreifache. Die Messungen zeigen eine deutliche Reduktion der Inselflache in
Pankreaten von Leptin-defizienten Mausen, wenn kein FTO vorhanden ist. Der

ob0b-Fto**- und Lep®’;Fto”-Mausen ist

GrolRenunterschied zwischen Inseln von Lep
signifikant. Allerdings weisen die Messwerte der Lep®”°?:Fto”"-Mause eine sehr hohe
Standardabweichung auf, so dass die Unterschiede nicht statistisch signifikant sind.
Die GroRenauftrennung (Abbildung 3.6. d) der Inseln zeigt deutlich, dass Pankreaten

obob-Fto**. und Lep®”®;Fto”-Mausen signifikant mehr groRe Inseln (von

von Lep
10000 bis 100000 um? GrdéRe) haben als die der wildtypischen Mause. Lep®”®;Fto™-
Pankreaten hingegen haben im Vergleich zu wildtypischen ebenfalls signifikant mehr
Inseln dieser GroRe, aber signifikant weniger im Vergleich zu denen der
Lep®®°?:Fto*”*-Mause. Die Anzahl der Inseln mit der GrofRe von 100 bis 10000 pm?
unterscheidet sich nicht zwischen wildtypischen und Lep®°*:Fto**- bzw.
Lep®°*:Fto*-Pankreaten. Allerdings weisen Pankreaten von Lep®”’:Fto”-Mausen
signifikant mehr kleinere Inseln auf als die wildtypischer Geschwister. Gigantische
Inseln mit einer GréRe von mehr als 100000 pm? sind lediglich in Pankreaten von
obob-Fio**. und Lep®°’:Fto*”-Mausen zu finden. Weder Wildtypen noch

Lep®”®”;:Fto”- Mause weisen Inseln solcher GréRe in ihrem Pankreas auf.

Lep
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Abb. 3.6: Untersuchungen der Langerhans’schen Inseln von weiblichen Mausen im
Alter von 30 Wochen. a) Histologische Betrachtung von HE-geférbten Pankreasschnitten.
Die Langerhans’'schen Inseln von Lep®”®’;Fto*”*- und Lep®”’;Fto"-Mausen weisen starke
Hyperplasie auf. Die Inseln der Lep®”®’;Fto”-Mause sind nicht erkennbar gréRer als die der
Wildtypen. b) Antikorperfarbung gegen Insulin (rot) und Glukagon (griin) auf Kryoschnitten
der Pankreaten. Die Zellkerne sind mit Hilfe von DAPI (blau) sichtbar gemacht. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die B-Zellflache in Pankreaten von Leptin-defizienten Mausen im
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Vergleich zu wildtypischen stark vergroRert ist. In Lep®":Fto”-Mausen sind die Flachen
allerdings weniger vergroRert als in Lep®®®:Fto**- und Lep®*’;Fto"”-Mausen. a+b) Die
Malistabsbalken entsprechen 100 pym c) Auswertung der Inselflaiche bezogen auf die
gesamte analysierte Pankreasflache. Die Inselfliche der Lep®”°’;Fto**- und Lep®”°’;Fto* -
Mause ist im Vergleich zu denen der Wildtypen stark vergréRert. Die Inselflache der
Lep®*:Fto”-Mause ist leicht vergréRert und signifikant kleiner als die der Lep®®:Fto™-
Mause. d) Einteilung der Inseln nach ihrer GroRRe in 3 Kategorien. Angegeben ist jeweils die
Anzahl der Inseln einer Kategorie. In Kategorie 1 (100-10000 pm?) weisen lediglich
Lep®"*:Fto”-Mause eine erhdhte Inselanzahl auf. In Kategorie 2 (10000-100000 um?) sind
Inseln der Lep®°:Fto™*- und Lep®*’;Fto”-Mause in erhdhter Menge vertreten. Auch
Lep®*:Fto”-Mause weisen mehr Inseln dieser GroRe auf als Wildtypen, allerdings weniger
als Leptin-defiziente Mause mit FTO. Inseln der Kategorie 3 (>100000 pm?) sind nur in
Pankreaten von Lep®®’;Fto**- und Lep®°’;Fto”-Mausen zu finden. c+d) n= Wildtypen: 5,
L ep"b/"b,'Fto+/+; 6, Lepob/ob,.FtOH-: 7, L epob/ob’. Fto-/-: 5.

Mannliche Mause desselben Alters wurden ebenfalls untersucht. Hierbei konnte eine
Tendenz zu vergleichbaren Ergebnissen beobachtet werden. Wegen einer zu
geringen Tierzahl konnte allerdings keine statistische Auswertung vorgenommen

werden (Daten nicht gezeigt).
3.4.3 Lep°°*;Fto"-Miuse haben stark erhohte Seruminsulinwerte

Lep®®’:Fto”-Mause weisen zwar eine sehr gute Glukoseverwertung auf, zeigen aber
Hinweise fur eine Insulinresistenz (Abbildung 3.4 und 3.5). Gleichzeitig ist die B-
Zellmasse im Vergleich zu der von Wildtypen erhoht, was auf eine verstarkte
Insulinproduktion schlieBen lasst. Fur nahere Untersuchungen wurde die
Insulinkonzentration im Serum weiblicher Tiere gemessen.

Wie erwartet sind die Insulinspiegel im Serum von Leptin-defizienten Mausen mit
FTO im Vergleich zu denen der Wildtypen extrem erhoht. Lep®”®’;Fto”-Méause
weisen ebenfalls eine stark erhohte Insulinmenge auf, wenn auch signifikant weniger
als Lep®°*:Fto**-Mause (Abbildung 3.7).
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Abb. 3.7: Seruminsulin weiblicher Mause im Alter von 30 Wochen. Die Proben der
Leptin-defizienten Mause wurden 1:2 verdlinnt, die der Wildtypen wurden unverdinnt
eingesetzt. Alle Leptin-defizienten Tiere weisen einen stark erhdhten Insulinspiegel im Blut
auf, Lep®"®:Fto”-Mause haben allerdings weniger Insulin im Serum als Lep®”®®;Fto*"-Mause.
n= Wildtypen: 3, Lep®®°’;Fto™": 3, Lep®":Fto™": 7, Lep®°":Fto™: 3.

3.5 Analysen metabolischer Parameter von Leptin-defizienten

Mausen

Ubergewicht resultiert meist aus einem gestérten Gleichgewicht zwischen
Energieaufnahme und Energieverbrauch. Fur Leptin-defiziente Mause st
beschrieben, dass sie aufgrund von Hyperphagie und gleichzeitig reduzierter
korperlicher Aktivitat an Adipositas erkranken. FTO-defiziente Mause zeigen, trotz
reduzierter Gewichtszunahme, bezogen auf ihre fettfreie Korpermasse, eine
gesteigerte Futteraufnahme und reduzierte korperliche Aktivitat. Allerdings konnte ein
erhdohter Energieumsatz detektiert werden, worauf auch das reduzierte Gewicht
zuruckgefuhrt wurde (Fischer, et al., 2009). Um den Einfluss des kombinierten
Verlustes der beiden Gene auf den Stoffwechsel der Tiere zu untersuchen, wurden
die metabolischen Parameter ebenfalls gemessen.

3.5.1 Lep°”°*;Fto” Mause zeigen eine reduzierte Nahrungsaufnahme

Die Futteraufnahme von Leptin-defizienten Mause mit FTO ist, wie erwartet, sowohl
im Alter von 8 Wochen als auch im spateren Alter von 16 Wochen im Vergleich zu
wildtypischen Tieren erhoht (Abbildung 3.8 a+b). Sie fressen mit etwa 0,3 g/h doppelt
so viel wie Wildtypen. Bezogen auf die fettfreie Masse der Tiere ist kein signifikanter
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Unterschied feststellbar (Abbildung 3.8 ¢ und d). Lep®®’;Fto”-Mause fressen im
Alter von 8 Wochen lediglich 0,05 g/h und damit signifikant weniger als
Lep®®:Fto™*- und Lep®”°’;Fto™"-Mause (Abbildung 3.8 a). Dies ist auch bezogen auf
die fettfreie Kérpermasse noch deutlich (Abbildung 3.8 c). Auffallig ist in diesem Alter
allerdings auch, dass die Lep®”’;Fto”-Tiere, auch im Vergleich zu den Wildtypen
signifikant weniger trinken (Abbildung 3.8 a und c). Im Alter von 16 Wochen fressen
Lep®”®’:Fto”-Mause tendenziell auch weniger als Lep®°’;Fto”*- und Lep®”°’:Fto™ -
Mause, allerdings sind die Unterschiede nicht signifikant (p=0,054 und 0,059)
(Abbildung 3.8 b).
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Abb. 3.8: Futter- und Wasseraufnahme von weiblichen Mausen im Alter von 8 und 16
Wochen. a) Aufgenommene Menge an Wasser und Futter pro Stunde im Alter von 8
Wochen. Lep®°?:Fto**-Mause trinken im Vergleich zu Wildtypen mehr. Lep®”®’;Fto”-Mause
trinken im Vergleich zu allen anderen Genotypen extrem wenig. Die Futteraufnahme von
Lep®"*:Fto*"-Mausen ist im Vergleich zu Wildtypen signifikant erhdht, die der Lep®’;Fto™-
Méause im Vergleich zu Lep®°’;Fto”*- und Lep®”®’;Fto*-Mausen signifikant erniedrigt. b)
Aufgenommene Menge an Wasser und Futter pro Stunde im Alter von 16 Wochen. Das
Trinkverhalten zeigt keine signifikanten Unterschiede innerhalb der 4 Gruppen.
Lep®®:Fto**- und Lep®’:Fto*-Mause fressen allerdings deutlich mehr als Wildtypen. c)
Wasser- und Futteraufnahme pro Stunde bezogen auf die fettfreie Masse der Tiere im Alter
von 8 Wochen. Lep®®’;Fto”-Mé&use fressen und trinken signifikant weniger als alle anderen
Tiere. d) Wasser- und Futteraufnahme pro Stunde bezogen auf die fettfreie Masse der Tiere
im Alter von 16 Wochen. Im Alter von 16 Wochen zeigen die Daten lediglich in Lep®?:Fto*-
Mausen eine reduzierte Wasseraufnahme im Vergleich zu wildtypischen Mausen. Die
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Futteraufnahme zeigt keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Genotypen. a+c) n=
Wildtypen: 7, Lep®°’;Fto™": 8, Lep®*’;Fto™: 4, Lep®®’:Fto”™: 4. b+d) n= Wildtypen: 7,
Lep®®:Fto**: 7, Lep® ’;Fto™": 6, Lep®°’;Fto™: 4.

3.5.2 FTO-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Aktivitat Leptin-defizienter

Mause

Analysen zur Aktivitat der Mause zeigen, dass Leptin-defiziente Tiere sich
unabhangig vom Fto-Genotyp etwa halb so viel bewegen wie Wildtypen (Abbildung
3.9). Wildtypische Mause durchbrechen die Lichtschranken auf horizontaler (x- und
y-Achse) und vertikaler (z-Achse) Ebene etwa 4000mal pro Stunde. Bei der
Aufnahme der Aktivitat wurde nicht zwischen Feinaktivitat (nur eine Schranke wird
durchbrochen) und grober Aktivitat (mindestens 2zwei Schranken werden
durchbrochen) unterschieden.

Leptin-defiziente Mause weisen nur etwa 2000 Durchbrechungen pro Stunde auf.

ob/ob. +/+
Fto™ -

Lep®:Fto”-Mause zeigen keinerlei Unterschiede zu Lep und

oblob.Fto* Mzuse. Des Weiteren sind hinsichtlich der Aktivitat keine

Lep
altersspezifischen Unterschiede zu erkennen (Vgl. Abbildung 3.9 a und b). FTO hat

also keinen Einfluss auf die Aktivitat Leptin-defizienter Mause.
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Abb. 3.9: Aktivitat von weiblichen Mausen im Alter von 8 (a) und 16 (b) Wochen. Leptin-
defiziente Mause bewegen sich unabhangig vom Fto-Genotyp weniger als Wildtypen. a) n=
Wildtypen: 7, Lep®°’:Fto™: 8, Lep®°’;Fto”: 4, Lep®°":Fto™: 4. b) n= Wildtypen: 7,
Lep®°:Fto**: 7, Lep®*:Fto™: 6, Lep®’;Fto™: 4.
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3.5.3 FTO-Defizienz hat in jungen Tieren Einfluss auf den Energieumsatz

Neben der Nahrungsaufnahme ist der Energieumsatz ein wichtiger Faktor fur die
Erhaltung eines konstanten Korpergewichts. In dieser Arbeit wurde die Methode der
indirekten Kalorimetrie angewandt. Hierbei wird die Sauerstoff (O,)-Aufnahme und
die Kohlenstoffdioxid (CO,)-Abgabe bestimmt und daraus weiterhin der
Energieverbrauch und der respiratorische Quotient (RQ) ermittelt.

Dargestellt sind in Abbildung 3.10 die Oz-Aufnahme und die CO»-Abgabe bezogen
auf die fettfreie Masse weiblicher Tiere aufgeteilt nach Tag und Nacht (Abbildung
3.10 a-d), sowie der Energieverbrauch (Abbildung 3.10 e und f) und der
respiratorische Quotient. Die Messungen wurden im Alter von acht (Abbildung 3.10
a,c,e,g) und 16 (Abbildung 3.10 b,d,f,h) Wochen durchgefuhrt.

Im Alter von acht Wochen ist die O,-Aufnahme am Tag bezogen auf die fettfreie
Masse in Lep®°:Fto* -Tieren erniedrigt (Abbildung 3.10 a). Lep®”°’:Fto**- und
Lep®®:Fto”-Tiere zeigen eine dhnliche Tendenz (p= 0,06 und 0,07). Auffallig ist

ob/ob. Fto**_Mausen

allerdings, dass Lep®°’;Fto”-Mause auch im Vergleich zu Lep
eine signifikant reduzierte O,-Aufnahme zeigen. Nachts ist die Oz-Aufnahme aller
Leptin-defizienter Gruppen im Vergleich zu Wildtypen niedriger. Lep®”®’;Fto”-Mause

ob/ob. +/+
;Fto

nehmen im Vergleich zu Lep - und Lep®”°®:Fto*-Mausen tendenziell noch

weniger Sauerstoff auf (p= 0,06 und 0,07). Die CO,-Abgabe bezogen auf die fettfreie

Masse am Tag ist in jungen Lep®”°;Fto"

-Mausen ebenfalls erniedrigt (Abbildung
3.10 c). Nachts zeigen wiederum alle Leptin-defizienten Tiere eine erniedrigte CO»-
Abgabe, wobei Lep®’:Fto”-Mause tendenziell noch weniger CO, abgeben als
Lep®®:Fto™*- und Lep®”®’;Fto™"-Mause (p=0,06 und 0,05). Im Alter von 16 Wochen
zeigen lediglich Lep®®’;Fto”-Mause eine verdnderte Oy-Aufnahme und CO,-
Abgabe. Nachts sind ihre Werte signifikant niedriger als die von Lep®”°’;Fto™*-
Mausen (Abbildung 3.10 b und d).

Die Auswertung des Energieverbrauchs zeigt in jungen Lep®”°;Fto*"

-Mausen eine
tendenzielle Erhdhung im Vergleich zu wildtypischen Mausen. Lep®”®?:Fto”-Mause
haben im Vergleich zu allen anderen analysierten Genotypen einen stark
erniedrigten Energieverbrauch (Abbildung 3.10 e). Im Alter von 16 Wochen ist der

Energieverbrauch von Leptin-defizienten Tieren mit FTO im Vergleich zu Wildtypen
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und Lep®”®’;Fto”-Mausen erhoht, die Werte der Lep®”’;Fto”-Mause sind mit denen
der Wildtypen vergleichbar (Abbildung 3.10 f).
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Abb. 3.10: Ergebnisse der indirekten Kalorimetrie weiblicher Mause im Alter von 8 und
16 Wochen. a+c) O,-Aufnahme und CO,-Abgabe junger Tiere im Alter von 8 Wochen
bezogen auf die fettfreie Masse der Tiere. Leptin-defiziente Mause zeigen nachts deutlich
niedrigere Werte als Wildtypen, Lep®?:Fto”-Mause haben im Vergleich zu Lep®”’;Fto™"-
und Lep®®:Fto™-Mausen tendenziell noch geringere O,-Aufnahme und CO,-Abgabe. b+d)
O,-Aufnahme und CO,-Abgabe alterer Tiere im Alter von 16 Wochen bezogen auf die
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fettfreie Masse der Tiere. Im Alter von 16 Wochen gibt es keine signifikanten Unterschiede
zwischen wildtypischen und Leptin-defizienten Tieren. Nur Lep®’;Fto”-Mause zeigen
nachts eine signifikante Reduktion in O,-Aufnahme und CO,-Abgabe im Vergleich zu
Lep®*:Fto**-Mausen. e+f) Energieverbrauch der Tiere im Alter von 8 und 16 Wochen.
Junge Lep®”®;Fto”-Mause haben einen signifikant niedrigeren Energieverbrauch als die
Tiere der anderen Genotypen. In hdéherem Alter zeigen Lep®®:Fto™*- und Lep®”®’;Fto* -
Mause im Vergleich zu Wildtypen und Lep®°’;Fto”-Mausen einen erhdhten
Energieverbrauch. g+h) Respiratorischer Quotient im Alter von 8 und 16 Wochen. Im Alter
von 8 Wochen ist der RQ von Lep®®’:Fto*"-Mausen erhéht, der von Lep®®’:Fto”-Mausen
erniedrigt. Im Alter von 16 Wochen gibt es keine signifikanten Unterschiede. n (8W/16W)=
Wildtypen: 7/7, Lep®®°’;Fto™": 8/7, Lep®®*;Fto™": 416, Lep®™®*:Fto™: 4/4.

Der respiratorische Quotient gibt den Zusammenhang von O,-Aufnahme und CO»-
Abgabe wieder und ist abhangig von dem jeweiligen verstoffwechselten Substrat.

Im Alter von acht Wochen ist sowohl tagsuber als auch nachts der RQ von

ob/ob. Ft O+/- ob/ob. Fto +/+

Lep -Mausen hoher als der von Wildtypen und Lep -Mausen.
Lep®®’:Fto”-Mause haben einen niedrigeren RQ als wildtypische und Lep®”°?:Fto™-
Mause (Abbildung 3.10 g). Im Alter von 16 Wochen sind keine signifikanten

Unterschiede innerhalb der vier Genotypen nachzuweisen (Abbildung 3.10 h).

3.6 Lep°”°?:Fto”-Mause sind unter den Nachkommen

unterreprasentiert

Uber den gesamten Zeitraum der Analysen wurden die Wiirfe regelmaRig kontrolliert
und die Genotypenverteilung notiert. Bereits in den ersten Monaten konnte
festgestellt werden, dass wahrend der Genotypisierung im Alter von drei Wochen
auffallend wenig Lep®”°?:Fto”-Mause auftraten. Besonders mannliche Mause dieses
Genotyps waren selten in den Wirfen zu finden. Zudem wurde festgestellt, dass im
Laufe der Zeit immer wieder Tiere dieses Genotyps verstarben. Da fiir Fto”-Tiere
bereits eine erhdhte postnatale Sterberate bekannt war (Fischer, et al., 2009, Gao, et
al., 2010, Jager, 2013, McMurray, et al., 2013), wurden die Genotypenverteilungen
im Alter von drei und 16 Wochen tabellarisch erfasst und statistisch ausgewertet.
Hierzu wurde die Verteilung der erhaltenen Genotypen der gesamten Wirfe mit der
nach den Mendelschen Regeln zu erwartenden Verteilung verglichen (Tabelle 3.1).
Es wurden 995 Tiere aus 153 Wirfen (Lep®*;Fto™ X Lep®*:Fto*") verglichen.

Zusatzlich wurden die Geschlechter getrennt betrachtet, da schon wahrend der
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ersten Wiegeanalysen auffiel, dass aus den Verpaarungen wesentlich weniger
mannliche als weibliche Lep®”°;Fto”-Mause hervorgingen.

Der angewendete Chi-Quadrat-Test gibt sowohl fiir Weibchen (p=4,082*10®) als
auch fiir Mannchen (p=6,712*10°) eine signifikante Abweichung der
Genotypenverteilung von der Mendelschen Verteilung an (Tabelle 3.1). Zunachst fallt
auf, dass alle Fto'/'-Genotypen geringer vertreten sind, als theoretisch erwartet.
Besonders deutlich wird es, wenn die mannlichen Lep®”®’;Fto”-Mause betrachtet
werden. Im Alter von drei Wochen gibt es statt der erwarteten 31 nur neun Tiere
dieses Genotyps. Im Alter von 16 Wochen waren mit finf weiteren Tieren sogar noch
einmal mehr als 50% der Tiere gestorben. Bei den Weibchen hingegen Uberlebten
nur zwei Tiere von 18 zwischen der dritten und der 16. Woche nicht. Bei genauerer
Betrachtung der restlichen Genotypen ist dies kein ungewdhnliches Phanomen. In
fast jeder Gruppe stirbt in dieser Zeit ein kleiner Prozentsatz. Die Sterberate
innerhalb der ersten drei Lebenswochen (oder sogar schon vor der Geburt, was in
diesem Fall nicht untersucht wurde) ist daher sowohl bei Mannchen als auch bei
Weibchen zu beobachten. Eine erhdhte Sterberate nach der dritten Lebenswoche

tritt allerdings nur bei mannlichen Lep®°’;Fto”-Mausen auf.
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Tabelle 3.1: Genotypenverteilung der Nachkommen aus Lep°”*;Fto*" x Lep°”*;Fto™
Verpaarungen (C57/Bl6-Linie). Ausgewertet wurden 153 Wdurfe mit insgesamt 995
Nachkommen. Die Genotypen sind nach Geschlechtern getrennt aufgelistet. Dargestellt ist
die erwartete Verteilung nach Mendelschen Regeln und die tatsachlichen Zahlen im Alter
von 3 und 16 Wochen. Angegeben sind jeweils die Anzahl und die prozentuale Verteilung
der Genotypen, sowie der prozentuale Unterschied (Differenz) des Anteils bei 3 Wochen
zum erwarteten Anteil (gerundet auf 2 Nachkommastellen). Unterhalb der Tabelle sind die
Ergebnisse der Chi-Quadrat-Tests (erwartete Anzahl gg. erhobene Anzahl im Alter von 3
Wochen) getrennt nach Mannchen und Weibchen angegeben. Im Alter von 3 Wochen weicht
die Genotypenverteilung signifikant von den nach Mendel erwarteten Zahlen ab. FTO-
defiziente Tiere sind in beiden Geschlechtern unterreprasentiert und besonders Lep®*;Fto™-

Mannchen sind in sehr geringer Anzahl vorhanden. Im Alter von 16 Wochen fallt auf, dass

noch einmal 50% der mannlichen Lep

ob/+

| Ges. (Mzinnchen und Weibchen): 995 ; Anzahl Wiirfe: 153 |

Fto”-Mause verstorben sind.

Weibchen

Lep™ Fto"* |Lep™:Fto* |Lep” Flo” |Lep® :Fto”* |Lep®:Fto™ |Lep*™ Fto” |Lep™®Fto”* [Lep™®:Fto” |Lep™ Fto*
erwartet 31,09 62,19 31,09 62,19 124,38 62,19 31,09 62,19 31,09
erwartet (%) 3,125 6,25 3,125 6,25 12,5 6,25 3,125 6,25 3,125
3 Wochen 25 96 12 71 156 18 42 65 18
% 2,51 9,65 1,21 7,14 15,68 1,81 422 6,53 1,81
Differenz -0,61 +340 -192 +0,89 +318 -444 +1,10 +0,28 -1,32
16 Wochen 25 9 1 69 146 15 40 62 16
% 2,51 9,55 111 6,93 14,67 1,51 4,02 6,23 1,61

Mannchen

Lep™ Fto" |Lep™;Ftot/- |Lep™ Flo” |Lep™*:Fto™ |Lep™:Fto™ |Lep*™;Fto” |Lep™Fio”* [Lep™:Fio” |Lep™Fio”
erwartet 31,09 62,19 31,09 62,19 124,38 62,19 31,09 62,19 31,09
erwartet (%) 3,125 6,25 3,125 6,25 12,5 6,25 3,125 6,25 3,125
3 Wochen 37 85 14 61 152 17 36 81 9
% 3,72 8,54 141 6,13 15,28 1,71 3,62 8,14 0,90
Differenz +0,59 +2,29 -172 -0,12 +2,78 -454 +0,49 +1,89 -2,22
16 Wochen 36 83 14 58 147 17 33 73 4
% 3,62 8,34 141 5,83 14,77 1,71 3,32 7,34 0,40

p= 4,082x10°
p= 6,712x10°
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3.7 Analysen an Mausen mit einem genetischen Mischhintergrund
(C57BL/6J/NMRI)

Da auffallend wenig Lep®”°’;Fto”-Mause unter den Nachkommen der C57BL/6J-
Verpaarungen waren, wurde eine zweite Linie verpaart. Jeweils ein C57BL/6J-Tier
(Lep®”:Fto™) wurde mit einem Fto”-Tier des genetischen Hintergrundes NMRI
verpaart. Kombiniert heterozygote Nachkommen wurden dann in der zweiten
Generation weiter untereinander verpaart. So kam eine Linie mit Mischhintergrund
zustande, die auf dieselben Parameter untersucht wurde wie die erste Mauslinie. So
konnten potentielle Unterschiede aufgrund der genetischen Hintergriinde analysiert

werden.

3.7.1 Fto”-Miuse mit einem C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund weisen keine

erhohte Sterberate auf

Zunachst konnte festgestellt werden, dass es bei der Betrachtung von 361 Tieren
aus 45 Verpaarungen keine signifikanten Abweichungen von der erwarteten
Verteilung gab (Tabelle 3.2). Von den Fto”-Tieren fallen lediglich mannliche Tiere mit
dem Genotyp Lep®”* Fto” auf, da sie in deutlich geringerer Anzahl (ca. 50%)
vorkommen als erwartet. Allerdings fallt dasselbe Phanomen bei wildtypischen
Mannchen auf. Auch eine sichtbar erhdhte Sterberate zwischen der dritten und 16.
Lebenswoche ist nicht zu verzeichnen. Das Einkreuzen von Tieren mit einem NMRI-

Hintergrund scheint die erhdhte Sterberate der Fto”-Tiere aufzuheben.
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Tabelle 3.2: Genotypenverteilung der Nachkommen aus Lep®”*;Fto*" x Lep°”*;Fto™
Verpaarungen (C57BL/6J/NMRI-Linie). Ausgewertet wurden 45 Wirfe mit insgesamt 361
Nachkommen. Die Genotypen sind nach Geschlechtern getrennt aufgelistet. Dargestellt ist
die erwartete Verteilung nach Mendelschen Regeln und die tatsachlichen Zahlen im Alter
von 3 und 16 Wochen. Angegeben sind jeweils die Anzahl und die prozentuale Verteilung
der Genotypen, sowie der prozentuale Unterschied (Differenz) des Anteils bei 3 Wochen
zum erwarteten Anteil (gerundet auf 2 Nachkommastellen). Unterhalb der Tabelle sind die
Ergebnisse der Chi-Quadrat-Tests (erwartete Anzahl gg. erhobene Anzahl im Alter von 3
Wochen) getrennt nach Mannchen und Weibchen angegeben. Die Verteilung der Genotypen
weicht im Alter von 3 Wochen nicht von der nach den Mendelschen Regeln berechneten ab.
Allerdings fallt auf, dass weniger Lep®”;Fto”-Weibchen und Lep**;Fto”*-Mannchen gezahlt
wurden als erwartet. Im Alter von 16 Wochen ist keine erhdhte Sterberate eines Genotyps zu
verzeichnen.

|Ges. (Mannchen und Weibchen): 361; Anzahl Wirfe: 45 |

Weibchen

Lep”:Fto™ |Lep™:Fto* |Lep*:Fto* |Lep*®Flo”™ |Lep®*:Fto™ [Lep™*Fto* |Lep™Ffo”  |Lep®™®:Fto”  |Lep™®:Fto*
erwartet 11,28 22,56 11,28 22,56 4513 22,56 11,28 22,56 11,28
erwartet (%) 3,125 6,25 3,125 6,25 12,5 6,25 3,125 6,25 3,125
3 Wochen 12 23 14 26 49 18 7 AN 10
% 3,32 6,37 3,88 7,20 13,57 499 1,94 8,59 2,77
Diff. (%) +0,20 +0,12 +0,75 +0,95 +1,07 -1.26 -119 +234 -0,35
16 Wochen 12 23 13 26 49 18 7 31 10
% 3,32 6,37 3,60 7,20 13,57 499 1,94 8,59 2,77

Méannchen

Lep™:Fto™ |Lep™Fto* |Lep* Fto* |Lep®®Fto”™ |Lep®*:Flo™ |Lep™*Fto” |Lep™Ffo”  |Lep®™®:Fto"  |Lep™®;Fto*

erwartet 11,28 22,56 11,28 22,56 45,13 22,56 11,28 22,56 11,28
erwartet (% 3,125 6,25 3,125 6,25 12,5 6,25 3,125 6,25 3,125
3 Wochen i) 27 9 25 54 1 8 21 1
% 1,39 748 249 6,93 14,96 3,05 2,22 5,82 3,05
Diff. (%) -1,74 +123 -0,63 +0,68 +2,46 -3,20 -0,91 -0,43 -0,08
16 Wochen 5 27 9 25 54 11 8 21 9
% 1,39 748 249 6,93 14,96 3,05 2,22 5,82 2,49

p= 0,062
p= 0,3976
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3.7.2 FTO-Defizienz hat auch in Leptin-defizienten Mausen mit NMRI-
Hintergrund einen positiven Einfluss auf die Gewichtsentwicklung

In Abbildung 3.11 ist die Gewichtsentwicklung von weiblichen (a) und mannlichen (b)
Mausen mit einem genetischen Mischhintergrund (C57BL/6J/NMRI) dargestellt.
Sowohl weibliche als auch mannliche Leptin-defiziente Tiere mit FTO (Lep®”®?;Fto™*
und Lep®°:Fto*") sind bereits in den ersten Lebenswochen, direkt nach dem
Absetzen von der Mutter, signifikant schwerer als wildtypische und Lep®”®;Fto”-
Mause und wiegen im Alter von 16 Wochen etwa das Doppelte der Wildtypen.
Lep®®’:Fto”-Mause hingegen weisen in den ersten Lebenswochen ein geringeres
Gewicht auf als Wildtypen. Erst ab der 9. (Mannchen) bzw. 10. (Weibchen) Woche
sind sie signifikant schwerer als wildtypische Geschwister. Bei Tieren des reinen
C57BL/6J-Hintergrundes waren Lep®”*®:Fto”-Mause erst ab der 15 Woche
(Weibchen, Abbildung 3.1a) oder sogar noch spater (Mannchen, Abbildung 8.1a)
signifikant schwerer als wildtypische Geschwister. FTO hat also auch bei Mausen
eines genetischen Mischhintergrundes Einfluss auf die Gewichtsentwicklung Leptin-
defizienter Mause, allerdings ist die Starke der Auspragung in den zwei Mauslinien

unterschiedlich.
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Abb. 3.11: Gewichtsentwicklung weiblicher (a) und mannlicher (b) Mause auf
C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund von der 3. bis zur 16. Lebenswoche. a) Weibliche
Lep®*:Fto**-Mause sind ab der 4. Lep®®’:Fto*-Mause bereits ab der 3. Lebenswoche
signifikant schwerer als wildtypische Mause. Ab der 12. Woche wiegen sie bereits etwa
doppelt so viel. Lep®":Fto”-Mause hingegen wiegen in Woche 3 und 4 signifikant weniger
als Wildtypen, ab Woche 10 wiegen sie mehr. n= Wildtypen: 12-13, Lep®”*®;Fto™*: 7-8,
Lep®*:Fto*": 17-21, Lep®®’;Fto™: 10. b) Mannliche Lep®®":Fto**- und Lep®”’;Fto™-Mause
sind ab der 3. Lebenswoche bereits signifikant schwerer als Wildtypen und zeigen eine
ahnliche Gewichtsentwicklung wie die weiblichen Geschwister. Auch die Gewichtskurve der
mannlichen Lep®’;Fto”-Mause ist mit der der weiblichen vergleichbar. In den ersten
Wochen sind sie signifikant leichter als wildtypische Geschwister und ab Woche 9 ist ihr
Gewicht signifikant erhdht. n= Wildtypen: 5, Lep®”®’;Fto**: 10-11, Lep®”*’:Fto*": 16-18,
Lep®**:Fto™: 11-13. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg.
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Lepob/ob,.Fto+/+), “§” (Wlldtyp gg ) Lepob/ob,.Fto+/—)’ “ ':' ” (Wlldtyp gg ] Lepob/ob’.FtO—/—)’ u#u
(LepOb/Ob,'FtO+/+ gg. Lepob/ob’.FtO—/—)’ wyr (LepOb/Ob,'FtO+/_ gg. Lepob/ob,.Fto—/-) )

Die in der C57BL/6J-Linie analysierten Parameter zur Koérperzusammensetzung
wurden ebenfalls in der Linie mit Mischhintergrund untersucht. In Tabelle 3.3 und
Tabelle 8.1 sind die Ergebnisse fur Weibchen und Mannchen zusammengefasst.
Untersuchungen im Alter von 30 Wochen zeigen, dass auch die Zusammensetzung
des Korperbaus der Tiere unabhangig vom genetischen Hintergrund und abhangig
von FTO ist. Dies gilt sowohl flr weibliche (Tabelle 3.3) als auch fUr mannliche
Mause (Tabelle 8.1). Auffallig ist, wie schon bei Tieren mit C57BL/6J-Hintergrund,
dass Lep®”°":Fto”-Mause im Vergleich zu wildtypischen eine Wachstumsretardation
aufweisen, obwohl Leptin-defiziente Mause mit FTO signifikant grofer sind als
wildtypische Geschwister. Im Vergleich zu wildtypischen Tieren sind Lep®”°°:Fto™-
Tiere signifikant schwerer, haben mehr Fett und auch das Lebergewicht ist erhdht.
lhre fettfreie Masse ist im Gegensatz zu der von Lep®”°’;Fto™*- und Lep®”°";Fto* -
Mausen nicht erhoht.

ob/ob-Fto**_ und Lep®”°?;Fto*-Mausen sind Lep®”°?;Fto™”-

Mause signifikant kleiner, leichter und haben weniger Fettmasse. Epigonadales und

Im direkten Vergleich zu Lep

inguinales Fett, sowie das Lebergewicht sind ebenfalls signifikant reduziert.
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Tabelle 3.3: Analysen der Korperzusammensetzung weiblicher Mause mit
C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund im Alter von 30 Wochen. Gemessen wurde das
Kérpergewicht, die Kérperlange, fettfreie Masse, Fettmasse, epigonadales Fett, inguinales
Fett und das Gewicht der Leber. “#” kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Wildtypen.
“» kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Lep®:Fto”-Mausen. Im Vergleich zu
wildtypischen Tieren sind alle Werte in Leptin-defizienten Tieren mit FTO erhdht.
Lep®"*:Fto”-Mause weisen auch ein hdheres Kérpergewicht sowie erhéhte Fettmengen und
ein erhdhtes Lebergewicht auf. Allerdings ist die fettfreie Masse nicht erhdéht und die
Messung der Korperlange zeigt im Vergleich zu wildtypischen Mausen eine
Wachstumsretardation. Zusatzlich wird deutlich, dass Lep®®:Fto”-Mause in allen
gemessenen Parametern signifikant geringere Werte aufweisen als Lep®”’;Fto™*- und
Lep®*:Fto*"-Mause.

Weibchen (30 Wochen) | Lep**;Fto** | Lep°°?;Fto** Lep°P°b;Fto*" | Lep°°°;Fto™
Kérpergewicht (g) 1286 £ 0,8 (n=11)* 61,7 £ 3,2 (n=5) * # (69,0 + 2,01 (n=13)*#]41,3 + 1.8 (n=12)
Lange (cm) lo.8+0,1(n=11) *[10,9+0,15 (n=5)* # |10,6 + 0,16 (n=13)*#9,5 + 0,14 (n=12)
FFM (g) 121,04 1,0 (n=4) [289+16(n=7) *#[31,3+07 (n=3) *#|21,4+ 04 (n=7)
FM (g) l69+0,0(n=4) *|255:23(n=7) *#[256+1,0n=3) *#|14,7+07 (n=7)
epig. Fett (g) 110401 (n=10)* [51+04(n=5) *#[50+03 (n=13) *#|2,5+0,3 (n=12)
ing. Fett (g) [10+0,1n=10)" [6,1+05(n=5) *#[7.7+05 (n=13) *#[3.2+0,3 (n=12)
Leber (g) [13£02(n=10)" [40+04(n=5) *#]5,0+0,01(n=13) *# 2,402 (n=12)

FTO-Verlust zeigt in beiden Linien einen Effekt auf das Gewicht und den Kdérperbau
Leptin-defizienter Mause. Allerdings sind wildtypische Mause des genetischen
Mischhintergrundes groRer und schwerer (Weibchen im Durchschnitt 9,8 cm lang
und 28,6 g schwer) als C57BL/6J-Mause (Weibchen im Durchschnitt 9 cm lang und
24,2 g schwer) und auch der Effekt von FTO scheint unterschiedlich stark

auszufallen. Somit mussen sie als getrennte Gruppen betrachtet werden.

3.7.3 FTO hat auch in Lep®”°*-Mausen mit Mischhintergrund Einfluss auf die

Blutglukose

Die Daten der Blutanalyse der Weibchen mit C57BL/6J/NMRI-Hintergrund sind in
Tabelle 3.4 dargestellt. Untersuchungen der Blutglukosewerte zeigen in sechs
Wochen alten Leptin-defizienten Tieren unter Fastenbedingungen erhéhte Werte im
Vergleich zu Wildtypen, unabhangig vom Ffo-Genotyp. Werden die Mause allerdings

nicht gefastet, zeigen nur Lep®®’;Fto**- und Lep®”°’;Fto*-Mause im Alter von 7
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Wochen signifikant erhdhte Glukosewerte. Eine Wiederholung der Tests zu spateren
Zeitpunkten (14 und 15 Wochen) ergibt dhnliche Resultate. Lep®”®?;Fto”-Mause
haben unter Fastenbedingungen im Vergleich zu Lep®”°?;Fto**- und Lep®”°’:Fto™-
Mausen erniedrigte Blutglukosewerte. Die Werte der Lep®”’;Fto™*-Mause streuen im
Alter von 14 Wochen bei einer sehr geringen Tieranzahl allerdings stark, so dass
keine signifikanten Unterschiede zu wildtypischen oder Lep®”°’;Fto”-M&usen

aufzuweisen sind.

Tabelle 3.4: Blutglukosewerte weiblicher Mause (C57BL/6J/NMRI) im Alter von 6-7 und
14-15 Wochen. Dargestellt sind die Werte von gefasteten und ungefasteten Tieren. “#”
kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Wildtypen. “*” kennzeichnen signifikante
Unterschiede zu Lep®®’:Fto”-Mausen. 6 Wochen alte Leptin-defiziente Mause haben
unabhangig vom Fto-Genotyp einen erhdhten Fasten-Glukosespiegel. Ungefastet zeigt sich
in jungen Tieren nur in Lep®®:Fto”- und Lep®:Fto”-Mausen ein erhdhter
Blutzuckerspiegel. In alteren Tieren ist der Glukosespiegel in gefastetem Blut von
Lep®®:Fto*- und Lep®”®’;Fto”-Mausen erhdht, allerdings ist der Glukosespiegel von
Lep®"*:Fto”-Mausen gleichzeitig signifikant niedriger als der von Lep®’:Fto*-Mausen.
Altere ungefastete Lep®®:Fto™*- und Lep®”’;Fto”-Mause haben signifikant mehr Glukose
im Blut als Wildtypen und Lep®”®’;Fto”-Mause.

Weibchen | Lep**;Fto** | Lep°P°;Fto** | Lep°"°°;Fto*" | Lep°®°*:Fto”
Glukose 6 Wochen _|44,1 +1,7 (n=12) 784+ 124 (n=5)" |875:64 (n=15)# 71,6 + 8,5 (n=9) #
gefastet (mg/dl) 14 Wochen 48,7 +32 (n=12) |1036+230(n=5) |97,5+85(n=13)%* [732+55(n=9) #
Glukose 7 Wochen |922 21 (n=12) |2326 46,4 (n=5)" 186+ 19,0 (n=15)# 140,3 + 23,8 (n=9)
nicht gefastet (mg/dl) |15 Wochen |99,2 +53 (n=13) |301,6 +42,2 (n=5)% *|197.1 £ 22 1 (n=13)#* 116,3 + 8,2 (n=8)

Auch die Blutglukose von mannlichen Geschwistern wurde untersucht und in Tabelle
8.2 dargestellt. Die Fastenglukosewerte der mannlichen Tiere im Alter von sechs
Wochen unterscheiden sich nicht signifikant innerhalb der vier Genotypen. Im Alter
von 14 Wochen zeigen Leptin-defiziente Mause aber bereits erhohte Werte. Hierbei
sind Lep®”°":Fto*-Mause am starksten betroffen. Die Werte der Lep®”®’;Fto”-Mause
liegen zwischen denen der Wildtypen und der Lep®”°®:Fto**-Mause. Ungefastet
weisen Leptin-defiziente Mause allerdings bereits im Alter von sieben Wochen
deutlich erhdhte Glukosewerte im Blut auf. Lep®”°?;Fto™*-Mause haben fast dreimal
mehr Glukose im Blut als Wildtypen, wahrend Lep®”°?;Fto”-Mause gerade einmal
eine Erhdhung um 50% aufweisen. Im Alter von 15 Wochen sind die

ob/ob. +/+
;Fto

Blutglukosewerte von ungefasteten Lep - und Lep®®:Fto™-Mausen weiter
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dramatisch gestiegen. Die der Wildtypen und der Lep®°’:Fto”-Mause sind im

Vergleich zur 7. Woche unverandert.

In Abbildung 3.12 sind GTTs und ITTs weiblicher Mause mit C57BL/6J/NMRI-
Hintergrund dargestellt. Die Messungen wurden, wie schon bei Tieren der C57BL/6J-
Linie, in zwei verschiedenen Altersstufen erhoben.

ob/ob. +/+
:Fto”"- und

Im Alter von sechs Wochen ist bereits zu erkennen, dass Lep
Lep®:Fto”- Mause nach der Glukoseinjektion einen starkeren Anstieg der
Blutglukose zeigen als Wildtypen und Lep®”°’;Fto”-Mause. Der Hohepunkt der Kurve
ist 30 Minuten nach der Injektion erreicht, wahrend die Werte der wildtypischen und
Lep®®’:Fto”-Tiere bereits nach 15 Minuten wieder abfallen. Die Blutglukosewerte
nach 120 Minuten unterscheiden sich zwischen allen drei Leptin-defizienten Gruppen
allerdings nicht und sind hoher als die der Wildtypen (Abbildung 3.12 a). Im Alter von
14 Wochen sind ahnliche Unterschiede in der Glukosereaktion zu erkennen
(Abbildung 3.12 c). Lep®®*;Fto**- und Lep®”®’;Fto”-Mause zeigen einen starkeren
Anstieg der Blutglukose, wahrend die Kurve der Lep®”®’;Fto”-Mause mit der der
Wildtypen vergleichbar ist. Die Reaktion auf die Insulininjektion ist in beiden
Altersstufen in Leptin-defizienten Mausen unabhangig vom Fto-Genotyp deutlich
schlechter als die der Wildtypen. Wahrend wildtypische Mause 30 Minuten nach der
Insulininjektion einen Abfall der Blutglukose auf etwa 60% zeigen, fallen die Werte
von Leptin-defizienten Mausen gerade mal auf etwa 80% des Startwertes ab
(Abbildung 3.12 b und d).

In Abbildung 8.6 sind GTTs und ITTs von mannlichen Mausen mit C57BL/6J/NMRI-
Mischhintergrund dargestellt. Im Alter ist die Reaktion von Leptin-defizienten Tieren
nicht abhangig vom Fto-Genotyp. Alle drei Gruppen benotigen langer fur den Abbau
der Glukose als Wildtypen (Abbildung 8.6 a). Im Alter von 14 Wochen zeigen
Wildtypen und Lep®°®:Fto”-Mause eine vergleichbare Reaktion auf die

obob-Fto**. und Lep®°’;Fto*"-Mause allerdings eine

Glukoseinjektion, wahrend Lep
deutlich verschlechterte Glukosetoleranz zeigen (Abbildung 8.6 c).

ITTs im Alter von sieben Wochen eréffnen wieder einen klaren Unterschied zwischen
Wildtypen und Leptin-defizienten Mausen unabhangig vom Fto-Genotyp (Abbildung
8.6 b). Leptin-defiziente Mause reagieren kaum auf die Insulininjektion. Im Alter von
ob/ob-Fto**_ und Le pob/ob’. Fto*--

Mausen nach der Insulininjektion sogar an. Der Glukosespiegel von Lep®”°?:Fto”-

15 Wochen steigt der Blutglukosespiegel von Lep
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Mausen sinkt auf etwa 85% des Startwertes, wahrend der Wert wildtypischer Tiere
auf etwa 65% sinkt (Abbildung 8.6 d).
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Abb. 3.12: GTTs und ITTs weiblicher Mdause mit C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund. a+c)
GTTs im Alter von 6 und 14 Wochen. Lep®?:Fto**- und Lep®’;Fto™-Mause weisen nach der
Glukoseinjektion einen starkeren Anstieg der Blutglukose auf als Wildtypen und Lep®®°®:Fto™
Mause. Die Kurve von Wildtypen und Lep®®®*:Fto”-Mausen verlauft ahnlich. Allerdings erreichen
Wildtypen im Alter von 6 Wochen nach 120 Minuten einen niedrigeren Glukosewert als
Lep®®®:Fto”-Mause. Im Alter von 14 Wochen zeigen die GTTs ahnliche Ergebnisse, allerdings
haben die Messwerte der Lep®?:Fto**-Mause eine hohe Standardabweichung und Vergleiche
zeigen keine signifikanten Unterschiede. b+d) ITTs im Alter von 7 und 15 Wochen. Die Werte
sind prozentual in Bezug auf den Startwert (2 100%) berechnet. Im Vergleich zu wildtypischen
Tieren reagieren Leptin-defiziente Mause unabhangig vom Fto-Genotyp nicht sehr deutlich mit
einer Glukosesenkung auf die Insulininjektion. Die statistisch signifikanten Unterschiede in GTTs
und ITTs zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen
gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep®°?:Fto**), “§” (Wildtyp gg. Lep®":Fto*"), “#” (Wildtyp gg.
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Lepob/ob Fto- -) LeEOb/Ob Ft0+/+ 5Ob/Ob FtO ) /pob/ob Ft0+/ g LepOb/Ob,'FtO-/-). n=
Wildtypen: 12- 13 Lep®°P:Fto™*: 5, LepOb/" ‘Fto™": 13-15, Lep ®-Fto”: 8-9.

3.7.4 Das Einkreuzen des NMRI-Hintergrundes fiihrt zu Glukosurie in Leptin-

defizienten Mausen

Die ersten Analysen zeigten keine auffalligen Unterschiede zwischen den beiden
Mauslinien. In hdéherem Alter kam es allerdings zu Auffalligkeiten in der

C57BL/6J/NMRI-Linie. Immer wieder konnte beobachtet werden, dass Mause der

ob/ob . +/+ ob/ob. +/-
:Fto :Fto

Genotypen Lep und Lep sehr plotzlich stark an Gewicht verloren.
Gleichzeitig waren die Wasserflaschen extrem schnell leer und die Tiere urinierten
Ubermalig viel. Dies sind alles Hinweise auf akuten Diabetes, welche nie in der
C57BL/6J-Linie beobachtet wurden.

Um im Alter von 30 Wochen die Glukoseverwertung zu untersuchen, wurden
Urinproben der Tiere gesammelt und diese mit Teststreifen auf vorhandene Glukose
im Urin getestet. Glukosewerte im Urin sind unter gesunden Umstanden nur sehr
gering, da der Zucker, der aus dem Blut in den Harn gelangt, von den Nieren wieder
aufgenommen wird. Ist der Glukosespiegel im Blut allerdings zu hoch, kommt es zu
einer ,Glukosurie® (Urinzucker), da die Nierenschwelle, d.h. die Kapazitat der Nieren

Zucker aufzunehmen, erreicht ist (Bailey, 2011).

Tabelle 3.5 zeigt die Ergebnisse flr jedes getestete Individuum sortiert nach Genotyp

und Geschlecht. Die Glukosewerte der Wildtypen liegen alle im vom Test

+/+

angegebenen ,Normalbereich“. Allerdings fallt auf, dass alle Lep®°’;Fto”*- und

ob/ob,. Ft O+/-

Lep -Mause stark erhohte Glukosewerte im Urin aufweisen. Von den

analysierten Lep®”°?:Fto”-Mausen zeigt lediglich ein M&nnchen leicht erhdhte Werte.
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Tabelle 3.5: Uringlukose-Konzentrationen getrennt nach Kategorien. Dargestellt sind
Glukosewerte im Urin von Mausen mit einem C57BL/6J/NMRI-Hintergrund, aufgetrennt nach
Geschlecht und Genotyp. Jeder Wert entspricht der Glukosemenge im Urin eines
Individuums. Die Kategorien wurden vom Teststreifen per Augenmald abgelesen. Die
Definition der Kategorien ist in der Legende neben der Tabelle dargestellt. Sowohl weibliche,
als auch mannliche Lep®”°’;Fto™*- und Lep®*?:Fto*"-Mause weisen einen messbar erhdhten
Glukosewert auf, wahrend von Mausen des Genotyps Lep®®’;Fto” nur ein einzelnes
Mannchen einen leicht erhéhten Wert hat.

Weibchen Lep*”;Fto** Lep°»;Fto** Lep°~; Fto*- Lep°"°*; Fto™ n = Normalbereich
4 3 n 1= 50 mg/dl
4 4 n 2 =100 mg/dl
n 4 3 n 3 =300 mg/dl
j n 4= 1000 mg/dl
Mé&nnchen
n 4 4 1
n 4 4 n
n 4 4 n
2 4
4
4

3.8 Effekt von Leptin-Defizienz auf Fto” -Tiere

Zur Darstellung des unterschiedlichen Effekts einer Leptin-Defizienz wurden Gewicht

+/+

und Lange von Fto und Fto”-Mausen direkt einander gegeniibergestellt.
Abbildung 3.13 zeigt die Daten fiir weibliche Mause der C57BL/6J-Linie. In Fto™*-
Mausen hat eine Leptin-Defizienz bereits sehr frih Einfluss auf das Korpergewicht.
Im Alter von neun Wochen sind die Tiere bereits doppelt so schwer wie wildtypische.
Zwischen Fto”-Mausen mit Lep™*- und Lep®”°"-Genotyp zeigt sich in diesem Alter
noch kein Unterschied im Korpergewicht (Abbildung 3.13 a). Im Alter von 30 Wochen
haben Fto™*-Tiere mit Leptin-Defizienz bereits das Dreifache an Kérpergewicht von
Fto™*-Tieren mit wildtypischem Leptin. In diesem Alter ist der Einfluss der Leptin-
Defizienz auch in Fto”-Tieren deutlich. Fto”;Lep®”°’-Mause wiegen zu diesem
Zeitpunkt doppelt so viel wie Fto”-Tiere (Abbildung 3.13 b). Die Kdrperldnge wurde

an ausgewachsenen Tieren im Alter von 30 Wochen gemessen. Der Vergleich der

+/+ ob/ob_

Korperlange zeigt einen klaren Effekt von Leptin-Defizienz auf Fto” -Mause. Lep
Tiere sind etwa 1 cm langer als wildtypische. Interessanterweise gibt es keinen Effekt

von Leptin-Defizienz auf die Lange von Fto”-Mé&usen (Abbildung 3.13 c).
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Abb. 3.13: Vergleich der Wirkung von Leptin-Defizienz auf Fto™*- und Fto”-Miuse.
Dargestellt ist das Gewicht in weiblichen jungen (a) und alten Tieren (b) sowie die
Koérperlange alter Tiere. a) Kérpergewicht 9 Wochen alter Mause. Wahrend Leptin-Defizienz
in Fto”*-Mausen bereits zu diesem Zeitpunkt in einer Verdopplung des Kérpergewichtes
resultiert, zeigt eine Leptin-Defizienz in Fto”-Mausen noch keine signifikante Auswirkung. n=
Wildtypen: 20, Lep®®®:Fto**: 21, Lep™ :Fto”: 5, Lep®*’;Fto”: 11. b) Kdrpergewicht der
Mé&use im Alter von 30 Wochen. Zu diesem Zeitpunkt ist auch in Ffo”-Mausen ein deutlicher
Effekt der Leptin-Defizienz zu erkennen. c) Koérperlange der Mause im Alter von 30 Wochen.
Ausgewachsene weibliche Fto**-Mausen mit Leptin-Defizienz sind etwa 1 cm gréRer als mit
wildtypischem Leptin. Auf die KérpergroRe von Fto”-Mausen hat die Leptin-Defizienz
keinerlei Einfluss. b+c) n= Wildtypen: 14, Lep®®:Fto**: 17, Lep**;Fto™: 10, Lep®*:Fto™: 16.

Analysen zeigen dieselben Ergebnisse fur mannliche Tiere und auch fur die
C57BL/6J/NMRI-Mauslinie konnte dies bestatigt werden (Daten werden hier nicht
gezeigt).
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4 DISKUSSION

Die Analysen dieser Arbeit zeigen, dass die Inaktivierung von Fto in Leptin-
defizienten Mausen zu einer reduzierten Gewichtszunahme und damit einem
geringeren Fettanteil fihrt. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass FTO Einfluss
auf Fetteinlagerungen in der Leber und eine Funktion in der Regulation des
Blutzuckerspiegels hat. FTO-Defizienz verhindert die Entstehung von enormen
Langerhans’schen Inseln im Pankreas von Leptin-defizienten Mausen und fuhrt zu
leicht reduzierten Insulinwerten im Blut, hat aber keinen Einfluss auf die
Insulinsensitivitdt Leptin-defizienter Mause. Weiterhin kdnnen bei Lep®”®’;Fto™-
Mausen eine reduzierte Futteraufnahme und ein geringerer Energieverbrauch
gemessen werden, was auf eine Wirkung von FTO in der Kontrolle der
Nahrungsaufnahme sowie des Energiehaushaltes hindeutet. Allerdings zeigen sie im

Vergleich zu Lep®”°’:Fto™"

-Mausen keine Veranderungen in der Kkorperlichen
Aktivitat. In Fto”-Mausen auf einem C57BL/6J-Hintergrund wurde zudem eine
erhohte Letalitatsrate festgestellt, die bei mannlichen Lep®”°?;Fto”-Mausen am

hochsten war.

4.1 FTO ist entscheidend an der Gewichtsentwicklung Leptin-

defizienter Mause beteiligt

In den letzten Jahren gab es deutliche Fortschritte in den Erkenntnissen Uber
genetische Pradispositionen fur diverse Krankheiten. Genetische Variationen ricken
daher auch in therapeutischer Hinsicht immer mehr in den Vordergrund.

Fir die Gewichtsentwicklung und damit auch fiir die Entwicklung von Ubergewicht
werden heutzutage eine ganze Reihe von Genvariationen verantwortlich gemacht.
Zur Analyse dieser und fur mogliche Therapieansatze werden Mausmodelle, wie z.B.
Leptin-defiziente Mause, genutzt. In diesen kann sowohl die Funktion des
inaktivierten Gens als auch die Funktion bzw. der Einfluss anderer Gene auf den
Phanotyp untersucht werden. Dadurch kénnen Zusammenhange und komplexe
Netzwerke, die zu einem Phanotyp beitragen, beschrieben werden. So konnten

verschiedene Arbeitsgruppen bereits zeigen, dass die Inaktivierung einzelner Gene
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aus der Fettsauresynthese und aus der Regulierung der Nahrungsaufnahme dem
Leptin-defizienten Phanotyp entgegen wirken konnen. Im Jahr 2002 zeigten
Naveilhan und seine Kollegen, dass die Entfernung des NPY-Rezeptors (Y2) in
Leptin-defizienten weiblichen Mausen einen positiven Einfluss auf die
Gewichtsentwicklung hat. Y2 ist demnach an der Regulation der Nahrungsaufnahme
und der Energie-Homdostase beteiligt (Naveilhan, et al., 2002). Eine Erhéhung der
POMC-Expression fuhrt zu reduzierter Hyperphagie und dadurch ebenfalls zu einer
Reduktion der Fettleibigkeit in Lep®”**-Mausen (Mizuno, et al., 2003). Die Deletion
der RIIB-Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) vermindert auch die
Nahrungsaufnahme und den adip6sen Phanotyp Leptin-defizienter Mause (Newhall,
et al., 2005).

Fischer und ihre Kollegen haben 2009 bereits gezeigt, dass eine konstitutive
Inaktivierung des Fto-Gens in Mausen zu reduzierter Fetteinlagerung und einem
schlanken Phanotyp fuhrt und dadurch vor Fettleibigkeit schitzen kann (Fischer, et
al., 2009). Die Untersuchung von Leptin-defizienten Mausen mit zusatzlicher Fto-
Inaktivierung sollte in dieser Arbeit Aufschluss dariber geben, in welchem Male
FTO an der Entstehung der Fettleibigkeit und weiteren metabolischen Fehlfunktionen
in genetisch adip6sen Mausen beteiligt ist und ob es Ansatze fur eine Therapie
genetisch fettleibiger Menschen liefern kann.

Die Analysen der Lep®”°";Fto”-Mause zeigen einen klaren Beitrag des FTO-Proteins
zur Gewichtsentwicklung. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit Gewichtsanalysen
von wildtypischen und Fto”-Mausen, die mit einer HFD gefiittert wurden (Fischer, et
al.,, 2009). In beiden Fallen schutzt eine FTO-Defizienz in Mausen vor der
Entstehung einer Adipositas, und das unabhangig vom Leptin-Genotyp. Zwar
entwickeln auch Lep®”®’:Fto”-Mause in hoherem Alter ein signifikant erhohtes
Korpergewicht, aber eine vergleichbar starke Adipositas wie Leptin-defiziente Mause
mit FTO zeigen sie nicht. Dies deutet auf eine altersabhangige Verschiebung der
Gewichtszunahme hin (Abbildung 3.13 a und b). Die Gewichtsunterschiede zwischen
Leptin-defizienten Mausen mit und ohne FTO sind hierbei nicht allein auf die
Wachstumsretardation der Fto”-Mause zuriickzufiihren.

Das erhohte Gewicht Leptin-defizienter Mause ist hauptsachlich auf eine
dramatische Erhdéhung der Fettmasse im Korper zuriickzufilhren. Lep®”°’;Fto”-

Mause hingegen haben signifikant weniger Fettmasse bezogen auf ihre fettfreie
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Masse (Abbildung 3.2 b). Auch diese Tatsache bestatigt, dass das verringerte
Korpergewicht nicht allein durch die reduzierte Korpergro3e der Tiere zu erklaren,
sondern einer reduzierten Einlagerung von Fettmasse zuzuschreiben ist. Im Detail ist
dies auf kleinere Fettdepots am Bauch und am Rucken zurlckzufuhren (Abbildung
3.2 c¢). Somit ist FTO ein an der Entstehung von morbider Adipositas beteiligter
Faktor.

4.2 FTO-Defizienz verringert die Nahrungsaufnahme von Lep®”°*-

Mausen

Die Futteraufnahme von Leptin-defizienten Mausen mit FTO ist sowohl im Alter von
acht Wochen als auch im Alter von 16 Wochen im Vergleich zu wildtypischen Tieren
erhdht (siehe Abbildung 3.8 a und b). Sie fressen mit etwa 0,3 g/h doppelt so viel wie
Wildtypen. Bezogen auf die fettfreie Masse der Tiere ist kein signifikanter
Unterschied feststellbar (siehe Abbildung 3.8 ¢ und d). Dies ist darauf
zuruckzufihren, dass die Tiere bereits stark adipds sind und sowohl die Fettmasse
als auch die fettfreie Masse zu diesem Zeitpunkt schon signifikant erhoht ist. Die
Aktivitat Leptin-defizienter Mause ist wie erwartet sehr niedrig. lhnen fallt aufgrund
ihrer Kérpermasse Bewegung schwerer als Wildtypen.

Lep®°*:Fto”-Mause zeigen im Vergleich zu Leptin-defizienten Mausen mit FTO
keine erhdhte korperliche Aktivitat und auch keine erhdhte Stoffwechselrate
(Abbildung 3.9 und 3.10). Hochstwahrscheinlich ist der schlankere Phanotyp zum
groBen Teil auf eine reduzierte Nahrungsaufnahme zurtuckzufuhren, welche
hauptsachlich bei jingeren Tieren zu beobachten ist (Abbildung 3.8 a und c).
Interessanterweise sind diese Ergebnisse kontrovers zu denen der Fto”-Tiere. Diese
zeigten im Vergleich zu Wildtypen zwar auch eine geringere Aktivitat, aber eine
signifikant hohere Stoffwechselrate und eine erhdhte Nahrungsaufnahme bezogen
auf ihre fettfreie Masse (Fischer, et al., 2009). Auch ein weiteres konstitutives FTO-
defizientes Mausmodell sowie eine Mauslinie mit neuralspezifischer Fto-Inaktivierung
weisen eine erhdhte Nahrungsaufnahme und einen erhdhten Energieumsatz auf
(Gao, et al., 2010). Lediglich die Inaktivierung des Fto-Gens im Hypothalamus von
adulten Mausen fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Nahrungsaufnahme und
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hatte keinen Einfluss auf den Energieumsatz der Tiere (McMurray, et al., 2013). Eine
Uberexpression des Fto-Gens in Mausen filhrte sogar zu einer FTO-
dosisabhangigen Steigerung der Nahrungsaufnahme (Church, et al., 2010), was
ebenfalls deutliche Hinweise auf eine Funktion des Proteins in der Regulation der
Nahrungsaufnahme gibt. Die Nahrungsaufnahme wird zum Grofteil im
Hypothalamus reguliert, wo auch die starkste Expression von FTO gefunden wurde
(Gerken, et al.,, 2007). Es ist daher mdglich, dass FTO eine Rolle im Leptin-
Signalweg und damit in der Regulation der Nahrungsaufnahme spielt. In einer
Vergleichsstudie von Personen mit und ohne FTO-Risiko-Allel wurde
herausgefunden, dass Personen mit zwei Risiko-Allelen im Vergleich zu Personen
mit zwei nicht-Risiko-Allelen postprandial erhdhte Ghrelinwerte sowie ein geringeres
Sattigungsgefuhl aufweisen (Karra, et al., 2013). Ghrelin ist ein Appetit-anregendes
Hormon, welches, ahnlich wie Leptin, die Aktivitat von NPY- und AgRP-Neuronen im
Gehirn reguliert.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fallt zusatzlich auf, dass Lep®”°’;Fto”-Méause
signifikant weniger trinken als Wildtypen. Dies kdnnte eine Folge der unbekannten
Umgebung sein, welche in den Tieren eine Stresssituation auslést. Stress kann
einen grolRen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme haben. In seiner Masterarbeit im
Institut fur Entwicklungs- und Molekularbiologie hat André Spychala zeigen kdonnen,
dass FTO-defiziente Tiere Verhaltensauffalligkeiten verbunden mit erhdhten
Stresshormonen im Blut zeigen (Spychala, 2012). Frilhere Analysen von Fto”-
Mausen ergaben bereits erhdhte Adrenalinwerte im Blut der Tiere (Fischer, et al.,
2009). Es besteht daher die Mdglichkeit, dass Lep®”°’;Fto”-Mause aufgrund einer
erhdhten Stressanfalligkeit sowohl weniger trinken als auch fressen. Des Weiteren
hangen die Futtergefal’e und die Wasserflaschen in den Stoffwechselkafigen hoher
als in den Haltungskafigen. Unter Umstanden ist es fir Lep®”?’;Fto”-Mause aufgrund
ihres Korperbaus schwieriger bzw. mit mehr Aufwand verbunden, Wasser und
Nahrung zu erreichen, was ebenfalls eine reduzierte Nahrungsaufnahme zur Folge
hatte.
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4.3 FTO und Leptin

Mittlerweile gibt es aufgrund aktueller Studien einige Hinweise darauf, dass FTO
Einfluss auf die Nahrungsaufnahme hat. Analysen zeigen, dass Menschen mit zwei
FTO-Risiko-Allelen Nahrung mit hdherem Energiewert praferieren, allerdings konnte
bisher nicht belegt werden, dass es einen Zusammenhang zwischen FTO-Varianten
und erhohter Nahrungsaufnahme gibt (Cecil, et al., 2008, Brunkwall, et al., 2013,
lbba, et al., 2013). In Mausen fiihrt die Uberexpression von Fto zu verstarkter
Nahrungsaufnahme, dadurch wiederum zu einer vermehrten Fettmasse und zu
erhohten Leptinspiegeln (Church, et al., 2010). Lep®°’;Fto”-Mause zeigen eine
reduzierte Nahrungsaufnahme (siehe Abbildung 3.8). Allerdings mussen die Tiere
immer noch genugend Nahrung aufnehmen, um signifikant schwerer zu werden als

+/+

die Wildtypen. Ein Vergleich von Effekten in Fto™*- und Fto”-Mausen zeigt, dass
Leptin-Defizienz aufgrund von FTO-Defizienz Teile seiner Wirkung verliert. Zum
einen nehmen Fto”-Mé&use langsamer und in geringerem MaRe an Gewicht zu, wenn
Leptin fehlt, als Fto”*-Mause (siehe Abbildung 3.13 a und b). FTO hat also eine
Funktion in der Entwicklung des Ubergewichts bei Leptin-defizienten Mausen. Zum
anderen hat eine Leptin-Defizienz keine Wirkung auf das GrolRenwachstum FTO-
defizienter Mause, wahrend Fto”*-Mause mit Leptin-Defizienz deutlich an Grolde
zunehmen (siehe Abbildung 3.13 c). Eine Wachstumsretardation kann aufgrund von
Beschrankungen bei der Nahrungsaufnahme, Unterernahrung oder Malabsorption
entstehen (Gat-Yablonski, et al., 2004). Die Befunde aus den Analysen der
Lep®®°*:Fto”-Mause deuten darauf hin, dass FTO-Defizienz dazu fiihrt, dass die
Mause zwar Energie aufnehmen und speichern, diese aber relativ schlecht verwerten
konnen. Um diese Theorie bestatigen zu konnen, ware es sinnvoll, den Kot der Tiere
zu analysieren und eventuell entsprechende Verdauungsenzyme auf ihre Funktion

hin zu untersuchen.

4.4 FTO und das metabolische Syndrom

Ein Zusammenhang zwischen Variationen im FTO-Gen und dem metabolischen

Syndrom im Menschen wurde kurzlich in mehreren Veroffentlichungen diskutiert.
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Allerdings kommen diese zu kontroversen Ergebnissen. Wahrend eine Studie eine
Risikovariante des FTO-Gens in adipésen Frauen untersucht hat und keine
Assoziation zum metabolischen Syndrom fand (de Luis, et al., 2013), konnte eine
andere, unter Verwendung von Daten aus verschiedenen Studien, eine klare
Assoziation zeigen (Wang, et al., 2012). Weitere Vergleichsstudien konnten zudem
nachweisen, dass Trager des Risiko-Allels in verschiedenen Populationen ein
hoheres Risiko fur das metabolische Syndrom oder entsprechende Risikofaktoren
haben (Al-Attar, et al., 2008, Luczynski, et al., 2012). Zusatzlich belegen viele
unabhangige Studien den Zusammenhang von Varianten im FTO-Gen mit Adipositas
in der Kindheit (Cecil, et al., 2008, Lopez-Bermejo, et al., 2008, Dwivedi, et al., 2012),
der Hauptursache fur die Entstehung des metabolischen Syndroms.

Einige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Behandlung von adipésen Mausen
mit Medikamenten, die die Nahrungsaufnahme oder den Stoffwechsel beeinflussen,
neben einer Reduktion der Fettleibigkeit auch eine Verbesserung weiterer
metabolischer Parameter zur Folge hat (Pelleymounter, et al., 1995, Sodhi, et al.,
2009, Chakraborty, et al., 2010, Townsend, et al., 2012).

Zur Analyse der Funktion von FTO in der Entwicklung des metabolischen Syndroms
wurden in dieser Arbeit Leptin-defiziente Mause verschiedener Fto-Genotypen sowie
wildtypische Mause auf verschiedene Parameter dieser Erkrankung hin untersucht.
Neben starkem Ubergewicht kennzeichnen ektopische Fettakkumulation, erhéhte

Blutglukosewerte und Insulinresistenz das metabolische Syndrom.

Die nichtalkoholische Fettleber ist haufig eine Folge von Uberernahrung und ein
beliebtes Beispiel fir Ubermaliige ektopische Fettakkumulation. Leptin-defiziente
Mause weisen eine solche verstarkte Lipideinlagerung auf. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass eine Inaktivierung von Fto Leptin-defiziente Mause selbst im
Alter (30 Wochen) vor einer Fettleber schitzt.

FUr die Mehrzahl der analysierten Faktoren des metabolischen Syndroms kann
gezeigt werden, dass Leptin-defiziente Mause von dem Ffo-Verlust profitieren, wobei
allerdings die Insulinsensitivitat keine Veranderungen erfahrt. Die grundlegende
Ursache fur die Verbesserungen der metabolischen Parameter ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit die reduzierte Fettleibigkeit. Wie bereits in anderen Studien

gezeigt, kann die Manipulation von Genen, die direkt an der Regulation der
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Nahrungsaufnahme beteiligt sind, sowohl Fettleibigkeit als auch damit
einhergehende Symptome reduzieren (Erickson, et al., 1996, Mizuno, et al., 2003,
Jager, et al.,, 2010). Einige Untersuchungen beschrieben eine direkte Wirkung der
Inaktivierung von Genen auf Insulin- und Glukosesensitivitat, ohne den Adipositas-
Phanotyp zu beeinflussen (Sun, et al., 2006, Yoshihara, et al., 2010). Andere
wiederum zeigten lediglich eine Wirkung auf die Fettleibigkeit. So fuhrt z.B. die
Entfernung von PPARY2 in Lep®”°-Mausen zwar zu einem schlankeren Phénotyp,
doch mit einer parallelen Verstarkung der Insulinresistenz (Medina-Gomez, et al.,
2007). Bei der Suche nach praventiven sowie therapeutischen Mitteln ware es
allerdings wunschenswert, der Hauptursache, namlich die Fettleibigkeit,

vorzubeugen und dadurch Folgesymptome zu verhindern.

4.5 Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat

Obwohl Lep®”®’;Fto”-Mause sehr gut mit einer kiinstlich erhdhten Blutglukose
umgehen und diese ahnlich wie Wildtypen =zlugig senken konnen, ist ihre
Insulinsensitivitat vergleichbar schlecht wie die der Lep®°?;Fto**- und Lep®”°?;Fto*-
Mause. Madglicherweise liegt dies an bereits stark erhdhten Insulinwerten im Blut,
wodurch eine Reaktion auf die Insulininjektion im ITT nicht messbar ist.

Die Normalisierung der Glukosetoleranz kann unabhangig von einer Insulinresistenz
entstehen. Die Insulin-unabhangige Reduktion der Blutglukose, auch Glukose-
Effektivitat genannt, hat einen zur Insulin-abhangigen gleichwertigen Beitrag zur
Glukosetoleranz. Hierbei ist die Glukose selbst der Ausléser fur die Senkung des
Blutglukosespiegels (Best, et al., 1996). In Leptin-defizienten Mausen konnte bereits
eine dramatisch reduzierte Glukose-Effektivitat festgestellt werden (Alonso, et al.,
2012), die durch Administration von fibroblast growth factor (FGF)19 normalisiert
werden kann (Morton, et al., 2013). 2004 wurde gezeigt, dass die Behandlung mit
FGF19 in Leptin-defizienten Mausen zu einer erhohten Stoffwechselrate und
reduziertem Korpergewicht fuhrt (Fu, et al., 2004). Auch transgene Mause, die
humanes FGF19 exprimieren, zeigen einen solchen Effekt (Tomlinson, et al., 2002).

Der genaue Mechanismus, Uber den FGF19 diese Funktion ausubt, ist bisher noch
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nicht bekannt. Verschiedene Analysen zeigen jedoch, dass die Aktivitat von FGF19
im Gehirn eine tragende Rolle spielt (Morton, et al., 2013).

Die Insulin-unabhangige Glukoseaufnahme wird im zentralen Nervensystem (ZNS)
durch die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT3, in der Leber und im Pankreas
hauptsachlich durch GLUT2 realisiert.

Die Steigerung der Insulin-unabhangigen Glukoseaufnahme konnte in den
Lep®®:Fto”-Mausen eine Erklarung fir die Diskrepanz zur Insulinresistenz geben.
Diese ware aber noch genauer zu untersuchen. Die Menge und Funktion vom
Insulin-unabhangigen Glukosetransport sowie u.a. die Fgf19-Expression im Gehirn

von Fto”-Mausen waren mogliche Ansatzpunkte fiir weitere Analysen.

4.6 Lep°”°’:Fto”-Miuse weisen eine erhéhte Sterberate auf

Bei der Genotypisierung im Alter von drei Wochen wurde festgestellt, dass die
Genotypenverteilung unter den Nachkommen der C57BL/6J Lep®™*:Fto™-
Verpaarungen signifikant verandert war (siehe Tabelle 3.1). Dabei fiel auf, dass
Lep®®’:Fto-Mannchen am wenigsten vertreten waren. Zwar wurde die
Genotypenverteilungen nicht in Embryonalstudien untersucht, aber es konnte bereits
in einer konstitutiven FTO-negativen Mauslinie gezeigt werden, dass es embryonal
keine Abweichung von der nach Mendel erwarteten Genotypenverteilung gab (Jager,
2013). Die erhdhte postnatale Sterberate von Fto”-Tieren wurde auch in weiteren
Studien in Verbindung mit einer GroRenretardation der Tiere (Fischer, et al., 2009,
Gao, et al., 2010, McMurray, et al., 2013) festgestellt. Partielle oder adult-konstitutive
FTO-Defizienzen, die nicht zu einer Gro3enretardation fuhren, weisen keine erhdhte
postnatale Sterberate auf (Church, et al., 2009, McMurray, et al., 2013). Es ware
denkbar, dass FTO-defiziente Tiere aufgrund ihrer Wachstumsretardation
benachteiligt sind und von ihren groReren Geschwistern von der Nahrungsquelle,
also dem Muttertier, verdrangt werden. Gerade unter den extrem hungrigen

oblob-Fto**. und  Lep®”®’;Fto™-Geschwistern konnte verstarkt Futterneid

Lep
herrschen. Dagegen spricht allerdings, dass zwischen der dritten und 16
Lebenswoche weitere mannliche Lep®”’;Fto”-Tiere sterben. In dieser Zeit sind die

Tiere bereits abgesetzt und nicht mehr auf das Muttertier als Nahrungsquelle
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angewiesen. Sie sitzen in kleinen Gruppen in Kafigen und die Wahrscheinlichkeit,
dass sie nicht an Futter herankommen, ist sehr gering. Ein weiteres Gegenargument
ist die Tatsache, dass auf einem anderen genetischen Hintergrund (C57BL/6J/NMRI-
Mischhintergrund) keine signifikanten Veranderungen in der Genotypenverteilung
auftreten (siehe Tabelle 3.2). Somit ware eine andere Theorie, dass FTO eine Rolle
im Stoffwechsel spielt, die, wenn eine Fehlregulation durch FTO-Defizienz stattfindet,
in einigen Fallen zum Tode fuhrt. Aufgrund der Tatsache, dass FTO auf molekularer
Ebene noch keine eindeutige Funktion zugewiesen werden konnte, ist es schwierig,
die genaue Todesursache der Tiere zu ermittein. Es gibt Hinweise auf
Lungenfehlfunktionen und Stérungen in der GliedmaRenentwicklung der Fto”-Tiere.

Diese konnten bisher aber noch nicht naher aufgeklart werden. (Jager, 2013).

4.7 Der Einfluss verschiedener genetischer Hintergriinde

1973 bewies eine Studie, dass die metabolischen Stérungen, die duch die Leptin-
Defizienz hervorgerufen werden, abhangig vom genetischen Hintergrund der Maus,
unterschiedliche Ausmalle annehmen konnen (Coleman und Hummel, 1973). So
waren Leptin-defiziente Mause auf einem C57BL/6J-Hintergrund Zeit ihres Lebens
hyperinsulinemisch und nahmen immer mehr zu, wurden aber nicht diabetisch.
Leptin-defiziente Mause auf einem C57BL/KsJ-Hintergrund hingegen waren
hyperglykamisch und nahmen ab dem dritten Lebensmonat kaum noch an Gewicht
zu. Viele starben noch vor dem sechsten Lebensmonat.

Wahrend der Mausarbeiten fur diese Arbeit fiel auf, dass Leptin-defiziente Mause auf
dem C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund in fortgeschrittenem Alter von einigen
Monaten Anzeichen von Diabetes zeigten. Analysen des Glukoseanteils im Urin der
Tiere zeigten eine extreme Glukosurie in Leptin-defizienten Mausen des
Mischhintergrundes. Diese Auffalligkeiten lassen darauf schlieRen, dass das
Einkreuzen des NMRI-Hintergrundes Einfluss auf die Auswirkungen der Leptin-
Defizienz hat. Die Tiere haben im Alter scheinbar verstarkt metabolische
Fehlfunktionen. Interessanterweise wird dies durch die Inaktivierung von Fto vollig

aufgehoben.
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Auch fur andere Mausmodelle ist der Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die
Auswirkungen von Genmanipulationen bekannt (Wolfer, et al., 2002).

In ihrer Dissertation konnte Yvonne Jager bereits zeigen, dass die praaxiale
Polydaktylie und die erhdhte postnatale Letalitdt von Fto”-Mause abhingig von
ihrem jeweiligen genetischen Hintergrund ist (Jager, 2013). Analysen der
kombinierten Mausmutanten in dieser Arbeit ergaben ebenfalls, dass Fto”-Tiere
unabhangig vom Lep-Genotyp auf C57BL/6J-Hintergrund unterreprasentiert sind
(siehe Tabelle 3.1). Dies ist auf einem genetischen Mischhintergrund von C57BL/6J

b Fto”-Mannchen sind

und NMRI nicht mehr zu sehen. Lediglich Lep
unterreprasentiert. Dies ist auch fur mannliche Wildtypen der Fall und liegt
hochstwahrscheinlich an der zu geringen Anzahl der ausgewerteten Warfen.

Sowohl der Effekt des FTO-Verlustes als auch der des Leptin-Verlustes werden also
durch den genetischen Hintergrund der Mause beeinflusst. Welche genetischen
Variationen bzw. welche Proteininteraktionen diese Unterschiede hervorrufen, ware

eine weitere interessante Frage.

4.8 Geschlechtsspezifische Unterschiede

In der vorliegenden Arbeit wurde der Haupt-Fokus auf die Analyse weiblicher Mause
gelegt. Der Grund dafur ist, dass in der zunachst betrachteten C57BL/6J-Linie nur
eine sehr geringe Anzahl an mannlichen Lep®”’;Fto”-Nachkommen auftrat. In den
einzelnen Analysen ist die Standardabweichung aufgrund der geringen Tierzahl sehr
hoch. Eine zu geringe Menge zu untersuchender Tiere erschwert die statistische
Auswertung einiger Parameter. Dennoch wurden bei der phanotypischen Analyse
von Lep®°’:Fto”-Mausen auch etwaige Unterschiede zwischen den Geschlechtern
beobachtet.

Besonders deutlich ist der Geschlechterunterschied bei der Betrachtung der
Fettdepots (Vgl. Abbildungen 3.2 ¢ und 8.3 e). Wahrend Lep®®?:Fto”-Weibchen
sogar mehr epigonadales Fett haben als Leptin-defiziente Weibchen mit FTO, zeigen
mannliche Mause in allen vier Genotypen keine Unterschiede. Da das epigonadale
Fett zum groRBen Teil eine Frucht-schitzende Funktion hat, ist ein

geschlechtsspezifischer Unterschied nicht verwunderlich. Eine Gewichtsabnahme
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wird zuerst in anderen Fettdepots stattfinden und bei Zunahme ist dies eines der
ersten Einlagerungsorte fur Fett.

Ein Vergleich der Gewichtskurven der weiblichen und mannlichen Tiere (Vgl.
Abbildungen 3.1a und 8.1a) zeigt ebenfalls klare Unterschiede. Wahrend weibliche
Lep®®’:Fto”-Mause im Alter von 15 Wochen signifikant schwerer sind als Wildtypen,
zeigen mannliche Mause dieser beiden Genotypen im Alter von 16 Wochen noch
keinerlei Unterschiede. Der Grad des Effektes einer Fto-Inaktivierung ist also
scheinbar in mannlichen Tieren starker als in weiblichen.

FUr geschlechtsspezifische Auswirkungen von Fettleibigkeitsgenen gibt es einige
Beispiele. Naveilhan und Kollegen konnten zeigen, dass die Entfernung eines NPY-
Rezeptors in Leptin-defizienten Mausen nur in den Weibchen zu einer
Gewichtsreduktion fuhrt, wahrend in Mannchen keine Auswirkungen auf die
Gewichtsentwicklung festzustellen sind (Naveilhan, et al, 2002). Mause, die
heterozygot fir Insulin-like growth factor 1-Rezeptor (Igf1r') sind, weisen ebenfalls
geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Wahrend weibliche Igf1r”-Mause
signifikant mehr Gewicht zunehmen als wildtypische, wenn sie mit einer HFD
gefuttert werden, zeigen mannliche Mause dieser Genotypen keine Unterschiede
(Garg, et al, 2011). Auch Analysen der Fto”-Mause zeigen im Vergleich zu
Wildtypen und Fto”-Mausen eine starkere Gewichts- und Fettreduktion in Mannchen
als in Weibchen (Fischer, et al., 2009).

Auffallig ist auch die Sterberate der Lep®°’;Fto”-Mause. In beiden Geschlechtern ist
diese erhoht, allerdings ist die Uberlebensrate der Mannchen noch geringer als die
der Weibchen. Auch dieses deutet auf einen geschlechtsspezifischen Grad des

Einflusses von FTO-Defizienz hin.

4.9 Molekulare Grundlagen

Uber die genaue Funktion von FTO auf molekularer Ebene ist bisher nicht viel
bekannt. In silico-Analysen des hochkonservierten N-Terminus von FTO zeigten
Ahnlichkeiten mit Sequenzen der Alpha-Ketoglutarat-abhéngigen Dioxigenase AlkB
aus E.coli sowie deren Homologen AlkBH2 und AIkBH3 in Saugern (Gerken, et al.,

2007, Sanchez-Pulido und Andrade-Navarro, 2007). Diese Dioxigenasen haben ihre
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Funktion in der Reparatur von DNA und RNA durch oxidative Demethylierung.
Hierbei bevorzugen sie unterschiedliche Substrate. Wahrend z.B. AIkBH2
hauptsachlich doppelstrangige DNA als Substrat nutzt, praferiert AIkBH3 eher
einzelstrangige DNA und RNA (Aas, et al., 2003). In vitro konnte gezeigt werden,
dass FTO in der Lage ist, m®T in einzelstrangiger DNA sowie m*U und m°A in RNA
zu demethylieren (Jia, et al., 2008, Jia, et al.,, 2012). Erst klrzlich wurde in vitro
nachgewiesen, dass die Wachstumsrate von Fto”-MEFs im Vergleich zu der
wildtypischer MEFs dramatisch reduziert ist. Ebenso konnte in FTO-defizienten
Zellen eine geringere Translationsrate der mRNA gemessen werden als in
wildtypischen Zellen (Gulati, et al., 2013). Die RNA-Epigenetik ist ein relativ junges
Forschungsfeld, dennoch wird ihr eine elementare Rolle in der Genregulation und
damit an unzahligen zelluldaren Prozessen in Entwicklung und Differenzierung von
Saugetieren zugeordnet (He, 2010, Dominissini, et al., 2012, Tuorto, et al., 2012).
Vergleichsanalysen zwischen wildtypischen und Fto”-Mausen enthiiliten, dass die
Wirkung von FTO nicht alle m®A-modifizierten mRNAs betrifft, sondern lediglich einen
ausgewahlten Teil mit distinkten biologischen Funktionen, wie der neuralen
Signaltransduktion (Hess, et al., 2013). Mdgliche epigenetische Unterschiede in
Mausen verschiedener genetischer Hintergrinde wurden einen unterschiedlichen
Grad der Wirkung von FTO erklaren. Es konnten in Mausen mit verschiedenen
genetischen Hintergriinden z.B. eine unterschiedliche postnatale Letalitatsrate und
teilweise praaxiale Polydaktylie beobachtet werden (Vgl. Tabellen 3.1 und 3.2)
(Jager, 2013).

Weiterhin wurden Interaktionen von FTO mit verschiedenen Proteinen der AARS-
Familie demonstriert, die eine Rolle im mTORC1-Signalweg spielen (Bonfils, et al.,
2012, Han, et al., 2012). mTORC1-Signale haben sehr vielfaltige Funktionen, wie die
Kontrolle des Zellwachstums, die Energie-HomoOostase, die Stimulation der
Proteinsynthese und die Inhibierung von Autophagie (Cota, et al., 2006, Ma und
Blenis, 2009, Vadlakonda, et al., 2013). Im Hypothalamus, dem Gewebe mit der
starksten Fto-Expression (Gerken, et al., 2007, Stratigopoulos, et al., 2008), reguliert
mTOR die Nahrungsaufnahme (Cota, et al., 2006). mTOR aktiviert u.a. die S6Kinase
(S6K), die wiederum eine regulierende Rolle bei der RNA-Translation spielt
(Magnuson, et al., 2012). In Fto”-Zellen konnte eine reduzierte Aktivitdt von S6K
nachgewiesen werden (Gulati, et al., 2013). Dies darauf hin, dass FTO eine Funktion

im mTORC-Signalweg und damit im Zellmetabolismus hat. Leptin-defiziente Mause
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und Mause, die mit einer HFD geflttert wurden, zeigen im Gegenzug eine
gesteigerte mMTOR/S6K-Aktivierung (Lee, et al, 2008). Die Reduzierung
verschiedener Symptome des metabolischen Syndroms in Lep®”®?;Fto”-Mausen
konnte also durchaus auf die verminderte Aktivierung des mTOR/S6K-Signalweges
zurtckzufihren sein. FUr eine Bestatigung dieser Theorie mussten verschiedene

Zielgene und Komponenten des Signalwegs untersucht werden.

4.10Resiimee

Die Ergebnisse der durchgeflhrten Analysen zeigen auf, dass FTO-Defizienz nicht
nur einen protektiven Einfluss auf die Entstehung von Fettleibigkeit, sondern auch
auf das metabolische Syndrom hat. Daher kann festgestellt werden, dass das Protein
eine bedeutende Rolle in der Entstehung dieser Erkrankung spielt. Diese Erkenntnis
tragt dazu bei, die Wirkung von FTO zu verstehen und bestarkt die bisherigen
Vermutungen, dass es ein interessantes Ziel flr therapeutische Mallnahmen bieten

konnte.
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4.11Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden phanotypische und metabolische Auswirkungen
einer Inaktivierung des Fto-Gens in Leptin-defizienten Mausen untersucht. Die
Ergebnisse der Analysen geben klare Hinweise darauf, dass FTO eine relevante
Rolle in der Entwicklung des metabolischen Syndroms spielt.

Die molekularen Mechanismen, Uber die FTO wirkt, sind weitgehend unbekannt und
zur Aufklarung, wie genau FTO seine Funktion bei der Entstehung des
metabolischen Syndroms realisiert, sind weitere Untersuchungen notwendig.

4.11.1 Glukosemetabolismus

Eine genauere Betrachtung der Glukose- bzw. Insulinreaktion ist ein wichtiger
Ansatzpunkt, um den Effekt von FTO naher beschreiben zu kdnnen. Hierzu konnte
zunachst die Glukose-Effizienz in Lep®”’;Fto”-Mausen analysiert werden. Eine
mdgliche Funktion des FTO-Proteins liegt in der Insulin-unabhangigen
Glukoseaufnahme. Des Weiteren musste auch die Insulinresistenz in den Tieren
genauer untersucht werden. Eine sensiblere Methode als der ITT ware hierbei eine
sog. Clamp-Analyse, bei der die Insulinsensitivitdt mit Hilfe einer konstanten
Insulininfusion bestimmt wird. Mdglich ware auch die Isolation der Langerhans’schen
Inseln aus dem Pankreas und die Bestimmung der Insulinsekretion. Zusatzlich sind
Analysen der Insulinspiegel im Blut jungerer Mause hilfreich, um den Zeitpunkt zu

bestimmen, ab dem sich die Insulinreaktion verandert.
4.11.2 Analyse des Stoffwechsels

Die bisherigen Ergebnisse der Stoffwechselanalysen lassen ebenfalls noch Fragen
offen. Zum einen ware es wichtig, die Nahrungsaufnahme der Tiere nochmals mit
Hilfe einer weiteren Methode zu bestatigen, um Faktoren wie Stress in unbekannter
Umgebung und mogliche Schwierigkeiten mit den Futterbehaltern, auszuschliel3en.
Des Weiteren waren Untersuchungen der Ausscheidungen der Tiere interessant.

Zusammensetzungen von Kot und Urin kdnnen Aufschluss Uber die Menge der
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verstoffwechselten Nahrstoffe geben und mdgliche Veranderungen im Metabolismus

der Tiere aufzeigen.
4.11.3 Gewebespezifische Funktionsanalysen von FTO

Fto wird ubiquitar in unterschiedlichsten Zelltypen exprimiert und FTO-Defizienz hat
in Mausen verschiedenste Auswirkungen (Fischer, et al., 2009). Fur die Klarung der
molekularen Mechanismen von FTO in Bezug auf die Entstehung des metabolischen
Syndroms ist es wichtig, die Haupt-Wirkungsorte des Proteins zu kennen und zu
verstehen. Bisherige Analysen deuten darauf hin, dass FTO eine wichtige Funktion
im Hypothalamus hat. Dieser sielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Nahrungsaufnahme. Gao und Kollegen zeigen mit Hilfe einer neuralspezifischen
Inaktivierung von Ffo, dass diese Auswirkungen auf das Grolenwachstum hat.
Allerdings ist die Fettmasse der Tiere im Vergleich zu Wildtypen erhdht (Gao, et al.,
2010). Ein Verlust von FTO im Hypothalamus von adulten Mausen fuhrt lediglich zu
einer reduzierten Nahrungsaufnahme der Tiere (McMurray, et al., 2013). Interessant
ware eine Hypothalamus-spezifische Inaktivierung des Fto-Gens im juvenilen Alter.
Diese konnte Aufschluss dariber geben, ob die neuralspezifische Wirkung von FTO
in Bezug auf das metabolische Syndrom hauptsachlich dort stattfindet.

Weiterhin kdnnte eine spezifische Geninaktivierung im weillen Fettgewebe nahere
Erklarungen fiir die Reduzierung der Fettmasse in konstitutiven Fto”-Mausen liefern

sowie Veranderungen im Glukosemetabolismus aufklaren.
4.11.4 Klinische Aspekte

In dieser Arbeit konnte eine Relevanz des FTO-Proteins in der Entwicklung des
metabolischen Syndroms gezeigt werden. In GWAS wurden sog. Risiko-Varianten
des FTO-Gens mit Fettleibigkeit und, mit Einschrankungen, auch mit dem
metabolischen Syndrom in Verbindung gebracht. Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt
sich nun die Frage, ob FTO einen Angriffspunkt fir mogliche therapeutische oder
sogar praventive Mallinahmen darstellt.

Eine kurzlich veroffentlichte Studie beschreibt die Inhibierung der Demethylase-
Aktivitat von FTO durch ein in der traditionellen chinesischen Medizin gebrauchliches

Naturprodukt namens Rhein (Chen, et al., 2012). Rhein bindet die katalytische
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Domane des FTO-Proteins und verhindert die Demethylierung von m°A in
einzelstrangiger RNA.

In einer weiteren Studie wurden kleine Molekule vorgestellt, die in klinischen Studien
fir die Hemmung von 2-OG-Oxygenasen verwendet werden. Uberprifungen der
einzelnen Molekule deckten weitere FTO-Inhibitoren auf (Aik, et al., 2013). Die
inhibitorischen Effekte beruhen ebenfalls auf der Blockierung der Demethylase-
Aktivitat von FTO.

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die Funktion von FTO deuten auf die Demethylase-
Aktivitat als Schlusselfunktion und damit als Angriffspunkt fur therapeutische Schritte
hin. Weitere molekulare Mechanismen des Proteins sind bisher nicht bekannt,
konnen aber nicht ausgeschlossen werden. Fur die Entwicklung einer
medikamentdsen Behandlung des metabolischen Syndroms, die auf die Funktion
von FTO abzielt, ist es zwingend notwendig alle Wirkmechanismen aufzudecken und

Nebenwirkungen zu identifizieren.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Das metabolische Syndrom ist ein weltweit immer haufiger auftretendes
gesundheitliches Problem, das hauptsachlich von Adipositas ausgelost wird. FTO-
Defizienz fuhrt in Mausen zu einer Reduktion des Koérpergewichts und der
Fettmasse. Allerdings wurde gezeigt, dass FTO-Defizienz in Mausen postnatal nicht
nur vor Fettleibigkeit schutzt, sondern auch zu einer Wachstumsretardation fuhrt
(Fischer, et al., 2009). Die genaue Funktion des FTO-Proteins ist dabei weitgehend

ob/ob)

unbekannt. Leptin-defiziente (Lep -Mause sind ein etabliertes Modell zur

Untersuchung des metabolischen Syndroms (Lindstréom, 2007). Zur Analyse der
Funktion von FTO in der Entwicklung des metabolischen Syndroms wurden Lep®”°’-
Mause verschiedener Fto-Genotypen (Lep®”°?:Fto**, Lep®”°’;Fto™", Lep®”°":Fto™)
sowie wildtypische Geschwister untersucht. Die Analysen zeigen, dass, bis auf die
Insulinsensitivitat, alle analysierten Parameter des metabolischen Syndroms von
FTO beeinflusst werden: Nach FTO-Verlust ist die Fettleibigkeit Leptin-negativer
Mause reduziert und die Tiere sind vor Hyperphagie und Leberverfettung geschutzt.
Auch die fur Leptin-defiziente Mause typische Hyperglykamie bzw. Glukoseintoleranz
ist in Lep®”®’;Fto”-Mausen signifikant verbessert. FTO ist demnach ein relevanter
Faktor bei der Entstehung des metabolischen Syndroms. Zudem wurde in dieser
Arbeit gezeigt, dass FTO-Defizienz in Mausen auf einem C57BL/6J-Hintergrund zu
einer erhohten Sterblichkeitsrate fiihrt. In mannlichen Lep®”°’;Fto”-Mausen ist diese
nochmals erhdht, was auf eine geschlechtsabhangige Wirkungsweise des FTO-
Proteins schlieBen lasst. Auf einem gemischten genetischen Hintergrund aus
C57BL/6J und NMRI fuhrt FTO-Defizienz nicht zu erhohter Sterblichkeit. Demnach
hat der genetische Hintergrund der Mause einen deutlichen Einfluss auf die Funktion
von FTO. Die einzig gezeigte Funktion des Proteins ist bisher die Demethylase-
Aktivitat (Jia, et al., 2008, Jia, et al., 2012, Hess, et al., 2013). FTO kdnnte daher die
Aktivitat von Genen regulieren, die eine entscheidende Rolle im Metabolismus
spielen und demnach einen interessanten Therapieansatz flir das metabolische

Syndrom darstellen.

111



Abstract

ABSTRACT

The metabolic syndrome is a worldwide increasing health problem mainly caused by
obesity. FTO deficiency in mice results in a significant reduction of body weight and
fat mass. However, studies showed that FTO deficiency does not only protect from
obesity, but also leads to postnatal growth reduction in mice (Fischer, et al., 2009).
Thereby, the precise function of the FTO protein remains largely unclear. Leptin-

ob/ob)

deficient (Lep mice are a well-characterized model for analyzing the metabolic

syndrome (Lindstrdm, 2007). To investigate the function of FTO during the

development of the metabolic syndrome Lep®”°”

(Lep
been analyzed. The study shows that all analyzed hallmarks of the metabolic

mice with different Fto genotypes

ob/ob-Fto**  Lep®P;Fto™", Lep®°P:Fto”) as well as wild type littermates have

syndrome, except the insulin response, are influenced by FTO: deficiency of the FTO
protein reduces obesity in Leptin deficient mice and protects the animals from
hyperphagia and ectopic fat accumulation in the liver. Hyperglycemia and impaired
glucose tolerance, which is typical for leptin-deficient mice, are significantly corrected
in Lep®°":Fto” mice. Thus, FTO is a relevant factor in the development of the
metabolic syndrome. Additionally, this study shows that FTO-deficiency in mice on a
C57BL/6J background leads to increased postnatal lethality. Lep®”’;Fto” male mice
show an even higher lethality rate, which suggests a gender-specific function of the
FTO protein. FTO-deficient mice on a genetically mixed background
(C57BL/6J/NMRI) did not show an increased postnatal lethality. Thus, there seems to
be a clear influence of the genetic background of mice on the function of FTO. The
only function, which has been shown for FTO is a demethylase activity (Jia, et al.,
2008, Jia, et al., 2012, Hess, et al., 2013). According to that, FTO might regulate the
activity of genes, which play an important role in metabolic processes and therefore
represent an interesting target for therapeutic methods against the metabolic

syndrome.
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6 ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

6.1 Abklrzungen

3meT 3-Methyl-Thymin

3meU 3-Methyl-Uracil

6meA NP-Methyl-Adenosin

A

Abb. Abbildung

abs. absolut

AgRP Agouti-Related Protein

ARC Nucleus arcuatus

ATP Adenosintriphosphat

autoklav. autoklaviert

B

BMI Body Mass Index

BMP7 bone morphogenetic protein 7
bzw. beziehungsweise

C

ca. circa

CART Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript
CO2 Kohlenstoffdioxid

D

DAG Deutsche Adipositas-Gesellschaft
DAPI 4', 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
demin. demineralisiert

dest. destilliert

dH,0O demineralisiertes Wasser

d.h. das heil3t

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Ribonukleosidtriphosphat
E

E.coli Escherichia coli
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EDTA
ELISA
EMT

epig.
et al.
EtBr

FFM
FM
FOXO
Ft
FTO
Fto
fwd.

Ges.

gg.
GLUT
gp
GSK3
GTT
GWAS

H.0
HCI

HDL
HFD

IDF
ing.
i.p.

IrfO
IRS

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Institut far Entwicklungs- und Molekularbiologie der
Tiere

epigonadal

et alteri, und andere

Ethidiumbromid

fettfreie KOrpermasse

Fettmasse

Forkhead box class O

Fused-toes Gen

Fat mass and obesity associated (Protein)
Fat mass and obesity associated (Gen)

forward

gesamt

gegen

Glukosetransporter

guinea pig
Glykogensynthase-Kinase 3
Glukose-Toleranz-Test

Genomweite Assoziationsstudien

Wasser

Salzsaure

high-density lipoprotein
High fat diet

International Diabetes Federation
inguinal

intraperitoneal

interferon regulatory factor 9

Insulin Rezeptor Substrat
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ITT

LANUV

Lep
Lep
Lsg.

M
MEFs
min
mTORC1
N

NaCl
NaH;PO4
NC
NPY
NVZII
o

Oz

Ob
Ob-R
0oG

P
p-Wert
PBS
PBST
PBT
PCR
PFA
pH

PI3K
PIP,
PIP;

Insulin-Toleranz-Test

Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz

Leptin

Leptin-Gen

Lésung

Mouse Embryonic Fibroblasts
Minute(n)

mammalian target of rapamycin complex 1

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Normal Chow
Neuropeptid Y

Nationale Verzehrstudie 2

Sauerstoff

obese Mutation, Mutation im Leptin Gen
Leptin-Rezeptor

Oxoglutarat

Signifikanzwert

Phosphate-buffered saline

PBS mit Tween 20

PBS mit Triton-X-100
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
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PKB Proteinkinase B

POMC Proopiomelanocortin

ProtK Proteinase K

PVN Nucleus paraventricularis

R

rev. reverse

RNA Ribonukleinsaure

S

S. siehe

SDS Sodiumdodecylsulfat

sek. Sekunde(n)

SEM Standard Error of the Mean
SNP Single Nucleotide Polymorphism
T

TAE Tris-Acetat-EDTA

TMB 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U

u. N. uber Nacht

uv Ultraviolett

Vv

Val. Vergleich

w

W Woche(n)

WHO World Health Organisation
WHR Waist-Hip Ratio

X

-X -fach/-mal

z

z.B. zum Beispiel
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6.2 Einheiten

dl

kD
kg

Mb
mg
min
ml
Mg
I
gm

ng
nm
sek
Upm

viv

w/v
%
°C

Deziliter

Gramm

Stunde(n)

Kilo-Dalton

Kilogramm

Liter

Molar

Megabase(n)

Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Nanogramm

Nanometer

Sekunde(n)
Umdrehungen pro Minute
Volumen auf Volumen (engl.: volume per volume)
Woche(n)

Gewicht auf Volumen (engl.: weight per volume)
Prozent

Grad Celsius
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Anhang

8 ANHANG

8.1 Gewichts- und GroBenanalysen der Mannchen

a
#, +
65 ; § * —@— Lep;Fto”*
r 1 + LepOb/OD,'FtO+/+
55 —— Lepoob;Fto*
_A_ Lepob/obl- Fto™

45 -
Lep**;Fto** - Lep®™";Fto** — %

Lep**;Fto** - Lep°**;Fto* — §
L e p+/+; Ft0+/+ - Le pob/ob’- Fto-/- — o3
Lepovos;Fto** - Lepode’;Fto"— #
Le pab/ob; Ft0+/— -Le pob/ob; Fto—/— — +

Koérpergewicht (g)
w
[3,]

N
[4,]

15 -
3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Alter (Wochen)
b c *kk
*kk kkk
*kk —_——
- o 7 Kkk dkk
*%* *kk jou *kk Kk - T _
—kk  kkk  mjepFtor @ 64 kkk__ k|
P Fkk
10,5 - B [ epooer;Fto™ 0] _HEX
0 [ epotrob-Fto*- 8‘ 54 *kk  k
10 ] ep>**®;Fto S AxK__?
. O Lep®"; Fto™ X fg 4
g 95 =9
S S 23
g :
I Q 24
:% 8,5 ] =]
- [0 1
8 | o 1
0
7,5 X 0 . .
9 16 30
Alter (Wochen)

Abb. 8.1: Gewichts- und GroRenanalysen mannlicher Leptin-defizienter Mause mit
verschiedenen Fto-Genotypen. a) Gewichtsentwicklung zwischen der 3. und 16.
Lebenswoche. Lep®®’;Fto”-Mause sind von der 3. bis zur 6. Lebenswoche signifikant
leichter als wildtypische Geschwister und halten bis zur 16. Woche ein Kérpergewicht, das
dem von wildtypischen Geschwistern entspricht. Sie sind Gber den gesamten Messzeitraum
leichter als Lep®°®:Fto™”*- und Lep®°":Fto”-Mause. Diese haben erst ab der 5.
Lebenswoche ein signifikant héheres Gewicht als die Wildtypen. Die statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen
gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep®”®’;Fto*™"), “§” (Wildtyp gg. Lep®”®";Fto™), “s” (Wildtyp
gg. Lepob/ob,.FtO-/—)’ oy (LepOb/Ob,'FtO+/+ gg. LepOb/Ob,'FtO_/_), “yn (Lepob/ob,.FtOV- ag. LepOb/Ob,'FtO'/').
n= Wildtypen: 19-21, Lep®’:Fto**: 14-20, Lep®”*’:Fto"": 23-32, Lep™°’:Fto”: 4-6. b)
Koérperlange der Tiere im Alter von 30 Wochen. Lep®”’;Fto**- und Lep®”*®;Fto*-Mause sind
signifikant langer als Wildtypen und Lep®®°’;Fto”-Mause. Lep®’:Fto”-Mause sind noch
kleiner als Wildtypen. n= Wildtypen: 17, Lep®”*’;Fto™*: 18, Lep®°*:Fto™: 28, Lep®’;Fto™": 8.
c) Korpergewicht bezogen auf die Korperlange im Alter von 9, 16 und 30 Wochen. n=
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Wildtypen: 9,8,17; Lep®’;Fto™": 9,8,17; Lep®’;Fto™: 9,9,28; Lep®”*’;Fto”: 4,4,8. Im Alter
von 9 und 16 Wochen unterscheiden sich Lep®":Fto”-Mause nicht von Wildtypen. In 30.
Woche haben sie ein hdheres Koérpergewicht pro Kérperlange als Wildtypen. Die Werte von
Lep®®:Fto**- und Lep®*’;Fto™-Mausen sind zu allen Zeitpunkten signifikant héher als die

der Wildtypen.

8.2 Korpermassezusammensetzung weiblicher Mause im Alter von
16 und 30 Wochen

a b
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Abb. 8.2: Analyse der Korpermassezusammensetzung weiblicher Mause im Alter von
16 und 30 Wochen. a+c) Fettmasse (FM) und fettfreie Masse (FFM) im Alter von 16 und 30
Wochen. Lep®®’:Fto”*- und Lep®”°’;Fto”-Mause haben zu beiden Zeitpunkten mehr
Fettmasse und mehr fettfreie Masse als Wildtypen. Die Fettmasse der Lep®":Fto”-Mause
ist ebenfalls zu beiden Zeitpunkten erhéht, die fettfreie Masse erst im Alter von 30 Wochen.
“*” geben signifikante Unterschiede der jeweiligen Masse zu der von wildtypischen Mausen
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an. b+d) Fettmasse bezogen auf die fettfreie Masse, berechnet aus den in a+c) dargestellten
Rohwerten. Leptin-defiziente Mause weisen in beiden Alterstufen erhéhte Werte im Vergleich
zu den Wildtypen auf. Lep®°®:Fto™*- und Lep®®:Fto*-M&use haben etwa so viel Fettmasse
wie fettfreie Masse. Die Massenanteile der Lep®”*’;Fto”-Méause sind signifikant geringer als
die der Lep®:Fto”*- und Lep®°’;Fto”-Mause. n (16W/30W)= Wildtypen: 12/18,
Lep®®:Fto**: 7/8, Lep®":Fto*": 9/14, Lep®°*:Fto™: 4/6.
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8.3 Korpermassezusammensetzung mannlicher Mause im Alter

von 8 und 30 Wochen
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Abb. 8.3: Analyse der Kérpermassezusammensetzung méannlicher Mause im Alter von
8 und 30 Wochen. a+c) Fettmasse (FM) und fettfreie Masse (FFM) im Alter von 8 und 30
Wochen. Im Alter von 8 Wochen haben Lep®°’;Fto™*- und Lep®”°?;Fto*-Mause nicht mehr
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fettfreie Masse als Wildtypen. Die Fettmasse ist allerdings bereits erhdht. Lep®?:Fto”-
Mause haben weniger fettfreie Masse als Wildtypen. Im Alter von 30 Wochen sind sowohl
fettfreie Masse als auch die Fettmasse in Lep®’:Fto**- und Lep®”*®:Fto*"-Mausen im
Vergleich zu Wildtypen erhéht. Lep®:Fto”-Mause haben nur mehr Fettmasse. b+d)
Fettmasse bezogen auf die fettfreie Masse, berechnet aus den in a+c) dargestellten
Rohwerten. Leptin-defiziente Mause weisen in beiden Altersstufen erhohte Werte im
Vergleich zu den Wildtypen auf. Die Massenanteile der Lep®”®’;Fto”-Mause sind signifikant
geringer als die der Lep®°’;Fto™*- und Lep®®:Fto*-Mause. n (16W/30W)= Wildtypen: 7/15,
Lep®®:Fto**: 7/8, Lep®™° :Fto*: 9/16, Lep®°’;Fto”: 2/4. e) Anteile unterschiedlicher
Fettdepots im Alter von 30 Wochen. Die Masse des epigonadalen Fettes unterscheidet sich
nicht in den 4 verschiedenen Genotypen. Inguinales, interskapulares, retroperitoneales und
mesenterisches Fett ist auf das Koérpergewicht bezogen in Leptin-defizienten Mausen im
Vergleich zu wildtypischen erhoht. In all diesen Fettdepots (bis auf das mesenterische Fett)
fuhrt der Verlust von FTO zu einer Reduktion der Fettmasse in Leptin defizienten Mausen.
n= Wildtypen: 13, Lep®®°’;Fto™": 17, Lep®™®*:Fto*": 26, Lep®™*":Fto™: 8.

8.4 Leberanalysen mannlicher Mause
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Abb. 8.4: Analysen der Lebern mannlicher Mause im Alter von 30 Wochen. a)
Lebergewicht bezogen auf die Koérpergrofke. Leptin-defiziente Mause weisen ein stark
erhdhtes Lebergewicht bezogen auf ihre Kérpergroflie im Vergleich zu wildtypischen Mausen
auf. Lep®°*:Fto”-Mause haben im Vergleich zu Lep®?:Fto™*- und Lep®”*®:Fto*"-Méausen ein
geringeres Lebergewicht pro KérpergroRe. n= Wildtypen: 12, Lep®°’;Fto**: 14, Lep®’;
Fto™: 23, Lep®;Fto”: 8. b) Aus der Leber isolierte Triglyzeride pro Gramm Leber.
Lep®°®:Fto**- und Lep®°’;Fto”-Mause haben fast 3 mal so viel Fett in der Leber wie
Wildtypen. Lep®”®’;Fto”-Mause haben ebenfalls signifikant mehr Fett in ihrer Leber
gespeichert, aber signifikant weniger als die Lep®”°’;Fto**- und Lep°”®;Fto*”-Mause. n=5 fiir
jeden Genotyp.
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8.5 Blutglukose-Analysen mannlicher Mause
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Abb. 8.5: Analysen des Glukosestoffwechsels in mannlichen Mausen. a+te)
Blutglukosewerte nach 16stindigem Fasten im Alter von 6 und 14 Wochen. Die
Glukosewerte der Lep®°?:Fto**- und Lep®’;Fto™-Mause sind im Vergleich zu wildtypischen
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signifikant erhéht. Im Alter von 6 Wochen liegen die Werte der Lep®®:Fto”-Mause in etwa
auf Hohe der wildtypischen und sind signifikant niedriger als die der Lep®*?;Fto™*-Mause. Im
Alter von 14 Wochen sind die Fastenglukosewerte der Lep®°:Fto”-Mause vergleichbar mit
denen der Lep®°?:Fto**-Mause. Lep®’;Fto”-Mause haben einen héheren Glukosespiegel
als diese. b+f) Blutglukosewerte von ungefasteten Tieren im Alter von 7 und 14 Wochen. In
ungefastetem Zustand haben Lep®°:Fto™*- und Lep®*’;Fto"”-Mause signifikant mehr
Glukose im Blut als Wildtypen und Lep®”*®:Fto”-M&use. Die Werte von Lep®®";Fto”-Mausen
sind mit den wildtypischen vergleichbar. c+g) GTTs nach 16stindigem Fasten im Alter von 6
und 14 Wochen. Wahrend Lep®?:Fto**- und Lep®”’;Fto”-Mause einen stirkeren Anstieg
und langsameren Abfall der Glukose aufweisen und nach 2 Stunden den Startwert noch
nicht wieder erreicht haben, weisen Lep®”°’;Fto”-Mause ahnliche Kurven auf wie Wildtypen.
d+h) ITT von ungefasteten Tieren. Die Werte sind prozentual in Bezug auf den Startwert
(2 100%) berechnet. Im Vergleich zu wildtypischen Tieren reagieren Leptin-defiziente Mause
unabhangig vom Fto-Genotyp kaum auf die Insulininjektion. n(6-7 Wochen)= Wildtypen:
13/13, Lep®°®:Fto™*: 11/11, Lep®®:Fto™: 9/9, Lep®°’:Fto”: 2/3. Aufgrund der geringen
Anzahl an Tieren wurde bei die Analysen der jingeren Tiere kein T-Test im Vergleich zu
Lep®°;Fto”-Mausen berechnet. n(14/15 Wochen)= Wildtypen: 12/15, Lep®”®*;Fto™": 11/14,
Lep®®:Fto*: 17/22, Lep®°’;Fto”: 4/5. Die statistisch signifikanten Unterschiede in GTTs
und ITTs zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit unterschiedlichen Symbolen
gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep®”®*;Fto*™"), “§” (Wildtyp gg. Lep®”®";Fto™), “s” (Wildtyp
gg. L epob/ob’. Fto-/—), o ( L ep"b/Ob,'Fto+/+ gg. L epOb/Ob,'FtO-/-), “yr ( L epob/ob’. Fto+/— gg. L epOb/Ob,'FtO-/-).
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8.6 Gewichts- und Langenmessungen mannlicher Mause mit
C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund

Tabelle 8.1: Analysen der Koérperzusammensetzung mannlicher Mause mit
C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund im Alter von 30 Wochen. Gemessen wurde das
Korpergewicht, die Korperlange, fettfreie Masse, Fettmasse, epigonadales Fett, inguinales
Fett und das Gewicht der Leber. “#” kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Wildtypen.
“*» kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Lep°”®’;Fto”-Mé&usen. Im Vergleich zu
wildtypischen Tieren sind Koérpergewicht, inguinales Fett und das Lebergewicht in
Lep®°®:Fto**- und Lep®°’:Fto*”-Mausen erhdht. Lep®’:Fto”-Mause weisen auch ein
héheres Korpergewicht sowie mehr inguinales Fett und ein erhéhtes Lebergewicht auf. Die
Messung der Korperlange zeigt im Vergleich zu wildtypischen Mausen eine
Wachstumsretardation. Die Menge des epigonadalen Fettes ist nur in Lep®”°’;Fto**-Mausen
erhoht. Zusatzlich wird deutlich, dass Lep®°’;Fto”-Mause in fast allen gemessenen
Parametern signifikant geringere Werte aufweisen als Lep®®’:Fto**- und Lep®®:Fto*-
Mause. Fir die Anteile der Fettmasse und der fettfreien Masse wurden aufgrund sehr
geringer Tierzahlen keine t-Tests berechnet.

Miznnchen (30 Wochen) | Lep**;Fto*"* | Lep°?°*;Fto** | Lep°®°>:Fto* | Lep°®°»:Fto™
Korpergewicht (g) [37.4+17 (n=4)* 66,0+ 2,6 (n=5)* # |60,9+32 (n=7) * # 43,3+ 1,1 (n=10)
Lange (cm) 110,102 (n=4)* 106+ 03 (n=5)* [106+01(=7)* [9,3+0,1 (n=10)
FFM (g) [250+19(m=2) [316+07(n=2) [267+26(n=4)  |262 0,4 (n=3)
FM (g) [82+20Mn=2) [213+16(n=2)  |191+14(n=4)  |153+0,5 (n=3)
epig. Fett (mg) [11:02(m=4) [27+04(n=5) *# [1.9+03 (n=7) [12+0.2 (n=10)
ing. Fett (mg) [10+02(n=4)* [57+06(n=5) * # [5,0+06 (n=7) *# |27+ 0,4 (n=10)
Leber (g) [15+01(n=a)* |57+03(n=5)*# |55+08(n=7) *# |2,8+0,3 (n=10)
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8.7 Blutglukosewerte mannlicher Mause mit C57BL/6J/NMRI-
Mischhinterqrund

Tabelle 8.2: Blutglukosewerte mannlicher Mause (C57BL/6J/NMRI) im Alter von 6-7
und 14-15 Wochen. Dargestellt sind die Werte von gefasteten und ungefasteten Tieren. “#”
kennzeichnen signifikante Unterschiede zu Wildtypen. “*” kennzeichnen signifikante
Unterschiede zu Lep®”®’;Fto”-Mausen. Junge gefastete Tiere zeigen keine Unterschiede in
der Glukosemenge im Blut. Ungefastet kann in allen Leptin-defizienten Tieren ein erhdhter
Blutzuckerspiegel im Vergleich zu Wildtypen festgestellt werden. Allerdings sind die Werte
der Lep®°":Fto”-Mause signifikant niedriger als die der Lep®*’;Fto™*- und Lep®”*’;Fto"-
Mause. In alteren Leptin-defizienten Tieren ist der Glukosespiegel nach dem Fasten erhoht,
wobei Lep®°?:Fto”-Méause einen signifikant niedrigeren Wert aufweisen als Lep®’;Fto" -
Mause. Ungefastet haben altere Leptin-defiziente Tiere im Vergleich zu Wildtypen ebenfalls
alle erhohte Blutglukosewerte. Auch hier sind die Werte der Lep®°’;Fto”-Mause aber
signifikant niedriger als die der Lep®”®";Fto™*- und Lep®”®’;Fto*"-Mause.

Minnchen | Lep**;Fto** | Lep°?°>;Fto** | Lep°®°>;Fto*" | Lep°P°*;Fto”
Glukose 6 Wochen [56,6+8,6 (n=7) |70,8+4,7 (n=10) 75,7 +£6,9 (n=11) 80,3 +10,8 (n=12)
gefastet (mg/dl) 14 Wochen [56,9+2,2 (n=7) |110,3 + 14,7 (n=9) # 141 3+254 (n=9)*# 80,2 + 4,7 (n=10) #
Glukose 7 Wochen |106 + 11,0 (n=7) [294,7 +384 (n=10)*# 2519+ 37,1 (n=11)*# 147,7 £ 12,1 (n=12)#
nicht gefastet (mg/dl) |15 Wochen |100,7 + 4,3 (n=7) |351,2 + 39,7 (n=10)*# 331,4 + 590 (n=g)* # 150,6 + 14,0 (n=10)#
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8.8 GTTs und ITTs mannlicher Mause mit C57BL/6J/NMRI-

Mischhintergrund
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Abb. 8.6: GTTs und ITTs mannlicher Mause mit C57BL/6J/NMRI-Mischhintergrund. a+c)
GTTs im Alter von 6 und 14 Wochen. Im Alter von 6 Wochen gibt es keine Unterschiede in der
Reaktion von Leptin-defizienten Mausen auf Glukoseinjektion. Ihre Kurven liegen leicht oberhalb
der der wildtypischen Tiere. Im Alter von 14 Wochen weisen nur Lep®?:Fto**- und Lep®”*’;Fto™"
-Mause nach Glukoseinjektion einen starkeren Anstieg der Blutglukose auf als Wildtypen. Die
Kurve der Lep®’;Fto”-Mause ist mit der der Wildtypen praktisch identisch. b+d) ITTs im Alter
von 7 und 15 Wochen. Die Werte sind prozentual in Bezug auf den Startwert (= 100%)
berechnet. Im Vergleich zu wildtypischen Tieren reagieren 7 Wochen alte Leptin-defiziente
Méause unabhéngig vom Fto-Genotyp nicht auf die Insulininjektion. Im Alter von 15 Wochen
reagieren Lep®:Fto”-Mause mit einer leichten Senkung des Glukosespiegels. Der
Glukosespiegel der Lep®°’;Fto™*- und Lep®”°’;Fto™-Mause steigt stattdessen an. Die statistisch
signifikanten Unterschiede in GTTs und ITTs zwischen den einzelnen Genotypen wurden mit
unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet: “*” (Wildtyp gg. Lep®”*’;Fto™*), “§” S)Wildt)/p gg.
LepOb/Ob,'Fto+/'), "o (Wildtyp gg. Lep®™ :Fto™), “#" (Lep®°’;Fto™ gg. Lep®**:Fto™), “+
(Lep®*:Fto*" gg. Lep®°’;Fto”). n= Wildtypen: 7, Lep®°’;Fto™*: 9-10, Lep®®:Fto™: 9-11,
Lep®°?:Fto™: 10-12.
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