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MAN MUSS NICHTS IM LEBEN FURCHTEN,
MAN MUSS NUR ALLES VERSTEHEN.

Marie Sktodowska Curie (1867 - 1934)
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VO, Sauerstoffverbrauch [ml/h

W16X Punktmutation des MC4R bei der es an Aminosdureposition 16 zum Austausch von
Tryptophan durch ein Stoppkodon kommt, welches in einem funktionslosen MC4R
resultiert.

wt wildtypisch
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ZUSAMMENFASSUNG

Die steigende Zahl adiposer Menschen wird zu einer immer gréRer werdenden Aufgabe fir
Gesellschaft, Forschung und Gesundheitssystem. Die Neigung zur Entwicklung eines adipdsen
Phanotyps wird zum einen durch den sesshaften Lebensstil der Bevolkerung in Industrielandern
begiinstigt. Zum anderen beeinflusst eine genetische Pradisposition die Verwertbarkeit der
aufgenommenen Nahrung oder Komponenten des Energiehaushaltes. Im Rahmen dieser Dissertation
wurden drei Mauslinien mit gentechnischen Verdnderungen in Kandidatengenen fir Adipositas
untersucht. Ziel war es, den Einfluss dieser Gene auf den Energiehaushalt und deren Rolle bei der
Entwicklung von Ubergewicht zu analysieren.

Das erste untersuchte Modell war eine knockin Mauslinie mit einer Punktmutation im Melanocortin 4
Rezeptor (Mc4r"1®%) (Bolze et al., 2013). Der Leptin-Melanocortin-Signalweg ist eine zentrale
Komponente in der Regulation der Nahrungsaufnahme. Defekte in diesem Signalweg sind mit einem
adipésen Phanotyp verbunden. Die Mauslinie wurde wahrend des Heranwachsens engmaschig
untersucht und es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Futteraufnahme ursachlich fir die
Entwicklung des adipdsen Phdnotyps im untersuchten Entwicklungsfenster war. Zusatzlich zum
Anstieg des Korpergewichtes wurde gegen Ende des Untersuchungszeitraums eine erhdhte
Stoffwechselrate gemessen. Eine ergdnzende Untersuchung der Mauslinie an der Deutschen
Mausklinik (GMC) deckte einige weitere Merkmale der Mauslinie auf, die sich unabhangig vom
adipésen Phanotyp, durch den defekten MC4R entwickeln. Hierzu zdhlte unter anderem ein
angstlicherer Phdnotyp, erhohte Steroidspiegel, sowie genotypspezifische Unterschiede in der
Atemgasanalyse (Kistler et al., 2016). Aus den eigenen Untersuchungen lasst sich schlieRen, dass fir
die Entwicklung des adipésen Phanotyps zuerst Unterschiede in der Energieaufnahme beobachtet
wurden, welche zu einem Anstieg des Kérpergewichtes fihrten und im weiteren Verlauf Auswirkungen
auf den Energieumsatz hatten.

Das fat mass and obesity associated (Fto) Protein ist eine Demethylase fiir einstréangige
Nukleinsdureketten und nimmt vermutlich Einfluss auf die weitere Prozessierung von Transkripten.
Polymorphismen im humanen FTO-Lokus sind mit einem erhéhten BMI assoziiert, der Zusammenhang
zwischen den identifizierten FTO-Polymorphismen und der Neigung zu Adipositas ist bisher
weitestgehend unklar. Zum Kandidatengen Fto wurden zwei Mauslinien untersucht. Die knockout-first
Mauslinie Fto'™1?, bei der eine Genfalle in das Fto-Gen eingefiigt wurde, sowie die daraus hervor
gegangene knockout Mauslinie Fto™*, Es konnte gezeigt werden, dass die eingefiigte Genfalle in der
Mauslinie Fto™1% nicht zum gewiinschten knockout fiihrte, sondern reduzierte Spiegel an FTO
produziert wurden. Das Modell ist zur Untersuchung eines FTO-knockouts in der Maus somit
ungeeignet. In der Mauslinie Fto'™* wurde durch Cre-vermittelte Rekombination Exon 3 des Fto-Gens
deletiert, welches eine Verschiebung des Leserasters und ein stak verkirztes Protein zur Folge hatte.
Diese Mauslinie spiegelte im Wesentlichen den bereits publizierten kleinwiichsigen Phdanotyp anderer
Mausmodelle mit FTO-Defizienz wieder. Zuséatzlich hatten diese Mause eine verringerte fettfreie
Masse, einen erhdhten Energieumsatz und ein dngstlicheres Verhalten als ihre wildtypischen
Wourfgeschwister. Die beobachteten Phanotypen waren vermutlich Folge des Funktionsverlustes von
FTO. Fehlende Demethylierung von Transkripten resultierte in veranderter Prozessierung, die
resultierenden Proteine nahmen wiederum auf unterschiedlichen Ebenen Einfluss auf den
Energiehaushalt.
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SUMMARY

The increasing number of obese patients is a burden for the society and the health system and it
challenges research to counteract this development. The changes are caused by riskfactors such as a
sedentary lifestyle of the people mainly in industrial countries and genetic predisposition. They
influence usability of nutrients but also components of the energy balance. In the context of this thesis
three mouse strains were analysed, that carried genetic modifications in candidate genes for obesity
with the aim to analyse the influence of the mutated genes on energy balance and their role in the
development of overweight and obesity.

The first model was a knockin mouse strain that carries a point mutation in the melanocortin 4 receptor
gene (Mc4r"'%) (Bolze et al., 2013). The leptin-melanocortin-signaling pathway is a central component
in the regulation of food intake. Defects in this pathway are associated with an obese phenotype. The
mice were monitored frequently during the second growth spurt and we could show, that the
development of an obese phenotype during this time window was caused by an increased food
consumption. In addition we observed an increased metabolic rate at the end of the investigation
period. An additional analysis of the mice at the German Mouse Clinic revealed the Mc4r"®* mice
develop some more characteristics that are independent of the obese phenotype caused by the
mutated MC4R. We observed increased anxiety and steroid levels as well as genotype specific
differences in breath gas analysis (Kistler et al., 2016). From the own results we conclude that the

wieX

development of obesity in young Mc4r mice is mainly caused by an increased energy consumption,

which lead to an increase in body mass followed by changes in energy expenditure over time.

The fat mass and obesity associated (Fto) protein is a demethylase for single stranded nucleic acid
chains and thereby influences the further processing of transcripts. Polymorphisms in the human FTO-
locus are associated with an increased BMI, the correlation between the identified polymorphisms and
the susceptibility for obesity are more or less unknown. For the candidate gene Fto two mouse strains
were analysed. First the knockout-first strain Fto'™? which carries a gene trap in the Fto-locus,
followed by the resulting knockout strain Fto™*. We could show that the gene trap did not lead to a
knockout in Fto'™1?, instead mice had reduced levels of FTO. Therefore this is not a suitable model to

study a knockout of FTO. The mouse strain Fto™™!’

was generated by Cre-recombinase mediated
deletion of exon 3 in the Fto gene, which resulted in a shift of the open reading frame and a truncated
protein. This mouse strain reflects the growth retarded phenotype of published FTO-knockout models.
In addition we observed a reduced lean mass and an increased energy expenditure in the mice as well
as an anxious behaviour in knockout mice compared to their wildtype littermates. Presumably the
observed phenotypes where a result of the loss of function of FTO. Lacking demethylation of
transcripts lead to changes in transcript processing and defective protein function which thereby

affected energy balance regulation and other metabolic pathways.

Xl
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1 EINLEITUNG

1.1 ADIPOSITAS

Die heutige westliche Gesellschaft ist von einem sesshaften und schnelllebigen Lebensstil gepragt.
Sowohl die tagliche Arbeit als auch die Fortbewegungsgewohnheiten der Bevélkerung in
Industrielandern sind zunehmend mit reduzierter kérperlicher Anstrengung verbunden und somit
einem geringeren Energieumsatz. Dem steht ein Uberangebot an schmackhafter und energiereicher
Nahrung gegeniiber. In Folge eines daraus resultierenden Ungleichgewichtes der Energiebilanz nimmt
die Zahl Gbergewichtiger und fettleibiger Menschen stetig zu. Seit 1980 hat sich weltweit die Zahl der
Fettleibigen laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO)
verdoppelt (Finucane et al., 2011), die Tendenz ist weiterhin steigend. Als Mal fiir die Unterscheidung
zwischen Normalgewicht, Ubergewicht und Fettleibigkeit (Adipositas) wird der sogenannte body-
mass-index (BMI) verwendet. Die WHO definiert Ubergewicht als BMI > 25 kg/m? und bei einem
BMI =30 kg/m? spricht man von Adipositas. Neben &sthetischen Gesichtspunkten und méglicher
psychischer Belastung fiir die Betroffenen ist Adipositas vor allem Risikofaktor fur die Entwicklung
weiterer Erkrankungen, allen voran Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes und Krebs (Jung, 1997).
Leidet ein Patient neben Adipositas zusatzlich an Bluthochdruck, erhohten Blutfett- und
Blutzuckerwerten bzw. einer gestorten Glukosetoleranz, so spricht man vom Metabolischen Syndrom.
Durch diesen Zusammenhang von Adipositas und damit assoziierenden Folgeerkrankungen ist das
Mortalitatsrisiko adipdser Patienten erhoht und zusatzlich wird das Gesundheitssystem durch
notwendige Folgebehandlungen mehr belastet und sowie.

1.2 KOMPONENTEN DES ENERGIEHAUSHALTES

Eine Korpergewichtszunahme resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und
Energieumsatz, einer sogenannten positiven Energiebilanz. Sind beide in einem Gleichgewicht, bleiben
auch Korpergewicht und -zusammensetzung eines Organismus stabil. Ein gesunder Erwachsener ist in
der Lage, kurzzeitige Anderungen in der Energieaufnahme sehr gut zu kompensieren, ohne dass sich
das Korpergewicht verandert. Eine dauerhaft positive Energiebilanz ist dahingegen unweigerlich mit
der Entstehung von Ubergewicht und Adipositas verknipft, vielschichtig im Ursprung und stark von
der individuellen, genetischen Pradisposition beeinflusst.

In Ruhe und in thermoneutraler Umgebung ist der Grundumsatz die gréRte Komponente, die zum
Energieumsatz beitrdgt. Dieser dient der Aufrechterhaltung der Grundfunktionen eines Organismus.
Hinzu kommen weitere energieverbrauchende Komponenten wie Reproduktion, Wachstum,
Thermogenese oder Aktivitdt. Die meisten Komponenten der Energiebilanz sind in der Labormaus mit
unterschiedlichen Methoden messbar. Energieaufnahme Gber die Nahrung, ausgeschiedene Energie
und daraus abgeleitet, die im Korper verbleibende metabolisierbare Energie (Emet), kdnnen durch
einfache, direkte kalorimetrische Methoden bestimmt werden. Auch Korpertemperatur,
Koérpergewicht und Korperzusammensetzung sind Parameter mit denen ein Ungleichgewicht in der
Energiebilanz leicht untersucht werden kann. Die Komponenten des Energieumsatzes werden dagegen
Uber indirekte Kalorimetrie erfasst. Der tagliche Energieumsatz (daily energy expenditure; DEE)
umfasst sowohl den Grundumsatz als auch alle anderen energieverbrauchenden Prozesse. Es wird
dabei nicht die Warme-/Energieabgabe direkt gemessen, sondern liber Sauerstoffverbrauch (VO,) und
Kohlendioxidproduktion (VCO,) indirekt berechnet. Dabei wird die Grundvermutung zugrunde gelegt,



EINLEITUNG

dass alle energieverbrauchenden Prozesse im Organismus durch Oxidation der Makrondhrstoffe zu
Kohlendioxid und Wasser ablaufen (Ferrannini, 1988). Zusatzlich lasst sich durch den Quotienten aus
VCO,/VO, die respiratorischen Austauschrate (respiratory exchange ratio; RER) berechnen, welche
wiederum Ruckschliisse auf die verstoffwechselten Makronahrstoffe zulasst.

1.3 REGULATION DER ENERGIEAUFNAHME

Die Energieaufnahme dagegen ist das Gegengewicht zum Energieumsatz. Sie wird durch ein enges
Zusammenspiel von Signalen aus der Peripherie und zentralnervosen Arealen reguliert. Hierzu zahlt
nicht nur Start und Ende einer Mahlzeit, sondern auch MahlzeitgréRe und deren Verwertung. Die
Regulation der Energieaufnahme ist demnach ein komplexer Prozess, der hauptsachlich in
zentralnervosen Arealen wie dem Hypothalamus erfolgt. Wahrend Beginn und Termination einer
Mabhlzeit vorwiegend liber die Darmhormone Ghrelin, Cholecystokinin (CCK), Peptid YY (PYY) und
Glucagon-like Peptid (GLP1) gesteuert werden, wird der eigentliche Energiebedarf Uber die
zirkulierenden Hormone Insulin und Leptin reguliert (Morton et al., 2014). Neben humoralen
Informationen werden im Hypothalamus zusatzlich Signale aus anderen Hirnarealen integriert und so
zusatzlich die Regulation des Energiehaushalts im zentralen Nervensystem beeinflusst. Dies sind
Informationen Uber Umweltfaktoren wie Photoperiode oder Umgebungstemperatur (Barsh und
Schwartz, 2002).

Der Hypothalamus erhalt durch die Peptidhormone Insulin und Leptin u.a. Informationen dariber,
inwieweit periphere Energiespeicher wie das weille Fettgewebe gefiillt sind. Insulin wird in den B-
Zellen der Bauchspeicheldriise gebildet und reguliert im Wesentlichen den Zuckerhaushalt. Leptin
dagegen ist ein Hormon des Fettgewebes. Die im Blut zirkulierende Leptin-Menge ist abhangig von der
GroRe der Fettdepots (Maffei et al., 1995; Morton et al., 2014). Fir eine normale Glukosehomoostase
ist ein Zusammenspiel beider Hormone und deren Signalvermittlung nétig (Hill et al., 2010). Im
Hypothalamus stimuliert Leptin Neuronen im Kerngebiet des Nucleus arcuatus (ARC), die das Protein
Pro-Opiomelanocortin (POMC) exprimierten und posttranslational modifizieren, u. a. zu Melanocortin-
Peptiden (a-, B- und y-Melanozytenstimulierendes Hormon; MSH). Vor allem die Ausschiittung von a-
MSH stimuliert in Neuronen des Nucleus paraventrucularis (PVN) den Melanocortin 4 Rezeptor
(MC4R), welcher wiederum weitere Signalwege aktiviert die zur Reduktion der Nahrungsaufnahme
flihren. Zusatzlich wird bei geringem Fillstand der Fettspeicher das Sattigungsempfinden reduziert,
um Uber eine gesteigerte Nahrungsaufnahme und einen verminderten Energieumsatz die
Energiereserven wieder aufzuflllen. Dieser negative Riickkopplungsmechanismus wird hauptsachlich
durch das Stammbhirn vermittelt. Vom Fettgewebe sezerniertes Leptin sensibilisiert hier im Nucleus
tractus solitarii (NTS) die Neurone fir die Sattigungshormone des Darmes (siehe Abbildung 1) (Morton
et al., 2014).
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Medulla oblongata

Hypothalamus

—— orexigene
Signale

—— anorexigene
Signale

Abbildung 1 Langzeit- und Kurzzeit-Sattigungssignale zur Regulation der Nahrungsaufnahme
Signalverarbeitung und Weiterleitung der Kurzzeitsignale Ghrelin (Hungerhormon)und Cholecystokinin (CCK)
sowie des Langzeitsignals Leptin in der Regulation der Nahrungsaufnahme. Leptin gilt als direkter Marker fir
die Energiereserven des Korpers, da es proportional zur GroRe der Fettdepots ausgeschittet wird. Das
Hungerhormon Ghrelin initiiert den Beginn einer Mahlzeit und CCK sorgt fir dessen Termination. Der
Hypothalamus sorgt fiir die langfristige Regulation des Energiehaushaushaltes, wahrend die Medulla oblongata
im Stammhirn Uber die direkte Nahe zum Nervus vagus fir die kurzfristige Regulation verantwortlich ist. ARC:
Nucleus arcuatus; PVN: Nucleus paraventricularis, NTS: Nucleus tractus solitarii; AGRP: Agouti-related Peptid;
POMC: Proopiomelanocortin; MSH: Melanocyten stimulierendes Hormon; MC4R: Melanocortin 4 Rezeptor;
NPY: Neuropeptid Y; 3./4. Ven.: 3. bzw. 4. Hirnventrikel
Gegenspieler der anorexigenen Leptin-Signale sind das orexigene Agouti-related Peptid (AGRP) sowie
das Hungerhormon Ghrelin. Die AGRP-Neurone sind ebenfalls im ARC lokalisiert. Sie werden durch
Ghrelin Uber den Wachstumshormon Secretagogue Rezeptor (GHSR) aktiviert, der vermutlich ein
Heterodimer mit dem MC3R bildet (Rediger et al., 2012). Auf den MC4R sowie POMC-Neurone wirkt
AGRP inhibierend, gleichzeitig aber aktiviert es Neuropeptid Y Neurone (NPY), welches wiederum die
Nahrungsaufnahme anregt. Sind die Leptinspiegel im Blut hoch, inhibieren diese die orexigenen AGRP
Neurone und aktivieren zusatzlich zu den POMC Neuronen des ARC eine Neuronenpopulation im NTS
des Stammbhirns. Die Neurone des NTS liegen in unmittelbarer Nahe zum Nervus vagus und regulieren

vermutlich die MahlzeitengrofRe, deren genaue Funktion ist noch nicht vollstindig geklart.

1.4 GENETISCH BEDINGTE ADIPOSITAS

Die Verwertbarkeit von Makronahrstoffen oder die Einlagerung lberschiissiger Energie kann durch
genetische Pradisposition beeinflusst werden (Dokas et al., 2013). Welche Rolle Gene bei der
Entwicklung von Adipositas spielen, wird vor allem durch Zwillingsstudien deutlich (Wardle et al.,
2008). Hier zeigt sich, dass 50-90% der Variation im BMI eine genetische Ursache haben (Maes et al.,
1997) und sowohl die Neigung zur Gewichtszunahme, als auch zum Gewichtsverlust vererbt werden
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(Bouchard et al., 1996; Bouchard et al., 1990). Diese Studien zeigen allerdings auch, dass eine negative
Energiebilanz unter einer starkeren biologischen Kontrolle steht als eine positive Energiebilanz.

Mutationen in Genen die an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt sind (Leptin, POMC,
MC4R) sind beim Menschen mit schwerwiegender Adipositas verbunden, die sich meist bereits im
Kindesalter manifestiert (Farooqi et al., 2003; Faroogqi et al., 2007; Krude et al., 1998; Montague et al.,
1997). In all diesen Fallen beginstigt der Defekt eines einzelnen Gens die Entwicklung der
Fettleibigkeit, man spricht aus diesem Grund von sogenannter monogener Adipositas. In etwa 30% der
Falle sind Mutationen im Leptin-Melanocortin-Signalweg oder nachfolgender Kaskaden die Ursache
flr monogene Adipositas (Saeed et al., 2015). Dabei sind Mutationen im MC4R Gen am Haufigsten zu
finden (Faroogqi et al., 2000; Hinney et al., 2013).

Monogen bedingte Adipositas ist selten. Nur 3-5% der adipdsen Bevdlkerung leidet an einer solchen
Form der Adipositas (Farooqgi und O'Rahilly, 2008; Froguel und Blakemore, 2008). Viel haufiger sind
Genvarianten zu finden, die einen kleinen Effekt auf das Kérpergewicht bewirken (0,5-1 kg/m?) und
deren Effekte sich in der Summe addieren. Man spricht in diesem Fall von polygener Adipositas. Wegen
der geringen Effekte dieser Genvarianten auf den BMI werden genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) genutzt um Genvarianten zu identifizieren, die beispielsweise mit einem erhéhten BMI
korrelieren. Untersucht werden Polymorphismen einzelner Nukleotide (single nucleotide
polymorphisms; SNP) und deren Haufigkeit bzw. Assoziation mit dem gewahlten Merkmal. Tritt ein
SNP bei Tragern des dieses Merkmals innerhalb der untersuchten Population gehauft auf, spricht man
von einer Assoziation des SNP mit dem zuvor gewahlten Phanotyp. Die untersuchten SNPs liegen oft
in nichtkodierenden Bereichen wie Introns oder regulatorischen Regionen. Die ersten Genvarianten
fur die eine Assoziation mit dem BMI beschrieben wurden, waren SNPs in den Genen fiir MC4R und
fat mass and obesity associated (FTO) (Chambers et al., 2008; Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007;
Loos et al., 2008; Scuteri et al., 2007). Im Laufe der Jahre wurden diese Loci bestatigt und durch immer
groere Kohorten und Metaanalysen weitere neue Loci identifiziert (Locke et al., 2015; Speliotes et al.,
2010; Willer et al., 2009).

1.5 KANDIDATENGENE FUR ADIPOSITAS

1.5.1 Melanocortin 4 Rezeptor - Mc4r

Auf Grund seiner Bedeutung fiir die Regulation der Nahrungsaufnahme und des Energieumsatzes ist
der MCA4R sehr gut charakterisiert (Tao, 2010). Der MC4R wird von einem 1-Exon-Gen codiert und hat
332 Aminosduren. Die hochste Bindungsaffinitdt seiner natirlichen Liganden besitzt B-MSH, gefolgt
von a-MSH. Die klassische Signalweiterleitung erfolgt (iber einen Gs-Protein gekoppelten Rezeptor der
nur als Dimer seine volle Funktionalitat hat (Rediger et al., 2012). Die Bindung eines Liganden fihrt zu
einer erhéhten cAMP Produktion und Aktivierung der Proteinkinase A, aber auch Gg- und Gi/o-Protein
gekoppelte Signalweiterleitungen wurden fiir den MC4R beschrieben (Tao, 2010). Zur Gruppe der
Melanocortin-Rezeptoren gehdren vier weitere Rezeptoren (MC1R - MC5R). Sie sind im ganzen Korper
verteilt und erfiillen verschiedenste Aufgaben. An der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt und
im Gehirn exprimiert sind nur MC3R und MC4R (Begriche et al., 2011). Die Rolle des MC3R ist nicht
vollstandig geklart, eventuell steuert er einen negativen Rickkopplungsmechanismus auf den MC4R
(Butler et al., 2017), unter Umstanden erfolgt dies durch ein Heterodimer des MC3R mit dem GHSR
(Rediger et al., 2012). Der teilweise oder vollstandige Funktionsverlust des MC4R fuhrt sowohl beim
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Menschen, als auch bei anderen Sdugetieren zu einem adipdsen Phanotyp, Hyperphagie und
verstarktem Langenwachstum (Bolze et al., 2013; Farooqi et al., 2003; Huszar et al., 1997).

Mutationen und Variationen im MC4R-Gen sind eine der hadufigsten Ursachen fiir monogen bedingte
Adipositas (Farooqi et al., 2000; Hinney et al., 2013). Die Art der Mutationen ist vielgestaltig, so sind
fur 105 der 332 Aminosduren des Rezeptors Verdnderungen bekannt (Tao, 2010). Nicht alle
Verdnderungen des MC4R fiihren zu einem adipdsen Phinotyp. Die Mutation MC4R"%! beispielsweise
ist negativ mit Adipositas assoziiert (Geller et al., 2004). Die Mutation MC4R"* wurde erstmals fiir
den humanen MC4R beschrieben (Marti et al., 2003). Die Stoppmutation MC4RYX fiihrt zu einem
frihzeitigen Stopp-Codon an Aminosdureposition 16, wodurch die Translation friihzeitig abgebrochen
wird und kein funktionsfahiges MC4R-Protein gebildet wird. Die entsprechende Mauslinie Mc4r¥16X
entwickelt einen adipdsen Phanotyp, wie er auch fir Mc4r knockout Mauslinien beschrieben ist (Bolze
et al., 2013). Die Mauslinie Mc4r"% wurde im Hinblick auf die Therapie von Erkrankungen hergestellt,
die durch den Funktionsverlust eines Proteins durch friihzeitige Stoppmutationen gekennzeichnet
sind. Hierzu zdhlen beispielsweise Muskeldystrophie oder zystische Fibrose. Der Therapieansatz beruht
auf dem Einsatz von Nonsens-Supressoren und wurde bereits sowohl in Zellkultur, als auch im
Mausmodell erforscht (Bolze et al., 2013). Ein weiteres Mausmodell fur Adipositas, das eine
Stoppmutation im Leptin Gen trigt ist Lep®1%*, die weit verbreitete ob/ob-Maus (Zhang et al., 1994).

1.5.2 Fat mass and obesity associated - Fto

Das Produkt des fat mass and obesity associated Gens (Fto) wurde erstmals unter der Bezeichnung
FATSO beschrieben (Peters et al., 1999). Es ist ubiquitar exprimiert und mit 502 Aminosauren ein sehr
grolles Protein. Gefunden wurde es in der Mauslinie Fused toes (Ft), bei der durch Transgen-
Integrations-Mutagenese 1,6 Megabasen des Chromosoms 8 deletiert wurden (Peters et al., 2002).
Das mit tiber 400 Kilobasen groRte getroffene Gen wurde Fatso genannt. Neben Fatso/Fto wurden in
der Mauslinie Ft die Gene Fantom (Ftm) und Fts sowie das komplette Iroquios B Gencluster deletiert.
In GWAS zu Diabetes und erhohtem BMI wurde etwas spater fiir SNPs im ersten der neun Introns des
Gens eine Assoziation beschrieben (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Scuteri et al., 2007). In Folge
dessen wurde das Gen von Fatso zu fat mass and obesity associated umbenannt, da die Funktion des
Proteins zwar weiterhin unklar war, nun aber eine Verbindung zu einem Krankheitsbild bestand. Die
starksten genomweiten Assoziationssignale liegen in den Introns 1 und 2 des Gens (Region des
quantitativen Merkmals; QTL) und stehen in einem groRen Linkage Disequilibrium (LD) (Dina et al.,
2007; Frayling et al., 2007). Aus diesem Grund ist es sehr schwer zu sagen, welche Mutationen
innerhalb des QTL ausschlaggebend fir die Assoziation mit dem BMI in den GWAS ist. Meist liegen
SNPs in nicht kodierenden Bereichen wie Introns oder regulatorischen Bereichen wie dem Promotor.
Somit kann nicht immer davon ausgegangen werden, dass das ndchstgelegene Gen ausschlaggebend
fiir den beobachteten Phanotyp ist. Die Gen-Regulation durch Transkriptionsfaktoren kann entweder
die Transkription aktivieren (Aktivator) oder hemmen (Repressor). Im Fall von FTO konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass durch den SNP rs1421085 (T zu C) ein konserviertes
Bindungsmotiv fur den Repressor des Proteins AT-reiche interaktive Domane 5B (ARID5B) zerstort
wird. Somit beeinflusst ein SNP im FTO-Gen die Expression von ARID5B. Durch die fehlende
transkriptionelle Regulation durch den ARID5B-Repressor kommt es so zur vermehrten Expression von
ARID5B. In der frihen Adipozyten-Differenzierung hat dies zur Folge, dass sich Fettzellen nicht in
energieverbrauchende, Beige Fettzellen (Braune Fettzelle im WeiRen Fettgewebe), sondern zu
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energiespeichernden Weille Fettzellen entwickeln (Claussnitzer et al., 2015). Diese Publikation hat
gezeigt, dass womoglich nicht nur die Genexpression und Funktion von FTO fiir die Assoziation der
SNPs innerhalb des QTL mit dem BMI ursdchlich sind, sondern auch eine veranderte Expression und
Regulation anderer Gene innerhalb dieses Genclusters. FTO kodiert fir eine Demethylase mit hoher
Substrataffinitit zu N®-Methyladenosin, wodurch die oxidative Demethylierung von einstrangiger DNA
und RNA vermittelt wird (Gerken et al., 2007; Jia et al., 2011, Jia et al., 2008). Methylierung zahlt neben
Histonmodifikationen und MikroRNAs zu den epigenetischen Regulationsmechanismen, die Stabilitat,
Transkription und SpleiRen von DNA bzw. RNA beeinflussen.

Die SNPs in den ersten beiden Introns von FTO sind somit zwar unter anderem mit dem BMI assoziiert,
in welchem mechanistischen Kontext die Demethylaseaktivitat von FTO zu physiologischen Zustanden
steht oder ob es die verdanderte Expression anderer Gene ist die durch die SNPs reguliert wird, ist bisher
noch nicht aufgeklart. Ein urséchlicher Zusammenhang zwischen der Funktion von FTO und der
Entstehung korpergewichtsassoziierter Phanotypen ist dagegen bereits belegt. So filihrt ein
Funktionsverlust von FTO bei Mensch oder Maus zu einem kleinwlichsigen Phanotyp, erhdhter
postnataler Sterblichkeit, verringerter Muskelmasse und verringerter Fettmasse (Boissel et al., 2009;
Church et al., 2009; Fischer et al., 2009; Gao et al., 2010), wihrend Uberexpression von Fto in der Maus
einen adipdsen Phanotyp zur Folge hat (Church et al., 2010). Bislang wurde der Einfluss eines knockouts
auf die Hauptkomponenten des Energiehaushaltes, Nahrungsaufnahme und Energieumsatz,
untersucht. Neue Erkenntnisse zeigen, dass FTO eine Rolle bei der Differenzierung von Myoblasten
spielt (Wang et al., 2017). Der induzierte knockout von Fto in heranwachsenden Mausen stltzt diese
Hypothese zusatzlich, da hier ein verringertes Muskelwachstum ohne den kleinwiichsigen Phanotyp
zu beobachten ist (McMurray et al., 2013). Auch fir die Proliferation und Differenzierung anderer
Zelltypen wie z. B. neuronaler Stammzellen, scheint FTO eine wichtige Rolle zu spielen (Li et al., 2017).

1.6 ZIELE UND FRAGESTELLUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Genomweite Assoziationsstudien sind die Grundlage um neue Kandidatengene flir Adipositas zu
identifizieren und in deren Folge neue Behandlungsansatze zur Bekampfung von Adipositas und deren
Folgekrankheiten zu finden. Die Arbeit wurde im Rahmen des Nationalen Genomforschungsnetzwerks
NGFNP"“s — IG Molekulare Mechanismen der Adipositas durchgefiihrt. Gegenstand der vorliegenden
Arbeit ist die Untersuchung dreier Mausmodelle, die jeweils durch gentechnische Veranderung in
Kandidatengenen fir Adipositas ein funktionsloses Protein exprimieren. Die Untersuchung umfasst
den Einfluss der jeweiligen Mutation auf den Energiehaushalt. Bei den Mausmodellen handelt es sich
zum einen um ein knockin Mausmodell mit einer Punktmutation im Mc4r-Gen (Mc4r¥*%%), Durch die
Punktmutation wird kein funktionsfahiger MC4R mehr gebildet, und es kommt zur Auspragung eines
adip6sen Phanotyps. Das Modell wird in der vorliegenden Arbeit als Beispiel flir monogen bedingte
Adipositas verwendet. Der Fokus der vorliegenden Arbeit soll auf der Untersuchung und
Charakterisierung des Energiehaushaltes im Jugendalter der Mause liegen, bevor sich der adipése
Phanotyp manifestiert. Es soll weiter geklart werden, welchen Einfluss der Energieumsatz junger
MCA4R-defizienter Mause auf die Entwicklung des adipésen Phanotyps hat. Darlber hinaus wurde der
Phanotyp dieses Mausmodells, im Kontext des NGFN, im Primarscreen der Deutschen Mausklinik
(German Mouse Clinic; GMC) sowie im Sekundéarscreen des metabolischen Labors an der GMC
eingehend charakterisiert (Kistler et al., 2016).
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Zur Untersuchung eines Kandidatengens fiir polygene Adipositas wurde Fto gewahlt. Zu Beginn dieser
Arbeit war die Rolle von FTO, die zu einer starken Assoziation der SNPs im FTO-Gen mit Adipositas
geflihrt hat noch weitgehend unklar. Untersucht wurden zwei Mauslinien. Bei der einen handelte es
sich um ein Modell das zum knockdown von Fto fiihrte. Zum anderen wurde eine knockout-Mauslinie
flr Fto untersucht. Die eingehende metabolische Charakterisierung fand hauptsachlich mit dem
knockout Modell statt. Ziel war es, den Einfluss des knockouts auf die einzelnen Komponenten der
Energiebalance zu untersuchen und die Mauslinien grundlegend zu charakterisieren, um die Rolle von
FTO auf die Entwicklung von Adipositas besser zu verstehen. Des Weiteren bilden diese Mausmodelle
sowie deren Untersuchungen die Grundlage fir weitere, organspezifische und induzierbare knockouts,
zur weiteren Charakterisierung von FTO und dessen Einfluss auf den Energiehaushalt.

Mit der Untersuchung und metabolischen Charakterisierung der hier vorgestellten Mauslinien soll ein
weiterer Beitrag dazu geleistet werden, die komplexen Regulationsmechanismen, die der Entwicklung
von Adipositas und damit assoziierten Folgeerkrankungen zugrunde liegen besser zu verstehen und in
der Folge Angriffspunkte fiir neue Therapieansatze zu finden.
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2  MATERIAL UND METHODEN

2.1 MAUSZUCHT UND VERSUCHSTIERE

Die basale Phéanotypisierung zum Einfluss von fat mass and obesity associated (Fto) auf den
Stoffwechsel wurde an den Mauslinien FtomIa(EUCOMMWSi (Frotmia) ynd Fto'™® durchgefiihrt. Beide
Mauslinien hatten einen C57BL/6N Hintergrund. Der Stamm Fto™® wurde aus einer Kreuzung der
Mausstimme Fto'™ und C57BL/6NTac-Gt(ROSA)26Sorimiclcreirte  (Cre-deleter) generiert (vgl.
Abbildung 3).

Der Einfluss des Melanocortin 4 Rezeptors (Mc4r) auf den Energieumsatz wurde am Mausmodell
Mc4r™L172 (Mc4rV16X) (Bolze et al., 2013) untersucht. Bei dieser Mauslinie kommt es durch eine
Punktmutation an Aminosdureposition 16 zur Austausch eines Tryptophan gegen ein Stopcodon,
wodurch kein funktionsfahiger Rezeptor mehr gebildet werden kann. Der Phanotyp der Mauslinie
dhnelt demnach dem der klassischen knockout Modelle. Die Messungen von Energieumsatz und
Energieaufnahme erfolgten in unterschiedlichen Kohorten der vierten Riickkreuzungsgeneration auf
C57BL/6J (N4). Fir die Analysen im Priméarscreen der Deutschen Mausklinik (GMC) fand eine weitere
Riickkreuzung bis zur Generation N6 statt.

2.1.1 Haltungsbedingungen

Alle Versuche wurden in der institutseigenen spezifiziert pathogenfreien Maushaltung, des
Kleintierforschungszentrums Weihenstephan durchgefihrt. Hier erfolgten Zucht und Aufzucht aller
Mause in individuell ventilierten Kafigen (Sealsafe plus Maus Greenline, TECNIPLAST S.p.A, Buguggiate
(VA); Italien) unter Standardhaltungsbedingungen (22°C, 50-65% rH, 12h Licht-Dunkel-Wechsel). Der
Kafigwechsel erfolgte wochentlich. Alle Jungtiere wurde im Alter von 21+1 Tagen abgesetzt und nach
Geschlechtern getrennt in Kleingruppen von bis zu fiinf Tieren gehalten, sofern nicht anders
beschrieben. Homozygote Fto'™* Miuse wurden wegen stark verminderter KérpergroRe bis zu zwei
Wochen langer bei den Elterntieren belassen und zuséatzlich mit aufgeweichtem, pulverisiertem
Haltungsfutter gefiittert.

Eine Kohorte Fto™!® Miuse wurde zur Verbesserung der Zuchtausbeute bei Thermoneutralitit
geziichtet. Die Haltung erfolgte bei 30 °C in modifizierten Warmeschranken (HPP749, Memmert GmbH
& Co. KG, Schwabach) in offenen Makrolonkéafigen des Typ Il. Die Luftfeuchtigkeit im Schrank wurde
konstant auf 55 % rH reguliert, die Luftwechselrate des Warmeschrankes war so eingestellt, dass ein
etwa 8-facher Luftwechsel pro Stunde erfolgte. Ab dem Absetzen wurden diese Mause ebenfalls in
einzelbeliifteten Kafigen bei Raumtemperatur gehalten.

In der Haltung und allen Versuchen stand den Mausen die Standardhaltungsdiat (M-Z autoklavierbar
V1124-3, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) sowie Wasser ad libitum zur Verfiigung. Flir Versuche mit
fettreicher Fitterung wurde gammabestrahltes Experimentalfutter mit Palmol und Sojadl als
Fettquelle verwendet (48 ki% Fett; S5745-E712, Ssniff), die Futterumstellung erfolgte im Alter von 20
Wochen als Wahlversuch wahrend der Aktivitdtsmessung in der FDA (siehe 2.2.7).
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2.2 IN VIvO UNTERSUCHUNGEN

2.2.1 Foten

Zur Zyklussynchronisation wurden heterozygote Weibchen fir mindestens eine Woche in
Groligruppen zu mindestens 5 Mausen gehalten (Lee-Boot Effekt) (Ma et al., 1998). Am Ende dieser
Synchronisationsphase wurde Einstreu eines Mannchens in den Kéafig gestreut, um das synchrone
Einsetzen des Zyklus zu stimulieren (Whitten-Effekt) (Gangrade und Dominic, 1983). Drei Tage nach
Stimulation wurden maximal zwei Weibchen mit einem ebenfalls heterozygoten Mannchen verpaart,
das zuvor fiir mindestens eine Woche einzeln gehalten wurde. In der darauffolgenden Nacht fand der
Deckakt statt und am nachsten Morgen wurden die Weibchen wieder in Kleingruppen von maximal
drei Mausen zusammengesetzt. Bei sichtbarer Trachtigkeit wurden die Weibchen am 19. Tag der
Embryonalentwicklung (E18,5) per Genickbruch getétet, die Foten einzeln aus den Uterushdrnern
entnommen und sofort mit einer Feinwaage gewogen. AnschlieRend wurde Teile des Schwanzes zur
Genotypisierung verwendet. Die Tétung der Foten erfolgte durch Dekapitation.

2.2.2  Jungtier- und Adult-Gewichte

Fiir die Gewichtsentwicklung im Nestlingsalter wurden alle Welpen eines Wurfes mehrmals pro Woche
gewogen. Die Gewichte wurden nach Geschlechtern getrennt notiert und unter der Annahme, dass
leichte Tiere leicht und schwere Mause schwer bleiben, aufsteigend den Welpen zugeordnet. Mit dem
Setzen der Ohrmarkierungen im Alter von etwa 10 Tagen wurden die Gewichte individuellen Tieren
zugeordnet. Ab dem Absetzen wurden die Mduse wochentlich gewogen.

2.2.3 Koérperzusammensetzung

Die  Kernspin-Magnet-Resonanz-Spektroskopie ~ (QNMR)  bietet die  Maoglichkeit, die
Kérperzusammensetzung am nicht-narkotisierten Tier minimalinvasiv zu bestimmen. Verwendet
wurde hierfiir ein Bruker Minispec mq7.5 LF50H mit entsprechendem Messzylinder (Bruker Optics,
Rheinstetten) fir Mause. Die verwendete Kalibrierung basierte auf Spektren, die mit unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen von Mausfett und Hahnchenbrust aufgezeichnet wurden. Berechnet wurde
dem entsprechend die geschatzte Fettmasse sowie fettfreie Masse der Versuchsmause.

2.2.4 Kérpertemperatur

Die rektale Korpertemperatur der Mause wurde mit einem Prazisionsthermometer (Almemo 2490,
Ahlborn Mess- und Regelungstechnik, Holzkirchen) mit Rektalfiihler (Novodirect GmbH, Kehl)
gemessen. Die Messung erfolgte in jeder Versuchsgruppe immer etwa zur gleichen Tageszeit.
Absetzlinge wurden zur Messung per Nackengriff fixiert. Ausgewachsene Mause wurden auf eine
Futterraufe gesetzt und an der Schwanzwurzel leicht angehoben um den Stress wahrend der Messung
zu minimieren.

2.2.5 Indirekte Kalorimetrie

Die indirekte Kalorimetrie ist eine Methode, mit der mittels des Sauerstoffverbrauch (VO,) und
Kohlendioxidproduktion (VCO,) die Stoffwechselrate berechnet wird. Ausgangspunkt dafiir ist die
Annahme, dass ein Organismus alle notwendige Energie fiir Stoffwechselprozesse durch die Oxidation
von Kohlenhydraten, Fetten oder Proteinen zu Kohlendioxid und Wasser gewinnt. Je nach
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Makronahrstoff variiert dabei das oxikalorische Aquivalent. Fiir Kohlenhydrate liegt dieser Wert bei
21,1 kI*I't O,, fur Fette dagegen bei 19,8 kJ*I'1 O, (Ferrannini, 1988). In Form der respiratorischen
Austauschrate (respiratory exchange ratio; RER) wird dieser Unterschied in der weiteren Berechnung
des Energieumsatzes bericksichtigt.

Die Berechnung von VO, und VCO; erfolgte als Produkt aus Flussrate und der jeweiligen Gasdifferenz
(Avol% 0,/C0,) zwischen Referenzkanal und Tierkanal. Hieraus die respiratorische Austauschrate (RER)
berechnet:

Die RER variiert je nach verstoffwechseltem Substrat zwischen 0,7 bei reinem Fettstoffwechsel und 1,0
bei reinem Glukosestoffwechsel. Bei Proteinen liegt der Wert etwas liber 0,84. Somit kann mittels der
RER und bekanntem Sauerstoffverbrauch der Energieumsatz (heat production; HP) von Lebewesen
berechnet werden (Heldmaier 1975):

HP 52oc. ag.ib [MW] = (4,44 + 1,43 * RER) * VO, [%'] .

Der téagliche Energieumsatz (daily energy expenditure; DEE) ist die Summe von 24
aufeinanderfolgenden Stundenwerten. Alle Messungen zum Energieumsatz wurden Gber mindestens
48 Stunden durchgefiihrt. Der erste Messtag diente der Akklimatisation und wurde stets verworfen,
die nachfolgenden Tage weiter ausgewertet. Zur Kalkulation des Ruheumsatzes (resting metabolic
rate; RMR) wurde manuell der niedrigste VO,-Wert am Tag und in der Nacht herausgesucht. Hierzu
wurden die Daten zuvor geglattet, d. h. Mittelwerte aus 20-Minutenintervallen gebildet sowie deren
Standardabweichung berechnet. Die RMR wurden aus dem niedrigsten geglatteten
Sauerstoffverbrauchswert mit Variationskoeffizient <5% und der dazugehorigen RER berechnet.

Gemessen wurden VO, VCO, und RER mit einem TSE LabMaster-Modul (CaloSys; TSE Systems GmbH;
Bad Homburg) mit Saugprinzip. Aufgezeichnet, gesteuert und berechnet wurden die Werte Uber die
TSE LabMaster Software 2.8.3. Aus VO,, VCO;, und RER abgeleitete Berechnungen wie HP oder DEE
wurden manuell durchgefiihrt.

Die Anlage enthielt werksseitig einen Siemens Ultramat/Oxymat, der im paramagnetischen
Wechseldruckverfahren die O;-Konzentration und via Infrarotspektroskopie den CO,-Gehalt der Luft
analysierte. Die Kalibrierung der Anlage erfolgte etwa halbjahrlich mittels zweier Referenzgase mit
definierten Konzentrationen von CO; und O in Stickstoff. Die Nullpunktreferenz (~20,9% O,; ~0,05%
CO;) diente auBerdem der permanenten, internen Driftkorrektur des Analysators wahrend der
laufenden Messungen. Das zweite Referenzgas spiegelte die Spannbreite des Messbereichs wieder
(~20% 0O, ~1% CO,). Durch den Aufbau der Messanlage mit einer Siemens-Einheit, acht parallelen
Messkandlen und einem Referenzkanal ergab sich ein Probenintervall von neun Minuten. Bei
geringerer Kafigbestlickung verkirzte sich das Messintervall folglich pro Kafig um eine Minute. Der
Referenzkafig wurde, in allen Messungen ebenfalls mit einer Wasserflasche bestlickt. Des Weiteren
wurde in allen Messungen die Kammertemperatur mit aufgezeichnet.

Vorversuche in Typ | Messkafigen, die im Aufbau den verwendeten Stoffwechselkafigen an der
Deutschen Mausklinik dhneln, haben gezeigt, dass sie fir die Analyse fettleibiger Mause ungeeignet
sind. Der Kafig unterschied sich sowohl im Trankensystem, als auch in den Futterraufen vom
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gewohnten Haltungskafig. Bei den untersuchten Mausen wurden eine reduzierte Futter- und
Wasseraufnahme sowie bei Leptin-defizienten B6.Cg-Lep°®/) Mausen 50% torpide Méause verzeichnet.
Zusatzlich zur Einzelhaltung wurden diese Ergebnisse als Stressoren fiir die Mause bewertet. Des
Weiteren wurde eine groRRe Varianz im Energieumsatz gemessen. Aus diesen Griinden haben wir uns
fur die Entwicklung und Etablierung modifizierter Haltungskafige (Abbildung 2, GreenlLine; Tecniplast)
im spezifiziert pathogenfreien Untersuchungslabor entschieden, die zudem hochdurchsatzkompatibel
waren. Fir die Dauer der Messungen wurden die Mause einzeln, mit ad libitum Zugang zu Wasser und
Haltungsfutter (ca. 50 g), in den modifizierten Haltungskafigen mit diagonalem Luftstrom und
luftdichter Filtermembran, gehalten. Das Futter wurde in einem abgetrennten, nicht direkt unter dem
Luftabsaugstutzen gelegenen Teil der Raufe angeboten. In jedem Kafig wurde zuséatzlich eine Schale
mitgefiihrt, in dem zur Feuchtigkeitskorrektur ca. 10 g Futter mitgewogen wurden. AulRerdem wurden
jeder Maus ein paar uringetrankte Spane Nistmaterial aus dem alten Haltungskéfig in den Messkafig
gelegt. Dieser Gruppenduft erleichterte nach der Messung die Rickfiihrung der Méause in die
urspriinglichen Kleingruppen.

Abbildung 2 Modifizierter GreenlLine Héltuﬁgské’fig fiir indirekte Kalorimetrie
Zur Messung des Energieumsatzes in der indirekten Kalorimetrie wurden die HEPA-Filter im Kéafigdeckel
handelstiblicher GreenLine-Kafige mit signalroter Folie abgedichtet. Fir einen diagonalen Luftfluss und die
Frischluftzufuhr in den K&fig wurde einer der Verbindungsstutzen im riickwartigen Deckelteil entfernt und mit
der Messanlage verbunden. In die Kafigunterschale wurde zusatzlich am gegeniberliegenden, linken unteren
Kéafigrand (Pfeil) ein Loch (ca. 3 mm) gebohrt. In der laufenden Messung wurden immer Trennbleche (nicht
abgebildet) in der Futterraufe verwendet, damit das Futter nicht im direkten Luftstrom lag und Feinstdube in
die Filter und das Messsystem getragen wurden.
Alle Messungen wurden mit einem konstanten Luftfluss von 0,7 I*min und in einem Messvolumen
(Teilprobe) von 0,55 I*mint durchgefiihrt. Der tigliche Energieumsatz wurde bei 22 °C gemessen. Alle
Messungen erfolgten liber mindestens 48 Stunden, jeder Messtag startete um 9.00 Uhr. Taglich gegen
9.00 Uhr sowie am Ende der Messungen wurden Koérpergewicht, Futteraufnahme und
Korpertemperatur der Mause aufgezeichnet. Die komplette Einstreu mit Kot wurde fir die
Verwendung in der direkten Kalorimetrie (siehe 2.2.6) gesammelt. Die Mause wurden nach den
Messungen wieder in denselben Kleingruppen zusammengefiihrt, die bereits vor dem Versuch Bestand
hatten.

2.2.6 Direkte Kalorimetrie

Im Gegensatz zur indirekten Kalorimetrie wird bei der direkten Kalorimetrie der Energieumsatz eines
Lebewesens oder die gespeicherte Energie eines Stoffes Uber dessen Warmeabgabe gemessen.
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Wahrend der Energieumsatz heutzutage mittels indirekter Kalorimetrie, ist die Verbrennung von
Proben zu Bestimmung des physikalischen Brennwertes eine weit verbreitete Standardmethode.

Der Energiegehalt von Futter und Kot wurde mit einem isoperibolen Bombenkalorimeter bestimmt
(Parr 6300; Parr Instrument GmbH; Frankfurt). Samtlicher Kot aus der dreitdgigen indirekten
Kalorimetrie sowie Futterproben wurden luftgetrocknet und anschlieRend bei 55 °C zur Minimierung
des Wassergehaltes weitergetrocknet. Der Kot wurde anschlieRend mit einer Kugelmuhle (Tissue Lyser
I, Retsch) in 5 ml Behéltern und etwa der gleichen Menge Stahlkugeln (5 mm) zu Pulver vermahlen, zu
1 g schweren Pellets gepresst und bei 30 bar in reiner Sauerstoffatmosphare vollautomatisch
verbrannt. Aus der Gesamtmenge des ausgeschiedenen Kots sowie dessen Energiegehalt wurde der
Energieverlust durch den Kot (Egszs) berechnet.

Futterpellets wurden direkt als ca. 1g schwere Proben verwendet und dessen Brennwert bestimmt.
Die Energieaufnahme (Ein) wurde aus der feuchtigkeitskorrigierten Futteraufnahme und dem
gemessenen Brennwert des Futters bestimmt. Zu jeder Futtercharge wurden separate
Brennwertbestimmungen durchgefuhrt. Fur die Kalkulation der metabolisierbaren Energie (Emet)
wurden pauschal 2% der aufgenommenen Energie (Ein) abgezogen um Energieverluste durch Urin zu
beriicksichtigen (Elvert et al., 2013; Schutz, 1997; Street et al., 1964). Zur Kalkulation einer
Energiebilanz wurden Eme: und EE aus der indirekten Kalorimetrie gegentibergestellt.

2.2.7 Feeding-Drinking-Activity und Futterwahlversuch

Spontanaktivitdit und Fressverhalten wurden in einer Feeding-Drinking-Activity-Anlage (FDA)
gemessen. Hierbei handelt es sich um offene Haltungskafige vom Typ llI, die von Lichtsensor-Rahmen
(ActiMot2, TSE Systems, Bad Homburg) umgeben waren und Uiber drei Wageeinheiten fiir Futter und
Wasser verfligten (Phenomaster, TSE Systems, Bad Homburg). Die Mause wurden fir die Dauer der
Messung einzeln gehalten. Fir alle Messreihen wurde die Analysesoftware TSE LabMaster verwendet
und das Messintervall auf finf Minuten festgelegt. Fur die Standardmessung wurde ausschliefRlich
einer der Futter-Wagesensoren verwendet, die Wasserflasche des Systems wurde durch die
Wasserflasche der Haltungskafige ersetzt.

Die Futteraufnahme wurde als Differenz zwischen zwei Messzeitpunkten bestimmt, die Bewegung als
kumulative Unterbrechung von Lichtschranken bewertet. Die Aufzeichnung der Bewegung erfolgte in
drei Ebenen: vorwarts/riickwérts und seitwérts (x-y-Achse) sowie in die Hohe (z-Achse). Die z-Achsen-
Bewegung wird auch als Aufrichte- und Erkundungsverhalten bezeichnet. Der erste Messtag wurde in
allen Messungen nicht analysiert, da er der Akklimatisierung der Mause diente.

Mit den unter thermoneutralen Bedingungen geborenen Fto'™* Miuse wurde in der FDA-Anlage ein
Futterwahlversuch mit fettreicher Diat (HFD) durchgefiihrt. Auf eine Kontrollgruppe mit Standard-
oder Kontrolldidt wurde wegen der geringen Zahl an homozygoten Fto'™* Maiusen verzichtet.
Wahrend des Futterwahlversuchs wurde den Mausen in den ersten drei Tagen ausschlieRlich die
Standardhaltungsdidt angeboten. Nach drei Tagen wurde in einer der Raufen alternativ HFD
angeboten. Nach drei Tagen Futterwahl wurden beide Raufen mit HFD gefiillt und fir weitere drei Tage
Futteraufnahme und Aktivitdt gemessen. Die fettreiche Fiitterung wurde fiir sieben Wochen in
Einzelhaltung fortgesetzt und abschlieBend erneut finf Tage in der FDA-Anlage gemessen. Am
Versuchsende wurden die Mause zur Organentnahme getotet.

12



MATERIAL UND METHODEN

2.2.8 Gewebeentnahme und Korperlange

Zur Gewebeentnahme wurden alle Maduse mit CO, getotet. Die entnommenen Gewebe wurden direkt
nach der Entnahme mit einer Feinwaage gewogen, sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert oder in Paraformaldehyd fixiert. Die Kérperlange wurde
als Schnauzen-Anus-Lange post mortem mit einem handelsiiblichen Lineal gemessen.

2.3 IN VITRO UNTERSUCHUNGEN

2.3.1 Polymerase Kettenreaktion Anwendungen

Genotypisierung

Zur Genotypisierung wurden ab einem Alter von 10 Tagen <1 mm groRe Schwanzbiopsien entnommen
und Ohrmarkierungen zur Kennzeichnung der Mause gesetzt. Die Biopsien wurden in 200 ul Lysepuffer
mit 0,2 mg/ml Proteinase K (Thermo Scientific) fiir mindestens 4 h bei 65 °C verdaut und zur weiteren
Verwendung hitzeinaktiviert. Firr die anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1 ul des
inaktivierten Lysats in 20 pl Reaktionsansatz eingesetzt.

Lysepuffer fiir direkte PCR: 10 mM TRIS, 50 mM KCl, 0,45 % Nonidet™ P40 Ersatz, 0,45 % Tween 20;
pH 8,3

PCR-Reaktionsmix (20ul): 2x ImmoMix (Bioline), je 10pmol/I Primer (stammspezifisch), 1pl Lysat, Rest
nukleasefreies H,0

Tabelle 1 Primer zur Genotypisierung:

ProduktgroRe (b
Stamm Primer vorwarts Primer riickwarts r-o uktgroBe (bp)
Wildtyp Mutante
Ftotmia/ AAACCAACGCCCAGACACTC
b AGCCAGACACTGAAGCCCAG 386 148
Fto TCGTGGTATCGTTATGCGCC
Mc4rwiex CTACAGGCATACAGACTGGGAG GTACATGGGTGAGTGCAGGTTC 132 278
Cre Deleter = ATGCCCAAGAAGAAGAGGAAGGT GAAATCAGTGCGTTCGAACGCTAGA 447

Tabelle 2 Verwendete PCR-Protokolle zur Genotypisierung

Fto'™a/Ftotmib Mc4rviex Cre Deleter

Schritt Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 7 min 95°C 7 min 94°C 7 min
Denaturierung 94 °C 30 sec 95°C 10 sec 94°C 30 sec
Anlagerung der Primer 60 °C 30 sec 60 °C 20 sec 58°C 30 sec
Verlangerung 72 °C 45 sec 72 °C 30 sec 72°C 45 sec
Finale Verlangerung 72 °C 5 min 72°C 3 min 72 °C 5 min
Zyklen 35 35 35

Ausschluss alternativer Spleifistellen im Mausmodell Fto'™

Im Rahmen des European Conditional Mouse Mutagenesis Programms (EUCOMM) wurde durch eine
einheitliche Targeting-Strategie ein Archiv an Mausmutantenlinien erstellt. Ziel des Programms sollte
sein, fur jedes bekannte Gen des Mausgenoms einen konditionalen knockout mit einheitlichem
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genetischem Hintergrund (C57BL/6N) erzeugen zu kdnnen. In Kombination mit einer einheitlichen
Phanotypisierungsplattform (European Mouse Disease Clinic; EUMODIC) sollte so die Funktionsweise
dieser Gene analysiert werden. Im Fokus des EUCOMM Programms standen zunachst Gene, die fir
humane Erkrankungen relevant waren, wie z. B. Fto. Die einheitliche Targeting-Strategie kombinierte
dabei die Vorteile einer Genfalle mit einem konditionalen knockout (Auwerx et al., 2004; Schnutgen,
2006). Die aus den embryonalen Stammzellen generierten Mause tragen eine Genfalle, die einen
sogenannten knockout-first (tmla) genieriert. Phanotypisch entsprechen diese Mause somit einem
knockout (Abbildung 3). Erreicht wird dies dadurch, dass Giber homologe Rekombination die Genfalle
in ein Intron des Zielgens eingefiigt wird. Diese besteht aus einem Selektionsmarker und einem
Reportergen ohne eigenen Promotor. Im Fall der EUCOMM Mutanten sind dies
Neomycinphosphotransferase und Betagalaktosidase (Bgeo). Die Rgeo-Kassette wird zusatzlich von
einem SpleiBakzeptor (SA; 5°) und einer Transkriptions-Terminationssequenz (polyA-Signal; 3‘)
flankiert. Durch die Integration der SA-Rgeo-polyA-Kassette in das exprimierte Zielgen kommt es bei
aktiviertem Promotor des Zielgens zur Transkription der Kassette und dem vorzeitigen Abbruch am
polyA-Signal der Genfalle. Flankiert wird die Genfalle von FRT-Sequenzen. Eine erfolgreiche
Rekombination mittels FLP-Rekombinase fiihrt zur Deletion der Genfalle sowie einer FRT-Sequenz aus
dem Genom. Das entstandene Allel entspricht dem wildtypischen Allel (Abbildung 3 tmic). Das
eingefiigte Allel enthalt zudem zwei loxP-Sequenzen, die ein oder mehrere sogenannte kritische Exone
flankieren. Das kritische Exon ist so gewahlt, dass eine Cre-vermittelte Rekombination zum Versatz des
offenen Leserahmens fiihrt und dadurch ein verkiirztes und funktionsloses Protein entsteht
(Schnutgen, 2006). Wird die knockout-first Mauslinie demnach mit einer Cre-Mauslinie verpaart, kann
ein ubiquitdrer oder gewebsspezifischer knockout erzeugt werden, der nach wie vor unter dem
Promotor des Zielgens die Selektionsmarker/Reportergen-Kassette exprimiert (Abbildung 3 tm1b). Die
Verpaarung der tmlc-Mauslinie mit einer Cre-Linie flihrt dagegen zu einer Expression des verkirzten,
funktionslosen Proteins ohne zusatzliche Expression des Reportergens (klassischer knockout).

Fur Linien mit dem knockout-first Konstrukt (tmla) aus dem EUCOMM-Programm ohne eigenen
Promotor fiir die Selektionskassette kann nicht ausgeschlossen werden, dass alternative SpleiRstellen
in einem Teil der Transkripte nicht zum planmaRigen Abbruch der Transkription hinter der Neomycin-
Kassette fuhren (Skarnes et al.,, 2011; Testa et al.,, 2004). Dies wurde wahrend der laufenden
Untersuchungen deutlich. Aus diesem Grund wurde nach Vorversuchen entschieden, fiir die weitere
Phanotypisierung die Mauslinie Fto'™** zu verwenden. Zum Nachweis alternativer Transkripte wurden
homozygote Triger des Fto'™1%-Allels geziichtet (siehe Abbildung 3) und Protein sowie mRNA aus
Hypothalamus-Proben isoliert (siehe 2.3.4). Die mRNA wurde vor der weiteren Verwendung in cDNA
konvertiert (siehe 2.3.4). Die verwendeten Primer wurden intronlberspannend gewahlt um die
Amplifikation von genomischer DNA zu vermeiden (Abbildung 3, Tabelle 3). Die Bindestellen Primer
wurden so gewahlt, dass sie vor oder nach der eingebrachten Kassette lagen (Tabelle 3, erganzend
siehe Abbildung 16). Zusatzlich wurde ein Primerpaar gewahlt, dessen Bindestelle des rechter Primers
in der BGalaktosidase-Neomycin-Kassette des Fto'™¢-Allels lag.
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tm1b - knockout mit Reporterkassette

....... Ex 1 Ex 2 D lacZ neo DD Ex4-9 [

N~ STOP!

tm1a - knockout-first Konstrukt STOP! /I\ Cre Rekombinase
FRT loxP

....... Ex1 Ex 2 D lacZ neo DD Ex 3 D ExX4-9 |

\l/ FLP Rekombinase

tm1lc - gefloxtes Allel

....... Ex1 |l Ex2 D‘> Ex 3 ‘> EX4-9 |

\l/ Cre Rekombinase

tmld - knockout ohne Reporterkassette

Ex1 Ex 2 DD Ex4-9 |}

N~ STOP!

Abbildung 3 Genkonstrukt der EUCOMM Mauslinien am Beispiel von Ftot™1a(EucoMm)wisi

Die Mauslinie Ftotmie(EUCOMMWEsI (Frgtmia) - die (iber das EUCOMM-Programm generiert wurde, bietet die
Moglichkeit das Genkonstrukt durch Verpaarung mit Deleter-Linien (Cre oder FLP) weiter zu modifizieren.
Abgeleitete Linien tragen entweder eine Selektions- & Reporter-Kassette (lacZneo) (tm1b) oder entsprechen
einem klassischen knockout (tm1d). Die Linie tm1c tragt ein gefloxtes Allel und entspricht phanotypisch dem
Wildtyp.

Tabelle 3 Primer zum Ausschluss alternativer Splei8stellen

Verwendete Primer zum Ausschluss alternativer Spleistellen zur Anwendung auf cDNA mit den jeweils
erwarteten ProduktgroBen. Aus den Primernamen ergeben sich die Bindestellen des 5 und 3‘ Primers im
jeweiligen Exon.

ProduktgroBe (bp)
Name Primer vorwarts Primer riickwarts
Wildtyp Mutante
Fto Ex2LacZ ACATCGGGCAAATAATATCG - 281
GGAGCTTGAAGACACTTGGC
Fto Ex2Ex3 TCTTTGCCTTGGATCCTCAC 204 4415
Fto Ex8Ex9 ATTCTGTCTGCCATCCTGGT GGAAACCACGTCTGTGAGGT 183 -

Tabelle 4 Verwendetes PCR-Protokoll zum Nachweis alternativer Transkripte in Fto'™!? Miusen

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 7 min

Denaturierung 97 °C 10 sec

Anlagerung der Primer 55°C 15 sec 45x
Verldangerung 72°C 20 sec

Finale Verlangerung 72°C 5 min

15



MATERIAL UND METHODEN

Quantitative Real-Time PCR

Die Quantifizierung der Transkriptmenge wurde mit isolierter mRNA aus dem Quadrizepsmuskel
homozygoter Fto" und Fto™* Mause durchgefiihrt. Alle Proben wurden als technische Triplikate
gemessen. Alle Primer wurden introniiberspannend gewadhlt. Zur Normalisierung der Daten wurden
die Expressionsspiegel von B-Aktin und Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) verwendet.

Tabelle 5 Verwendete Primer zur Quantifizierung muskelspezifischer Transkripte

Transkript Primer vorwarts Primer riickwarts

MyoD GAAGTCGTCTGCTGTCTCAAAGG  CGCCACTCCGGGACATAG
MyoG CCTAAAGTGGAGATCCTGCG ACGATGGACGTAAGGGAGTG
Mstn AACAGCCTGAATCCAACTTA GTGTGTCTGTCACCTTGACTT
Igf1 ATGCTCTTCAGTTCGTGTGT CTGCTTTTGTAGGCTTCAGT
lgfir CTTTCACTCTGTACCGCATC TAAAAAGATGGAGTTTTCGG
Hsp90 AGGAGGGTCAAGGAAGTGGT TTTTTCTTGTCTTTGCCGCT
Actb CACCACACCTTCTACAATGA GTACGACCAGAGGCATACAG

Alle Analysen wurden auf einem 384-Well-System durchgefiihrt (LightCycler 480, Roche Applied
Science, Penzberg). Die PCR wurde entsprechend dem in Tabelle 6 dargestellten Temperaturverlauf
durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der Expressionsdaten wurde in jedem Ansatz eine Standardkurve
mitgemessen in der alle cDNA Proben zu gleichen Teilen vermischt und in zweier Schritten verdiinnt
wurden.

PCR-Reaktionsmix (12,5pl): 2x SensiMix (Bioline), je 5 pmol/I Primer, 1 ul cDNA (1:10 verdiinnt), Rest

nukleasefreies H,0O

Tabelle 6 Verwendetes qPCR-Protokoll

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 7 min

Denaturierung 97°C 10 sec

Anlagerung der Primer 53°C 15 sec 45x
Verlangerung 72°C 20 sec

Schmelzkurve 60°C —95°C 0,11°C/sec

2.3.2 SDS-PAGE und Western Blot

Fiir die weitere Verwendung im Western Blot wurde Protein aus Hypothalami von homozygoten Fto'™@
und Fto™** M3iusen sowie deren Wurfgeschwister extrahiert um die FTO-Defizienz in den Mauslinien
nachzuweisen. Die entnommenen Hypothalami wurden hierzu in Radioimmunoprazipitations-Assay-
Puffer (RIPA) homogenisiert und aufbereitet. Die anschlieRende Proteinbestimmung erfolgte
entsprechend den Herstellervorgaben mittels Bicinchoninsdure (BCA) Testsystem (Thermo Fisher
Scientific). Die Photometrische Quantifizierung des Tests wurde mit einem Microplatten Lesegerat
(Tecan Infinite M200) bei einer Absorptionswellenldnge von 562nm durchgefiihrt. Aufgereinigte
Proteine wurden, ihrer GroBe entsprechend, mit Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli, separiert. Es wurden Gele mit einem Acrylamidgehalt von
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10 % verwendet. Aufgetragen wurden 10 - 50 pg Protein. Die Proben wurden mit 2x Probenpuffer
versetzt und 3 Minuten bei 95 °C erhitzt. Die gelelektrophoretische Separierung erfolgte in
senkrechten Gelkammern umgeben von Laufpuffer.

Der Proteintransfer aus dem Acrylamidgel erfolgte mittels Western Blot im semidry-Verfahren. Hierzu
wurde das Gel aus der SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran (LI-COR) geblottet und anschlieend
mit Antikdrpern (siehe Tabelle 7) inkubiert. Zur Vorbereitung auf die Antikérperinkubation wurde die
Membran fir 3 Stunden in TBS mit 3% bovinem Serumalbumin bei Raumtemperatur inkubiert um
unspezifische Protein-Bindestellen zu blockieren. Die Inkubation der Membran mit dem FTO-
Antikorper erfolgte (iber Nacht bei 4°C. Als interne Kontrolle wurde ein Anitkérper gegen pan-Aktin fir
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper wurden
bei Raumtemperatur fiir ca. 1,5 Stunden koinkubiert. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten
wurde die Membran mehrmals mit TBST gewaschen. Die Fluoreszenzsignale der Sekundarantikérper
wurden mit einem Infrarot-Scanner (Odyssey®, LI-COR) aufgenommen und die Scans mit der
dazugehorigen Software ausgewertet.

Tabelle 7 Verwendete Antikérper

Verdlinnungen und Herkunft der verwendeten Antikorper. Der Primare Antikdrper gegen das murine FTO

wurde freundlicherweise von Ulrich Riither (Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf) zur Verfliigung gestellt.
GroRRe

Zielprotein [kDa] Wirt Verdiinnung Hersteller Artikelnummer
Primdre Antikérper

Fto 58 Meerschweinchen 1:2000 Ruther, Dusseldorf

pan-Aktin 43 Maus 1:5000 Millipore MAB1501

Sekunddre Antikérper
Maus IgG Esel 1:20000 LI-COR 926-32212

Meerschweinchen IgG Esel 1:20000 LI-COR 926-32411

RIPA-Puffer: 50mM TRIS, 1% Nonidet™ P40 Ersatz, 0,25% Natrium-Desoxycholat, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 0,1% Proteaseinhibitor-Cocktail (Sigma Aldrich), 0,1% Phosphataseinhibitor-Cocktail (Sigma
Aldrich); pH 7,4

2x Probenpuffer: 0,5 M TRIS-HCI, 10% (w/v) SDS, 16% Glycerol, 200 mM DTT, 0,05% (w/v)
Bromphenolblau, 5% (v/v) 2-Mercaptoethanol

Sammelgel (5%): 5% (v/v) Acrylamid-Stamml6sung (Rotiphorese Gel 30, Carl Roth), 0,1% SDS, 125 mM
TRI-HCI, 0,1% TEMED, 0,06% AMPS

Trenngel (10%): 10% (v/v) Acrylamid-Stammldsung (Rotiphorese Gel 30, Carl Roth), 0,1% SDS, 375 mM
TRIS, 0,05% TEMED, 0,05% AMPS

1x Laufpuffer: 25 mM TRIS, 250 mM Glycin, 0,1% SDS; pH 8,3
TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS): 20mM TRIS, 140 mM NaCl; pH 7,6

TBST: wie TBS, zusatzlich 0,1% Tween® 20
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2.3.3  Urin-Protein Bestimmung

Die murinen Major-Urinary-Proteins (MUP) sind eine Proteinfamilie, bestehend aus 30-35 Produkten,
die unter anderem dem Transport von Pheromonen dienen (Cavaggioni und Mucignat-Caretta, 2000).
Sie werden in der Leber unter der Kontrolle verschiedenster Hormone gebildet, unter anderem
Wachstumshormon (GH) und {ber den Urin ausgeschieden. Bei Individuen mit gestorter GH-
Ausschiittung konnte nachgewiesen werden, dass sich im Urin weniger MUP befindet als bei gesunden
Individuen (Meyer et al., 2004). Des Weiteren wird die Ausschiittung moglicherweise durch Ostrogene
verringert, weswegen bei weiblichen Tieren niedrigere MUP-Spiegel gemessen werden als bei
Mannchen. Die Proteine haben eine GroRe von ca. 20 kDa und kénnen im SDS-Gel mit einer Coomassie-
Farbung nachgewiesen werden.

Von 28 Tage alten mannlichen Mausen wurden Urinproben gesammelt und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (siehe auch 2.3.1). Zur Probengewinnung wurden die Mause per Nackengriff fixiert,
worauf hin sich die Blase reflexartig entleerte und der Urin in einem ReaktionsgefaR aufgefangen
wurde. Fir die SDS-PAGE wurde 1 pl Urin mit 2x Probenpuffer versetzt, bei 95°C denaturiert und auf
ein 12,5%iges Acrylamidgel aufgetragen (siehe hierzu auch 2.3.1). Das fertige Gel wurde 30 Minuten
in Coomassie-Losung inkubiert und anschlieend bis zur sichtbaren Klarung mit Entfarbe-Losung
behandelt. Der Scan des fertigen Gels erfolge an einem Durchlichtscanner, die densitometrische
Auswertung der Gele wurde mit Imagel durchgefiihrt.

Coomassie-Losung: Methanol 40%, Eisessig 10%, Coomassie Brilliant Blue (R-250) 0,035%

Entfarbe-Losung: Methanol 40%, Eisessig 10%

2.3.4 mRNA-Isolation und cDNA-Synthese

Zur Transkriptanalyse in Fto™? und Fto'™* Ma&usen wurde mRNA aus Hypothalamus (Fto'™?) und
Quadrizepsmuskel (Fto'™) isoliert. Es wurde eine Kombination aus Phenol-Isolation und Siulen-
Aufreinigung durchgefiihrt. Das gefrorene Gewebe wurde dabei in 1 ml (Muskel; M) bzw. 0,8 ml
(Hypothalamus; H) TRIsure (Bioline) homogenisiert. Nach Inkubation bei RT fur 5 Minuten wurde dem
Homogenat 200 ul/160 pl (M/H) Chloroform zugefigt, kraftig geschittelt und weitere 2-3 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch zur Phasenseparation 15 Minuten mit 12.000 g bei 4°C
zentrifugiert. Die obere, farblose RNA-haltige Phase wurde anschlieRend mit 500 ul/400 ul (M/H)
Ethanol in DEPC-Wasser (75%) gemischt und schrittweise auf die Sdulen transferiert (SV Total RNA
Isolation System, Promega). Nach der Halfte der Probenmenge wurden die Saulen kurz zentrifugiert
(15 sek, 8.000 g), anschlieRend der Rest der Probe hinzugefligt und 1 min bei 12.000 g abzentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen, die weitere Aufreinigung erfolgte gemall Protokoll zur
Saulenaufreinigung von Promega. Die Qualitat (Integritat) der aufgereinigten RNA wurde in einem
Formaldehyd-Agarosegel (1%) Uberprift. Es wurden nur Proben weiterverarbeitet, bei denen zwei
klare Banden erkennbar waren (185 und 28S rRNA). Die Konzentration der Proben wurde
photometrisch bestimmt (TECAN, infinite M200).

Zur weiteren Analyse der Transkripte wurde eine Konvertierung der mRNA in cDNA durchgefiihrt
(cDNA-Synthese). Hierfiir wurde ein Synthese-System verwendet (QuantiTect Reverse Transcription
Kit, Qiagen). Fur die cDNA-Synthese wurden 500 ng mRNA in 10 ul Reaktionsansatz eingesetzt. Sowohl
cDNA als auch Reste der mRNA wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.3.5 Histologische Untersuchungen

Leber und Wangenhautproben fettreich gefiitterten Fto™!® Mause wurden fiir histologische
Untersuchungen aufbereitet. Die Proben wurden fiir maximal eine Woche in einer 4%igen
Paraformaldehydlésung  mit  Pikrinsdure (0.0024 % ) fixiert, in Einbettkassetten im
Gewebeinfiltrationsautomat (Leica TP1020, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch) in einer
Alkoholreihe entwassert (Tabelle 8) und in Paraffin vorfixiert. Am nachsten Tag wurden alle Proben in
Paraffin gebettet (Leica EG115C, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch). Nach dem Aushéarten
des Paraffins wurden fiir die Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) 5um dicke Schnitte angefertigt
(Mikrotom Leica RM 2255, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch), im Wasserbad geglattet auf
Objekttrager (SuperFrost®) aufgezogen und bei 37°C im Inkubator getrocknet.

Tabelle 8 Abfolge und Dauer der Schritte Gewebeinfiltrationsautomaten
Die Inkubationszeit der einzelnen Schritte betrug jeweils 60 Minuten und wurde mit einer unterschiedlichen
Zahl an Wiederholungen durchgefiihrt, so dass am Schluss 12 Behalter mit Losungen durchlaufen wurden.

Schritt Losung Wiederholungen
1 70% Ethanol 2
2 80% Ethanol 1
3 96% Ethanol 2
4 100% Ethanol 3
5 Xylol 2
6 Paraplast plus 2

Die Schnitte wurde in einem Farbeautomaten (Leica ST 5020, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch) zuerst entwachst, dann rehydriert. Basophile Zellkompartimente wurden mit Hamatoxylin,
eosinophile mit Eosin angefarbt und erneut mit Ethanol in steigenden Konzentrationen und Xylol
entwassert. Gefarbte Schnitte wurden vor der lichtmikroskopischen Untersuchung mit Objektgldsern
und Einschlussmittel (Roti-Histokitt, Carl Roth) versiegelt und konserviert.

Tabelle 9 Abfolge und Dauer der Schritte im Firbeautomaten

Schritt Losung Dauer [sec]
1/2 Xylol 180
3 100% Ethanol 120
4 96% Ethanol 120
5 70% Ethanol 60
6 Wasser 60
7 Hamalaun 240
8 Wasser 120
9 Eosin 120
10 70% Ethanol 60
11 96% Ethanol 60
12/13 100% Ethanol 60/90
14 Xylol/Ethanol 90
15/16 Xylol 120

2.4 STATISTIK
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Alle Ergebnisse sind als Messwerte der Einzeltiere oder Gruppenmittelwerte mit Standardabweichung
dargestellt sofern nicht anders angegeben. Als Signifikanzgrenze diente ein p-Wert <0,05.

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der Daten erfolgte mit SigmaPlot 12.5. Bei
Vorliegen einer Normalverteilung wurden einfaktorielle oder zweifaktorielle Varianzanalysen (ANOVA,;
Genotyp und Geschlecht) mit anschlieBender Korrektur fir multiples Testen nach Holm-Sidak
durchgefihrt. Zeitliche Verlaufe wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen
statistisch ausgewertet (Genotyp und Zeit).

Lag bei den Messergebnissen keine Normalverteilung vor oder war der Grundsatz der gleichen Varianz
innerhalb der Stichproben nicht gegeben, wurde eine ANOVA nach Radngen durchgefiihrt. Die
anschlieBende Korrektur fir multiples Testen erfolgte nach Kruskal-Wallis oder Dunn. Dargestellt sind
in diesen Fallen der Median sowie die 25./75. Perzentile bzw. zusatzlich zum Median die Einzelwerte.

Fur die Kovarianzanalysen (ANCOVA) zur Energiebilanz wurde zusatzlich ein Microsoft Excel
basierendes Verfahren verwendet, welches auf einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) zwischen
den Genotypen fir jeden untersuchten Parameter aufbaut. Als Kovariaten der ANCOVA wurden
Korpergewicht, fettfreie Masse oder metabolisch aktive Kérpermasse (Even und Nadkarni, 2012)
verwendet. Auf Basis der ANOVA sowie einer gruppenibergreifenden Ausgleichsgeraden wurden
individuelle Residuen berechnet und unter Berlicksichtigung des Stichprobenmittelwertes die zu
adjustierende Variablen fir jedes Einzeltier neu kalkuliert.

Der Beitrag des Fettgewebes zum gesamten Energieumsatz ist wesentlich geringer als der von
Muskeln, Leber, Herz oder anderen metabolisch aktiven Organen. Aus diesem Grund erfolgte teilweise
eine Adjustierung des Energieumsatzes auf die metabolisch aktive Kérpermasse gemal folgender
Formel (Even und Nadkarni, 2012):

Metabolisch aktive Kérpermasse [g] = fettfreie Masse [g] + 0,2 x Fettmasse [g]
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3 ERGEBNISSE

3.1 MELANOCORTIN 4 REZEPTOR — MC4R

Als monogenes Modell fiir Adipositas wurde die Melanocortin 4 Rezeptor knockin Maus Mc4ri™*1fb
(Mc4rV1%%) untersucht. Durch einen Basenaustauch an Aminosiureposition 16 des Rezeptors wird ein
Tryptophan durch ein vorzeitiges Stopcodon ersetzt, welches zum Funktionsverlust des Rezeptors und
friihe Entwicklung von Ubergewicht fiihrt (Bolze et al., 2013). Im Fokus dieser Arbeit stand der
jugendliche Wachstumsschub der M&use in dem sich das Ubergewicht beginnt zu manifestieren. Es
sollte geklart werden, welche Komponente des Energiehaushaltes Ursache des frithen

W16X an der

Korpergewichtsanstieges ist. Des Weiteren sollten die Untersuchungen der Mauslinie Mc4r
German Mouse Clinic (GMC) weitere Mechanismen aufklaren an denen der MC4R beteiligt ist und die

Uber seine Rolle in der Regulation des Energiehaushaltes hinausgehen.

3.1.1  Mc4r'Vi8 — Metabolische Bilanzierung heranwachsender Muse

Die basale Charakterisierung der Linie Mc4rV

erfolgte mit Mausen im Alter von vier bis neun
Wochen, da sich das Ubergewicht der Miuse wihrend des jugendlichen Wachstumsschubes
manifestiert. Der gesamte Untersuchungszeitraum wurde nach Daten aus Vorversuchen ausgewahlt
(Bolze et al., 2013). Mit vier, sechs und neun Wochen erfolgte eine umfassende Phanotypisierung der

Mause. Als Vergleichsgruppe wurden wildtypische Wurfgeschwister mit untersucht (Mc4r*).

Jede Maus wurde innerhalb des Untersuchungszeitraums mindestens einmal pro Woche gewogen und
fir die gesamte Versuchsdauer die individuelle Futteraufnahme der Mause bestimmt. Zu den
festgesetzten Zeitpunkten wurden zudem Kérperzusammensetzung und Kérpertemperatur bestimmt
und (ber drei Tage hinweg fand eine tagliche Untersuchung der Mause statt. Die Versuchsperiode
umspannte den jugendlichen Wachstumsschub der Mause. In Folge dessen wurden alle Mause
wiahrend des Versuches schwerer, die Mc4r®* Miuse mehr als Mc4r*t (Abbildung 4). Innerhalb der
Mannchen war bereits im Alter von vier Wochen ein signifikanter Gewichtsunterschied erkennbar
(Abbildung 4A). Bei den Weibchen zeichnete sich lediglich ein Trend zu erh6htem Kérpergewicht ab
(Abbildung 4D). Im Laufe des Versuchs nahmen Mc4r"®* Miuse mehr Gewicht zu als Mc4r*t und
waren mit neun Wochen zwischen 30% und 50% schwerer. Im Versuchsverlauf blieb die Fettmasse von
Mc4r*t M3usen beider Geschlechter annihern konstant, wohingegen sie sich bei Mc4r"®* Maiusen
verdreifachte. Bei beiden Geschlechtern hatten Mc4r"'® M&use zudem eine erhéhte fettfreie Masse
im Vergleich zu Mc4r*t M3usen. Diese erkldrte teilweise das erhdhte Kérpergewicht der Mc4rV1eX
Mause, der groRere Anteil daran resultierte aber aus einer Zunahme an Fettmasse, die innerhalb des
fliinfwochigen Untersuchungszeitraums kontinuierlich anstieg.

Ergdnzend zur Koérperzusammensetzung wurde regelmafig die Korpertemperatur aller Mause
gemessen (Abbildung 5). Bei den Mannchen wurde im flinfwochigen Untersuchungszeitraum ein
sukzessives Absinken der Korpertemperatur beobachtet. Die Kérpertemperatur der Weibchen war zu
allen Zeitpunkten tendenziell etwas hoher als bei den Mannchen. AuBer bei neun Wochen alten
Mannchen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb eines
Geschlechts. Eine reduzierte Kérpertemperatur konnte somit als Ursache fiir das Ubergewicht junger
Mc4rV1 Mause ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4 Kérpergewicht und -zusammensetzung heranwachsender Mc4r'V¢* Miuse

Kérpergewicht (KG; A, D) von Mc4r*t (wt) und Mc4r"1* (ki) M3usen im Alter von vier bis neun Wochen. Mit
vier, sechs und neun Wochen wurde zuséatzlich die Korperzusammensetzung bestimmt. Dargestellt sind
fettfreie Masse (FFM; B, E) sowie Fettmasse (FM; C, F) im jeweiligen Alter. Mannchen (m) und Weibchen (w)
sind separat und nach Genotypen getrennt dargestellt (m wt n=16; w wt n=16; m ki n=13; w ki n=14). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen, dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten Genotypeffekt (* p<0,05). Die
Balken markieren den Zeitraum in dem eine tagliche, intensive Untersuchung der Mause erfolgte.
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Abbildung 5 Kérpertemperatur heranwachsender Mc4r'V'¢X Miuse

Kérpertemperatur der M3use im Alter von vier, sechs und neun Wochen. Dargestellt sind Mc4r"t (wt; m n=16;
w n=16) und Mc4r'?X (ki; m n=13; w n=14) Miuse aufgeteilt nach Minnchen (m) und Weibchen (w). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen, dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung. Der Stern markiert einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05), das
Paragraphenzeichen einen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern (§ p <0,05) und die Raute
einen signifikanten Unterschied lber die Zeit (# p <0,05).
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Im Versuchsverlauf konnte bei Mc4r"®* Mausen ein Anstieg in der Futteraufnahme sowie eine
Hyperphagie im Vergleich zu Mc4r** Mausen festgestellt werden (Abbildung 6).Im Alter von vier, sechs
und neun Wochen wurden alle Mause Uber drei Tage hinweg taglich untersucht. Neben
Kérpergewicht, Futteraufnahme und Kérpertemperatur wurde zu Beginn die Kérperzusammensetzung
der Miuse bestimmt. Die intensive Untersuchung der M&use fiihrte vor allem bei Mc4r"% Maiusen zu
einer verringerten Futteraufnahme im Beobachtungszeitraum. In Phasen der Ruhe nahm die tagliche
Futteraufnahme der Méause wieder zu.
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Abbildung 6 Durchschnittliche Futteraufnahme heranwachsender Mc4rV1¢X Miuse
Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurde die Futteraufnahme der Versuchsmiuse aufgezeichnet.
Dargestellt ist die mittlere Futteraufnahme lber drei bis sechs Tage vor dem Messzeitpunkt, aufgeteilt nach
mannlichen (m, A) und weiblichen (w, B) Mausen. Die Pfeile markieren den dreitagigen Versuchszeitraum im
Alter von vier, sechs und neun Wochen in dem eine intensive tagliche Untersuchung der Mause erfolgte. In den
Abbildungen sind jeweils Mc4r*t (wt; m n=16; w n=16) und Mc4r"®* Miuse (ki; m n=13; w n=14) dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen, dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
Die statistische Auswertung des Zusammenhangs von Korpergewicht und Futteraufnahme erfolgte
mittels Kovarianzanalyse (ANCOVA) mit dem Korpergewicht bzw. der metabolisch aktiven
Koérpermasse als Kovariate (Abbildung 7). Fiir beide Kovariaten konnte wahrend der Phasen intensiven
Handlings kein statistisch signifikanter Genotypeffekt auf die Energieaufnahme festgestellt werden.
Die kdrpergewichtsadjustierte Futteraufnahme der Mc4r'® und Mc4r”t Mizuse war in der
Wachstumsphase vergleichbar und alle Mause nahmen eine ihrem Kérpergewicht entsprechende
Energiemenge auf (Abbildung 7A). Weibliche Méause neigten in der Jugendentwicklung zu einer
hoheren Futteraufnahme im Vergleich zu Mannchen. Mit der metabolisch aktiven Kérpermasse als
Kovariate wurde diese Beobachtung gestarkt (Abbildung 7B). Nach Adjustierung der Daten konnte im
Alter von neun Wochen eine Hyperphagie der Mc4r'V1% Miuse gemessen werden. In einem weiteren
Vergleich wurden kumulative Energieaufnahme und Korpergewichtszunahme wahrend des gesamten
Versuchszeitraumes gegeniiber gestellt. Hierzu wurden beide Variablen in Kilojoule umgerechnet. Um
das Wachstum aller Mause wahrend des Versuchs zu bertcksichtigen wurden die Ergebnisse der
Mc4r*t Mause als Referenz von den Mc4r"?®* Miusen abgezogen. Der Kérpergewichtsanstieg wurde
primar als Zunahme von Fettmasse und einem Energiedquivalent von 30 kl/g (Thomas, 1962;
Wishnofsky, 1958) bewertet. Heranwachsende Mc4r"® Maiuse hatten demnach (iber den
Versuchszeitraum hinweg eine erhohte Energieaufnahme, die sich zum Teil in einem Anstieg des
Kérpergewichtes wieder spiegelt (Tabelle 10).
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Abbildung 7 Adjustierte Energieaufnahme heranwachsender Mc4r¥*¢X Miuse

Adjustierte Futteraufnahme Uber drei Tage mit dem Korpergewicht (A) oder der metabolisch aktiven
Koérpermasse (B) als Kovariate. Es handelt sich um die Mause aus Abbildung 6. Die Energieaufnahme im Alter
von 31, 45 und 65 Tagen reprasentiert Phasen intensiven Handlings, mit 41 und 62 Tagen wurde lediglich
Korpergewicht und Nahrungsaufnahme der Mause bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen nach vorheriger ANCOVA. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung. Der Stern markiert einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05),
Paragraphenzeichen einen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern (§ p <0,05).

das

Tabelle 10 Vergleich von Energieaufnahme und Kérperenergiezuwachs junger Mc4rV1¢ Miuse
Aus der Differenz zur kumulativen Energieaufnahme der Mc4r"t Mause wurde die zusiatzliche Energieaufnahme
von Mc4r"% Miusen wihrend des Versuchszeitraumes berechnet. Vergleichend dazu wurde der
Kérpergewichtsanstieg aller Mause in Kilojoule umgerechnet (Energiezuwachs) und ebenfalls gegen der der
wildtypischen Mause verrechnet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

zusatzliche taglicher

Geschlecht - Genotyp Energieaufnahme Energiezuwachs

Mannchen ki 10,92 kJ/d + 5,53 5,56 ki/d +2,73

Weibchen ki 8,60 ki/d + 7,43 4,97 kJ/d + 2,44

Zusammenfassend ergibt sich somit, dass heranwachsende Mc4r'V% Miuse eine leicht erhéhte
Nahrungsaufnahme hatten, die stressbedingten Schwankungen unterlag. Das Ubergewicht der
Mc4rV% Miuse im entwickelte sich allerdings bevor eine Hyperphagie der Mause beobachtet wurde.
Die Ursache fiir die initiale Gewichtszunahme der Mause konnte anhand der hier durchgefiihrten
Messungen nicht festgestellt werden. Die Gewichtszunahme bzw. der Energiezuwachs der Mause liber

den gesamten Zeitraum entsprach zudem nicht vollstandig der erhohten Energieaufnahme. Die Mause
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entwickelten lGber die Versuchsdauer hinweg einen kompensatorischen Mechanismus, tGberschissig
aufgenommene Nahrungsenergie zu verbrauchen.

Der Melanocortin 4 Rezeptor beeinflusst neben der Energieaufnahme auch den Energieumsatz
(Balthasar et al., 2005). Zur vollstindigen Charakterisierung der Mauslinie Mc4r'V*® wurde zusitzlich
zur Energieaufnahme der Energieumsatz der Mause gemessen um dessen Beitrag zur initialen
Gewichtszunahme zu bestimmen. Korpergewicht und Koérperzusammensetzung haben einen
unmittelbaren Einfluss auf den Energieumsatz. Zu den Untersuchungszeitpunkten bestand zwischen
den Genotypen, ein minimaler (4 Wochen, 6 Wochen) oder ein groBer Kérpergewichtsunterschied (9
Wochen). Der Energieumsatz wurde mittels indirekter Kalorimetrie gemessen (siehe Abschnitt 2.2.5).
Zusatzlich dazu wurde aus dem Quotienten von Kohlendioxidproduktion und Sauerstoffverbrauch die
respiratorische Austauschrate (RER) bestimmt, die eine Aussage Uber die verstoffwechselten
Makronahrstoffe zuldsst.

Bei allen Mausen wurde ein diurnaler Rhythmus, mit erhéhtem Energieumsatz in der nachtlichen
Aktivitatsphase im Vergleich zur Ruhephase am Tag, beobachtet (Abbildung 8). In Abhangigkeit vom
steigenden Kérpergewicht hatten &ltere sowie Mc4r1 Méiuse ein héherer Energieumsatz als
jingeren oder Mc4r"* Mause.
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Abbildung 8 Verlaufskurven zum Energieumsatz juveniler Mc4r/6X Mause iiber 24 Stunden

Energieumsatz von Mannchen (A, B, C; wt n=9; ki n=11) und Weibchen (D, E, F; wt n=10; ki n=8) der Mauslinie
Mc4rV%X zu drei Zeitpunkten iiber 24 h. Grau hinterlegte Bereiche markieren die Nacht. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen, dargestellt sind
Stundenmittelwerte + Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
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In der Energiebalance ist der tagliche Energieumsatz (daily energy expenditure; DEE) das Gegengewicht
zur taglichen Energieaufnahme. Wie bereits beim Verlauf des Energieverbrauches lber 24 h
angedeutet, hatten Mc4r'"® Mause einen erhéhten DEE, der mit deren erhéhtem Kérpergewicht
korrelierte (Daten nicht gezeigt). Unter Berlicksichtigung des Koérpergewichtes (KG; Abbildung 9A) oder
der metabolisch aktiven Masse (MM; Abbildung 9B) als Kovariate war bei Mausen im Alter von vier
oder sechs Wochen war kein Unterschied im DEE zwischen den Genotypen erkennbar. Im Alter von
neun Wochen war der DEE nach Adjustierung auf die MM bei Mc4r1¢X Weibchen erhéht.
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Abbildung 9 Adjustierter tiglicher Energieumsatz heranwachsender Mc4r"*¢X Mause
Adjustierter taglicher Energieumsatz (DEE) nach ANCOVA aufgeteilt nach Mannchen (wt: n=9; ki: n=11) und
Weibchen (wt: n=10; ki: n=8) sowie dem Alter entsprechend. Kérpergewicht (A) oder metabolisch aktive Masse
(B) des jeweiligen Tieres dienten als Kovariate. Die statistische Auswertung der adjustierten Daten erfolgte
mittels Zwei-Wege ANOVA, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung. Der Stern markiert einen
signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
Die im vorangegangenen Abschnitt gemessene Hyperphagie der Mc4rV®* Mause kdnnte somit zum
Teil durch einen erhdhten taglichen Energieumsatz kompensiert werden. Darliber hinaus zusatzlich
aufgenommene Nahrungsenergie resultierte in einem Anstieg des Korpergewichtes der Mause. Die

Anpassung des Energieumsatzes erfolgte allerdings erst nach Einsetzen der Gewichtszunahme.

Eine Komponente des tiglichen Energieumsatzes ist die Ruhestoffwechselrate (resting metabolic rate;
RMR). Sie spiegelt den Energieumsatz wieder der zur Aufrechterhaltung der basalen Kérperfunktionen
notwendig ist und beinhaltet unter anderem thermoregulatorische Mechanismen. Da unter anderem
die Kérpertemperatur tageszeitlichen Schwankungen unterliegt, wird im Folgenden die RMR fiir Tag
und Nacht getrennt betrachtet. Sowohl in der Nacht, als auch am Tag war die Ruhestoffwechselrate
neun Wochen alter Mc4r'V'® im Vergleich zu Mc4r"t Mausen erhéht (Abbildung 10A). Dieser Effekt

resultierte in erster Linie aus dem erhohten Korpergewicht der Mause, was wiederum auch den
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Geschlechtsunterschied in der Ruhestoffwechselrate erklart. Nach Adjustierung der RMR auf die
metabolisch aktive Masse blieb vor allem in der Nacht ein Genotypeffekt bestehen (Abbildung 10B). In
Ruhe hatten heranwachsende Mc4r"%* Miuse beider Geschlechter somit nachts eine erhéhte
Stoffwechselrate. Ursache eines erhéhten téglichen Energieumsatzes heranwachsender Mc4rVi6X
Mause scheint somit ein erhohter Ruheumsatz zu sein. Welche Komponente der RMR zum

beobachteten Phanotyp fuhrte konnte mit den durchgefiihrten Untersuchungen nicht festgestellt

werden.
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Abbildung 10 Ruhestoffwechselrate heranwachsender Mc4r'V¢* Miuse

Ruhestoffwechselrate (resting metabolic rate; RMR; A) sowie adjustierte RMR (B) von vier und neun Wochen
alten Mc4r*t (wt) und Mc4r'V1® (ki) M3usen beider Geschlechter, aufgeteilt nach Lichtphase und Genotyp
(Mannchen: m wt n=9; ki n=11; Weibchen: w wt n=10; ki n= 8). Die Adjustierung erfolgte mit der metabolisch
aktiven Kérpermasse (MM) als Kovariate. Die statistische Auswertung der adjustierten Daten erfolgte mittels
Zwei-Wege ANOVA, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten
Genotypeffekt (* p <0,05), das Paragraphenzeichen einen signifikanten Unterschied zwischen den
Geschlechtern (§ p <0,05).

In Ergdnzung zum Energieumsatz wurde die Respiratorische Austauschrate (RER) bestimmt, die
Aufschluss (ber die verstoffwechselten Makrondhrstoffe eines Organismus gibt. Sie unterliegt
physiologischen Schwankungen zwischen 0,7 (Fettstoffwechsel) und 1,0 (Kohlenhydratstoffwechsel)
und spiegelt damit Aktivitdt bzw. Nahrungsaufnahme wieder. Bei Weibchen im Alter von sechs und
neun Wochen waren vor allem in der zweiten Nachthalfte signifikante Genotypunterschiede in der RER
erkennbar (Abbildung 11E und F). Weitere genotypspezifische Unterschiede konnten nicht festgestellt
werden. Die erhdhte RER deutet auf eine linger andauernde Nahrungsaufnahmephase der Mc4rV16%
Weibchen hin, welche durch eine vermehrte Anzahl von Mahlzeiten zur beobachteten Hyperphagie

fihren konnte.
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Abbildung 11 Zeitlicher Verlauf der Respiratorischen Austauschrate juveniler Mc4r6X Miuse

Die Respiratorische Austauschrate (RER) von Mannchen (A, B, C; wt n=9; ki n=11) und Weibchen (D, E, F; wt

n=10; ki n=8) der Mauslinie Mc4r"16X zu drei Zeitpunkten tber 24 h. Grau hinterlegte Bereiche markieren die

Dunkelphase. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen,

dargestellt sind Stundenmittelwerte + Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten

Genotypeffekt (* p <0,05).
Die durchgefiihrten Untersuchungen zur Energiebilanzierung haben gezeigt, dass sich die Adipositas
junger Mc4rV1®* Miuse schleichend entwickelte. In den durchgefiihrten Messungen entsprach sowohl
die Nahrungsaufnahme, als auch der Energieumsatz dem aktuellen Kérpergewicht der Mause. Erst
durch Adjustierung der erhobenen Daten auf die metabolisch aktive Kérpermasse konnte eine erhdhte
Energieaufnahme der Mc4r"® Miuse iiber den gesamten Versuchszeitraum hinweg festgestellt
werden. Diese war jedoch stark stressabhingig. Bei intensivem Handling hatten vor allem Mc4rVi%*
Mause eine reduzierte Nahrungsaufnahme. Die Ursache des initialen Kérpergewichtsanstieges konnte
nicht identifiziert werden. Ihm folgten eine erhdhte Nahrungsaufnahme sowie eine nachtlich erhéhte
Ruhestoffwechselrate und sowie ein Anstieg des taglichen Energieumsatzes. Die erhohte
Nahrungsaufnahme kdnnte durch eine erhéhte Mahlzeitenfrequenz verursacht sein. Um die Quelle
der erhohten Ruhestoffwechselrate sowie die Mabhlzeitenfrequenz zu identifizieren wirde die
kontinuierliche Aufzeichnung von Koérpertemperatur, Aktivitdit sowie Nahrungsaufnahme die hier
gewonnenen Erkenntnisse um wertvolle Zusatzinformationen ergdanzen. Diese Messungen sind zudem

stressfrei fiir die Mause, weswegen wir nur eine geringe Varianz innerhalb der Messwerte erwarten.
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3.1.2  Mc4r'Vi - Screening an der GMC

Bei der Mauslinie Mc4r"*% handelt es sich um ein knockin Mausmodell mit einer Mutation, die in
adipdsen Patienten identifiziert wurde. Primar wurde die Mauslinie zur Therapie von Krankheiten
generiert, die durch vorzeitige Stoppmutationen verursacht werden. Im Gegensatz zu Mc4r knockout
Modellen ist die genomische Sequenz des Mc4r bei den Mdusen noch vollstandig erhalten und die
Mauslinie gilt als ein Modell fiir eine humane Mutation die zu einem beschriebenen Krankheitsbild

Wiex

fihrt. Unter diesem Aspekt erfolgte die umfassende Charakterisierung der Mauslinie Mc4r’ an der

deutschen Mausklinik (German Mouse Clinic; GMC). Des Weiteren dienten die Untersuchungen der
Identifizierung von Merkmalen die sich in Folge der Mutation aber unabhangig vom adipdsen Phanotyp
entwickelten. Die GMC wurde ebenfalls innerhalb des Nationalen Genomforschungsnetzwerks
etabliert und gehort einem internationalen Verbund von Mauskliniken an, in dem mit standardisierten
Protokollen Mauslinien umfassend charakterisiert und archiviert werden (Fuchs et al., 2009; Gailus-
Durner et al., 2005). Die Phanotypisierung erfolgt unentgeltlich im Rahmen einer wissenschaftlichen
Kollaboration. Sie umfasst im sogenannten Primarscreen mehr als 550 Parameter pro Maus in den
Bereichen Allergie, Auge (Entwicklung und Sicht), Dysmorphie (Knochen und Knorpel), Herz-Kreislauf,
Immunologie, klinische Chemie, Lungenfunktion, molekulare Phanotypisierung, Energiehaushalt,
Neurologie, Nozizeption, Pathologie, Steroidstoffwechsel und Verhalten. Die Untersuchung von
Mausen an der GMC beginnt im Alter von neun Wochen mit Verhaltenstests und endet im Alter von
21 Wochen mit der pathologischen Untersuchung.

Die Ergebnisse der Mc4r'V1®* Mause aus dem Primérscreen bestétigten den adipésen Phdnotyp, der
durch erhohtes Korpergewicht, vermehrtes Laingenwachstum und erhéhte Fettmasse
gekennzeichnet war (Tabelle 11 nach Fuchs et al. (2014)). Im Screen wurden zusétzlich
Veranderungen von Knochendichte, Knochenmineralgehalt, Bewegungsfreudigkeit, diverser
Blutparameter, Glukosetoleranz und Leberhistologie festgestellt, die alle auf den adipdsen Phanotyp
der Mutanten und Defekte der Leptin vermittelten Melanocortin 4 Rezeptor Aktivierung
zurickzufiihren waren. Daneben wurden auch Verdanderungen beobachtet, die nicht durch die
Fettleibigkeit der Mause oder den MC4R-Defekt erklart werden konnten. Hierzu zahlten unter
anderem eine verringerte AugengroRe der weiblichen Mutanten, Anzeichen einer erhéhten
Angstlichkeit der Mc4r"*® Mause (z. B. Schwanzaufrichten und verringerter Aufenthalt im Zentrum
des Open Fields) sowie veranderte Steroid-Spiegel. Im Verhaltensscreen wurde der dngstliche
Phanotyp an 5 weiteren weiblichen Mausen pro Genotyp untersucht. Hierzu wurden die Mause fir 5
Minuten in enge Rohren gesetzt und anschlieRend die Aktivitdt im Open Field untersucht. Auch hier
zeigten die Mc4r'"1® Miuse ein dngstlicheres Verhalten als die Wildtypen. Um einen Effekt des
Korpergewichtes sicher ausschlieRen zu kénnen und die Aussagekraft der genannten
Untersuchungen zu stiarken ware eine Kontrollgruppe mit erhohtem Kérpergewicht, vergleichbar mit
dem der Mutanten, hilfreich.
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Tabelle 11 Phinotypische Auffilligkeiten der Mc4rV26X Mutanten im GMC-Screen
Aufgefiihrt sind ausschlieBlich Screens bei denen Unterschiede zwischen Mutanten und Wildtypen aufgefallen
sind. Die aufgeflihrten Unterschiede beziehen sich immer, wen nicht anders angegeben, auf die Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp. Die Ergebnisse entsprechen einer Zusammenfassung von Tabelle 14 und Tabelle 16 des
GMC-Abschlussberichtes (Fuchs et al., 2014). Im nachfolgenden sind die Bezeichnungen der abgekiirzten
Screens zu finden: PPI/ASR: Prapulsinhibition/ akustische Startle-Reaktion; EKG: Echokardiographie; Calo:
indirekte Kalorimetrie (TSE)

Screen Parameter Phanotypbeschreibung Alter [d]
Dysmorphie, Dexa Knochenmineraldichte, Knochenmineralgehalt und Knochengehalt bei 124
Knochen und Weibchen erhoht, Kérperlange, Korpergewicht und Fettmasse beider
Knorpel Geschlechter erhoht, fettfreie Masse bei Weibchen verringert
Verhalten Open Field geringere  Bewegungsfreudigkeit, zurlckgelegte Strecke und 61
Aufenthalt im Zentrum, Erkundungsaktivitat der Weibchen erhoht,
gegenteiliges Verhalten innerhalb der mannlichen Mause
PPI/ASR verringerte akustische Startle-Reaktion bei den Mutanten 68
Neurologie modifizierter verringerte Bewegungsfreudigkeit, weniger Aufrichten und weniger 61
SHIRPA Aufrichten des Schwanzes
Laktat niedrigere Laktatspiegel
Auge AugengroRe  geringere AugengroRRe bei weiblichen Mutanten 110
Nozizeption Hitzeplatte Hypoalgesie 82
Metabolismus Calo hypometabol, hypoaktiv 89
Minispec erhohtes Korpergewicht und Korperfettgehalt, fettfreie Masse 89
verringert
klinische klinische Plasmalipid-, -glukose- und -proteinspiegel erhéht (nur Weibchen), 117
Chemie und Chemie erhohte Kalzium-, Phosphat- und Eisen-spiegel, erhéhte Leberenzym-
Hamatologie  (geflttert) und Amylase-Aktivitat in den Mutanten, geschlechtsspezifische Effekte
der ALP Aktivitat
Hamatologie verschiedenste Blutwerte vermutlich durch Unterschiede in 117
Osmolaritat in Mutanten verdndert
ipGTT Tendenz zu geringerem Korpergewichtsverlust als erwartet, erhéhte 96
Nichternglukosewerte in Mutanten, verschlechterte Glukosetoleranz
bei Mannchen, nur geringer Effekt in Weibchen
klinische Erhohte Plasmalipid- und Glukose-Konzentrationen, 75
Chemie geschlechtsspezifische Unterschiede in NEFA, Glyzerol, HDL und nicht
(gefastet) HDL-Cholesterol
Immunologie  Durchfluss- Anzahl der NK Zellen reduziert, mehr Monozyten und veranderte B- 117
zytometrie Zell-Aufteilung
Allergie TEWL verringerter transepidermaler Wasserverlust (TEWL) 117
Steroide Steroidspiegel Genotypspezifischer Unterschied in Steroidhormonen, 117
geschlechtsspezifischer Unterschied in Corticosteroidspiegeln
Herz-Kreislauf EKG Geringer Unterschied in dias. Septumdicke und systolischer 103
Hinterwanddicke bei Mannchen, dias. Hinterwanddicke bei Weibchen
leicht erhoht
Pathologie Makroskopie signifikant erhohtes Korpergewicht, Tibialdange, Lebergewicht, 180
Herzgewicht, und Milzgewicht bei Mutanten beider Geschlechter
Mikroskopie  Anzeichen einer Leberverfettung in allen Mutanten, Hyperplasie der 180

pankreatischen Inseln bei einem Weibchen sowie allen Mannchen
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Im Rahmen der GMC-Untersuchungen wurde erneut der Energieumsatz der Mc4ri* Mause
gemessen. Nach Adjustierung auf das Korpergewicht konnten keine Unterschiede zwischen den
Genotypen festgestellt werden, mit der metabolisch aktiven Kérpermasse dagegen waren Mc4rV1¢X
Mause hypometabol (Abbildung 12). Fir die Auswertung der Daten wurde der durchschnittliche
Sauerstoffverbrauch der Mause wahrend der Messung zu Grunde gelegt. Wie in den eigenen
Untersuchungen hatten Weibchen einen hoheren Sauerstoffverbrauch als Mannchen des gleichen
Genotyps. In den eigenen Untersuchungen dagegen war der Sauerstoffverbrauch innerhalb der
Geschlechter identisch. In der GMC Kohorte wurde zudem eine geringere fettfreie Masse (FFM)
gemessen wdahrend die eigene Kohorte eine erhéhte FFM hatte. Da der durchschnittliche
Sauerstoffverbrauch in beiden Fallen auf die metabolisch aktive Kdrpermasse adjustiert wurde, hatten
die gemessene FM folglich einen direkten Einfluss auf die adjustierten Werte.
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Abbildung 12 Sauerstoffverbrauch von Mc4r'V16X Miusen
Im Rahmen des metabolischen Screens der GMC (A) oder in den eigenen Untersuchungen (B; 9 Wochen alte
Mause) wurde der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch wahrend eines Messtages ermittelt. Flr die
statistische Auswertung wurden die Werte auf die metabolisch Aktive Kérpermasse adjustiert. Die Daten der
GMC Messung entsprechen Abbildung 58 des Abschlussberichtes (Fuchs et al., 2014), die Auswertung und
grafische Darstellung der eigenen Ergebnisse erfolgte analog zur GMC Auswertung. Abgebildet sind Mittelwert
+ Standardabweichung. Sterne markieren einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
In den eigenen Untersuchungen wurde bei neun Wochen alten Mc4r1* Miusen viel mehr eine
Tendenz zu einer hypermetabolen Stoffwechsellage erkennbar (Abbildung 10B; Abbildung 9;
Abbildung 12). Die Messungen zum Energieumsatz der Mc4r"®* Miuse aus dem metabolischen Screen

der GMC und den eigenen Untersuchungen zeigen somit widerspriichliche Ergebnisse.

Des Weiteren konnte an der GMC bei den untersuchten Mc4rV'* Maiusen eine geringere
Nahrungsaufnahme und ein erhdhter Brennwert des Kotes im Vergleich zu Mc4r** Mausen festgestellt
werden. Die Mause schieden demnach wahrend der Messungen in der indirekten Kalorimetrie mehr
Energie aus und fraRen zudem weniger. Im Unterschied zu den eigenen Brennwertanalysen wurden
die Untersuchungen an der Mausklinik mittels Fourier-Transformation Infrarot-Spektroskopie (FTIR)
bestimmt. Die gemessenen FTIR-Spektren kdnnen den Makrondhrstoffen sowie diversen
unverdaulichen Futterbestandteilen zugeordnet werden, wodurch mit dieser Methode primar die
Zusammensetzung des Kotes bestimmt wird. Durch eine Referenzbibliothek wurde in zweiter Instanz
der Brennwert des Kotes kalkuliert. Sowohl in den eigenen Untersuchungen als auch in der Publikation
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von Bolze et al. (2013) konnte mittels direkter Brennwertbestimmung in der Bombenkalorimetrie kein
Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden.

Erhdhte Steroidspiegel und einer erhéhten Angstlichkeit der Mc4r® Mause sind somit wertvolle
erganzende Ergebnisse des GMC Screens. Diese deuten auf eine erhdhte Stressempfindlichkeit der
Mc4rVi8X gegeniiber Mc4r*t Mausen hin, die sich voraussichtlich unabhingig vom adipésen Phinotyp
der Mause sondern auf Grund der MC4R-Defizienz entwickelte. Dies wird gestitzt durch die
verringerte Nahrungsaufnahme der Mc4r"?%* M3use im metabolischen Screen sowie in den eigenen
Untersuchungen wahrend der Phasen intensiven Handlings. Die reduzierte Nahrungsaufnahme
wiederum beeinflusste vermutlich den Energieumsatz wahrend der Messungen, woraus eine
hypometabole Stoffwechsellage der Mc4rV® Mause resultierte.

Die initiale Ursache fiir den Korpergewichtsanstieg in friher jugend konnte mit den hier
durchgefiihrten Messungen nicht identifiziert werden. lhm folgte eine erhéhte Nahrungsaufnahme,
die stressbedingten Schwankungen unterlag. Ob dieser hormonelle Verdnderungen vorausgingen, die
zur initialen Akkumulation von Fettmasse flihrten ist nicht klar. Die GMC Untersuchungen bestatigten,
dass Mc4r1® Mause empfindlich auf Stress reagieren, was vermutlich auf die erhdhten Steroidspiegel
zuriickzufilhren war. Mit fortschreitendem Ubergewicht wurden zudem Anpassungen des
Energieumsatzes festgestellt. Auch im metabolischen Screen der GMC zeigten sich Mc4r'V1% Miuse als
ausgesprochen stresssensitiv. Die ungewohnte Messumgebung filihrte zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme, was wiederum in einer hypometabolen Stoffwechsellage resultierte. Die
untersuchten Mause zeigten somit, dass Nahrungsaufnahme nicht nur einer langfristigen Regulation
durch das Leptin-Melanocortin-System sondern einer vielfaltigen hormonellen Regulation unterliegt,
an der unter anderem auch Glucocorticoide beteiligt sind.
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3.2 FAT MASS AND OBESITY ASSOCIATED - FTO

Polymorphismen im ersten und zweiten Intron des FTO-Gens zeigen eine der starksten Assoziationen
mit erhéhtem BMI (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007). Wie und ob FTO die Entwicklung von
Adipositas beeinflusst ist nicht geklart. Unter diesem Aspekt wurde im Rahmen dieser Arbeit, der
Einfluss von FTO auf Komponenten des Energiehaushaltes untersucht, mit dem Ziel den Mechanismus
aufzuklaren, durch den FTO zur Entwicklung von Adipositas beitragen konnte. Hierzu wurden zwei
Mauslinien verglichen und eine davon umfassend phanotypisiert (vgl. Abbildung 3). Bei der Mauslinie
FtotmialEUCOMMWsi (Ftotmia) handelte es sich um eine sogenannte knockout-first Mauslinie aus dem
europaischen konditionalen Mausmutagenese Programm (EUCOMM). Der knockout wird bei dieser
Mauslinie durch Insertion einer Genfalle mit Reportergen erreicht, die zum vorzeitigen Abbruch der
Transkription fiihrt. Die Mauslinie Fto'™® wurde durch Verpaarung der Mauslinie Fto'™? mit einer Cre-
deleter Linie generiert. Die Cre-vermittelte Rekombination fiihrte zur Deletion von Exon 3 und einer
Verschiebung des offenen Leserahmens, was eine starke Verkirzung des FTO Proteins und Verlust der
funktionellen Domanen zur Folge hatte. Da es sich in beiden Fallen um recht neue Mauslinien handelte,
fand im Rahmen dieser Arbeit sowohl eine basale Charakterisierung, als auch eine metabolische
Phanotypisierung der geeigneten Mauslinie statt. Untersucht wurden Komponenten des
Energieumsatzes sowie die Energieaufnahme der Méause.

3.2.1 Fto - basale Kérperkenndaten und Vergleich der Modelle

Ein Vergleich des Kérpergewichtes acht Wochen alter Mause beider untersuchten Mauslinien ergab
ein signifikant reduziertes Kérpergewicht homozygoter Fto'™* M&use (Abbildung 13). Homozygote
Fto'™e M3use sowie Fto" und heterozygote Fto'™!® Maiuse hatten dagegen ein vergleichbares
Korpergewicht sowie eine dhnliche Korperzusammensetzung und Kérperlange (Abbildung 14). Bei
homozygoten Fto'™? M&usen konnte dagegen eine reduzierte fettfreie Masse sowie eine verringerte
KorpergroRe festgestellt werden. Insgesamt zeichneten sich Fto'™* Miuse durch einen kleinwiichsigen
Phanotyp aus, deren KorpergroRe dem reduzierten Korpergewicht entsprach. Die Fettmasse aller
untersuchten Mause war identisch. Das reduzierte Kérpergewicht der Fto™* Maiuse konnte somit
durch eine geringere fettfreie Masse und eine verringerte KérpergroRe erklart werden.
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Abbildung 13 Kérpergewichte von Fto™ und Fto'™* Miusen im Alter von 8 Wochen

Kérpergewicht homozygoter Fto™? (ko) Mause im Vergleich zu Fto'™® M3usen (wt, het, ko) beiderlei
Geschlechts und aller Genotypen. Die untersuchten Mdause verteilten sich wie folgt auf Genotyp und
Geschlechter: ko' m n=9; wt m n=3, het m n=3, ko m n=3, ko*'w n=5, wt w n=7, het w n=4, ko w n=6. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Einwege-ANOVA, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.
Der Stern markiert einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
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Abbildung 14 Korperzusammensetzung und -ldnge von Mannchen beider Fto-Linien

Fettfreie Masse und Fettmasse von Einzeltieren gemaR NMR-Spektroskopie (A) und Kérperldnge als Schnauzen-
Anus-Lange unmittelbar nach dem Abtoten (B). In beiden Abbildungen sind acht Wochen alte homozygote
Fto'™2@ Mannchen (ko**) zum Vergleich mit Fto™® Mannchen aller Genotypen (wt, het, ko) dargestellt.

3.2.2 Fto - Nachweis von Fto mRNA und Protein

Die Unterschiede in Kérpergewicht und —zusammensetzung zwischen homozygoten Fto™? und Fto'™**
Mausen lieR die Frage offen, ob das knockout-first Konstrukt zum beabsichtigten knockout von FTO in
der Mauslinie Fto™1¢ fiihrte. Um den Phinotyp der Miuse auf molekularer Basis aufzukldren, wurden
mRNA und Protein aus Hypothalamus-Proben extrahiert. Im Western Blot zum Nachweis von FTO-

Protein konnte in Proben der homozygoten Maduse beider Linien kein Protein gemessen werden
(Abbildung 15).
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Abbildung 15 Western Blot mit Proteinisolationen aus murinem Hypothalamus und HEK 293 Zellen
Standardisierte und normalisierte Quantifizierung (A) sowie Original Western Blot (B) der
Hypothalamusextrakte von 6 Individuen (50 ug Protein) und Proteinextrakt aus HEK 293 Zellen mit FTO
Uberexpressionsvektor (HEK293 FTO OE; 10 ug Protein). Es handelte sich um technische Duplikate die zu beiden
Seiten des GréRenmarkers aufgetragen sind. Die Signalstarken wurden auf B-Aktin normalisiert.
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Durch das eingefiigte knockout-first Konstrukt und die Wahl der Primer erwarteten wir bei
homozygoten Fto™!® M&usen ausschlieRlich ein Produkt bei Verwendung der Primer A und E, welche
in Exon 2 (A) und der eingefiigten Genfalle (E) banden (Abbildung 16A). Zur Kontrolle wurden zwei
weitere Primerpaare verwendet, die ausschliellich Produkte auf wildtypischer cDNA generierten
sollten und deren Bindestellen in Exon 2 (A) und Exon 3 (B) sowie in Exon 8 (C) und Exon 9 (D) lagen.
Mit allen drei Primerpaaren konnten in ¢cDNA homozygoter Fto™!® M&usen Produkte identifiziert
werden (Abbildung 16B). Da sich sowohl mit Primerpaaren AB, als auch mit CD, ein wildtypisches PCR-
Produkt im Agarosegel nachweisen lie, wurde davon ausgegangen, dass in dieser Mauslinie ein

alternatives SpleilRen stattfand.

Homozygote Triger des Fto™1%-Allels besaRen somit scheinbar eine Rest-Aktivitit des FTO-Proteins,
die zu einem wildtyp-Phanotyp homozygoter Mause fihrte. Die Menge des gebildeten Proteins war
scheinbar ausreichend fiir ein normales Kérperwachstum, lag aber unterhalb der Nachweisgrenze fiir
einen Western Blot. Die Mauslinie entsprach demnach einer knockdown-Linie fir FTO. Zur
Untersuchung eines Gen-knockouts und seinen Auswirkungen auf den Energiehaushalt war die

Mauslinie somit ungeeignet. Aus diesem Grund wurde fiir weitere Experimente die Mauslinie Fto'™??

verwendet.
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Abbildung 16 Bindestellen der Primer sowie Nachweis fiir alternatives SpleiRen in Fto'™*?-Maiusen

Die beiden hypothetischen cDNA Varianten heterozygoter Fto'™? Mause (A) inklusive Primer-Bindestellen,
maRstabsgetreuer GroRendarstellung der Exone (grau und weil markiert), sowie Linge und Lage der
eingefugten Genfalle mit Reporter- und Selektionsgen fir Beta-Galaktosidase und
Neomycinphosphotransferase (Bgeo). Abgebildet sind alle Exone der jeweiligen cDNA, Exon 9 und Bgeo sind
stark verkirzt dargestellt, alle anderen Exone malistabgetreu. Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
mit cDNA aus hypothalamischer mRNA nach Agarosegelelektrophorese (B). Jede Spur stellt ein Individuum und
die drei dazugehorigen PCR Produkte dar. Die Bindestellen der verwendeten Primer lag in folgenden Exonen:
A: Exon 2; B: Exon 3; C Exon 8; D: Exon 9; E: Bgeo-Kassette. Fiir die Sequenzen der Primer siehe Tabelle 3.
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3.2.3 Fto™b — Ursache und Entwicklung des kleinwiichsigen Phinotyps

Der body mass index (BMI) ist die wichtigste KenngrofRe um ein Ungleichgewicht im Energiehaushalt
zu erkennen und Grundlage fir die Definition von Adipositas. Wegen der starken Assoziation der
Kandidaten SNPs innerhalb des FTO-Lokus mit dem BMI stand das Korpergewicht der untersuchten
Mauslinien im zeitlichen Verlauf im Zentrum der basalen Phanotypisierung. Da sich die Mauslinie
Fto™1% als ungeeignetes Modell zur Rolle von FTO an der Regulation des Energiehaushaltes
herausstellte, wurden weitere Analysen an der FTO defizienten Mauslinie Fto™?** durchgefiihrt. Diese
Mause hatten im Alter von acht Wochen ein geringeres Korpergewicht, waren kleiner und
unterschieden sich in der Korperzusammensetzung von gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern
(siehe 3.2.1).

Zur weiteren Abklarung des kleinwiichsigen Phanotyps wurde die Expression der Major-Urinary-
Proteine (MUP) analysiert. Diese wird in der Leber vor allem durch Wachstumshormone (GH) gesteuert
und kann einen ersten Aufschluss Giber eine gestorte GH-Ausschiittung bzw. Signalverarbeitung geben
(Cavaggioni und Mucignat-Caretta, 2000; Meyer et al., 2004). Die MUP transportieren nicht-flichtige
Pheromone und werden abhangig von der sexuellen Reife Gber den Urin ausgeschieden. Analysiert
wurde der Urin 28 Tage alter Mause und die Menge der MUP im Coomassie gefarbten SDS-Gel
zwischen den Genotypen verglichen. Die nachweisbare Menge MUP homozygoter Fto'™* Mause war
signifikant niedriger als bei Fto"* oder heterozygoten Wurfgeschwistern (Abbildung 17). Die geringere
MUP-Expression kann ein Hinweis fiir eine gestdrte GH-Signalverarbeitung sein, aber auch Resultat

einer Entwicklungsverzogerung.
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Abbildung 17 Nachweis von MUP im Mausurin 28 Tage alter Fto'™!* Miannchen

Standardisierte Werte zur Signalintensitat von Major Urinary Protein (MUP) in Coomassie gefarbtem SDS-Gel.
Zur Standardisierung wurde eine Referenzprobe verwendet, die auf jedes Gel aufgetragen wurde. Dargestellt
ist der Median, sowie die Daten fiir Einzeltiere (wt 7; het 12; ko 4). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Einwege-ANOVA nach Rangen. Der Stern markiert einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
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Die Regulation der MUP wird multihormonell gesteuert, aus diesem Grund wurde zusatzlich der
Einfluss von GH auf andere Signalwege untersucht. Der Muskel wurde hierfir als weiteres Zielorgan
gewadhlt, da signifikante Unterschiede in der fettfreien Masse zwischen den Genotypen festgestellt
wurden. Im Muskel und der Leber aktiviert GH die Transkription von Somatomedin C (insulin-like
growth factor 1; Igf1), welches das Wachstum und die Differenzierung von Muskelzellen reguliert und
somit eine Schlisselrolle in der infantilen Wachstumsphase und dem Muskelwachstum spielt.
Zusatzlich wurden Transkriptionsfaktoren aus der Familie der myogenen Faktoren untersucht, die
essentiell fur die Ausbildung von Muskelfasern und die Differenzierung von Muskelzellen sind.
Beispielhaft wurden hier Myogener Faktor 3 (Myod) und Myogenin (Myog) ausgewdhlt. Als
Gegenspieler von IGF1 wurde Myostatin (Mstn) untersucht, welches einen hemmenden Effekt auf das
Muskelwachstum hat. Die Analyse von Quadrizepsmuskel-Proben zeigte, dass die Transkriptspiegel
von Myog und Myod, bei knockout Mausen signifikant geringer waren (Abbildung 18). Die
Transkiptmenge der Gegenspieler Igfl sowie Mstn und des Igfl-Rezeptor zeigten dagegen keine
Unterschiede in der Expression. Ein Einfluss von GH auf den kleinwiichsigen Phanotyp konnte somit
nicht belegt werden. Ursache fiir die verringerte fettfreie Masse homozygoter Fto'™* Mause kdnnte
demnach eine reduzierte Muskeldifferenzierung sein. Die niedrigen MUP Spiegel ménnlicher Fto™**
Mause konnten auf den Einfluss anderer Hormone, z. B. der Sexualhormone, zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 18 Relative mRNA Expressionsspiegel verschiedener Regulatoren des Muskelwachstums

Es handelt sich um standardisierte und normalisierte Werte der relativen mRNA-Expression im
Quadrizepsmuskel adulter mannlicher Fto™* Mause (ko) und deren heterozygoter Wurfgeschwistern (n=4 pro
Genotyp; technische Triplikate). Untersucht wurden die Transkriptionsfaktoren der Muskeldifferenzierung
Myogenin (Myog) und Myogener Faktor 3 (Myod), der Inhibitor der Differenzierung Myostatin (Mstn) sowie
den Aktivator der Differenzierung Somatomedin C (/gf1) und dessen Rezeptor (/gflr). Dargestellt ist der
Mittelwert + Standardabweichung. Die Normalisierung der Werte erfolgte mit den mRNA-Spiegeln des
Hitzeschockproteins 90. Die statistische Auswertung erfolgte im zweiseitigen T-Test. Der Stern markiert einen
signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).

Die Entstehung des kleinwiichsigen Phanotyps wurde weiterhin in allen Entwicklungsstufen ausgiebig
untersucht um diese zeitlich einzugrenzen. Beginnend mit der Embryonalentwicklung wurden Féten
von drei trachtigen Weibchen an Tag E18,5 prapariert und untersucht. Jedes der Weibchen war mit
neun Jungtieren trachtig, 26 davon zeigten nach Entnahme Vitalfunktionen. Die Genotypen verteilten
sich gemalR der Mendelschen Regeln im Verhaltnis von 1-2-1 (wt n=7, het n=13, ko n=7). Zwischen den

Genotypen konnte kein Unterschied im Fétalgewicht festgestellt werden.
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Der kleinwiichsige Korperbau sowie eine geringere Wachstumsrate wurde bereits bei wenige Tage
alten Nestlingen beobachtet (Abbildung 19A & B). Die Welpen waren zudem weniger agil, schlechter
genadhrt und hatten eine hohere Sterblichkeitsrate als gleichaltrige Wurfgeschwister. Bei
Standardhaltungsbedingungen starb ein Drittel der Fto'™** Welpen vor dem Absetzen, durch Zucht in
Thermoneutralitit konnte die Ausbeute abgesetzter Fto'™* Jungtiere verdoppelt werden. Beim
Absetzen der Welpen hatten Fto'™* Maiuse ein signifikant geringeres Koérpergewicht als
Wurfgeschwister der anderen Genotypen (Abbildung 19C), zeigten motorische Aberrationen und
hatten eine geringere Korpertemperatur (Abbildung 19D), die vermutlich Folge des schlechten
Allgemeinzustandes beim Absetzen war.
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Abbildung 19 Kérpergewichtsverlauf, Kdrpergewicht und Kérpertemperatur von Fto!™* Welpen

Korpergewichtsverlauf von 73 Welpen wahrend der Nestlingszeit (A, B). Vier Welpen starben bereits vor der
Genotypisierung, vier weitere vor dem Absetzen. Heterozygote Welpen (het) sind im Hintergrund, Fto"! (wt)
und Fto'™ (ko) Wurfgeschwister im Vordergrund dargestellt. Mannchen (A; m; wt n=10; het n=22; ko n=5) und
Weibchen (B; w; wt n=10; het n=20; ko n=2) sind getrennt abgebildet. Kérpergewicht (C) sowie rektale
Kérpertemperatur (D) von Fto'™* (ko), heterozygoten und Fto"! Jungtieren beim Absetzen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung des Kérpergewichtes, sowie Median, 25. und 75. Perzentile der rektalen
Koérpertemperatur. Die Tierzahlen sind jeweils in Klammern angegeben. Die statistische Auswertung des
Korpergewichtes erfolgte mittels Einwege-ANOVA, die der Kérpertemperatur mittels Einwege-ANOVA nach
Rangen. Der Stern markiert einen signifikanten Genotypeffekt (* p <0,05).
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Die abgesetzten Jungtiere verteilten sich nicht den Mendelschen Regeln entsprechend auf die
Genotypen (Abbildung 20A). Von 1076 insgesamt abgesetzten Jungtieren wurden nur 71 Fto'™
genotypisiert, dies entsprach 6,6%. Es wurden dagegen fast doppelt so viele Fto"”* Miuse
genotypisiert wie Fto™. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass ein GroRteil der verstorbenen
Nestlinge homozygote Fto'™® Welpen waren. Nahezu die Hilfte der abgesetzten Fto'™* Méiuse
verstarb plotzlich Laufe der weiteren Entwicklung, 27 von 33 Mausen bereits in den ersten finf
Lebenswochen, bei den anderen Genotypen war der Anteil wesentlich geringer (wt: 1; het: 9;
Abbildung 20B). Durch Absetzen homozygoten Fto'™!® Jungtiere mit etwa 30 Tagen konnte die
Jungtiersterblichkeit reduziert werden. Die heranwachsenden Fto™?’ Jungtiere im elterlichen Kafig
hatten dabei keinen Einfluss auf die Uberlebenschance neu geborener Wiirfe. Zusatzlich angebotener
Futterbrei férderte weiterhin die selbstindige Erndhrung der Fto'™!? Jungtiere, die nach dem Absetzen
wieder mit ihren gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern in Kleingruppen zusammengefiihrt wurden.

Rivalitdaten oder Rangkdampfe wurden dabei nicht festgestellt.
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Abbildung 20 Genotypverteilung und Uberlebensrate abgesetzter Fto'™* Miuse

Dargestellt ist die Verteilung der abgesetzten Mause auf die Genotypen (A). Von 1076 abgesetzten Welpen
verstarben einige Mause in der weiteren Entwicklung plotzlich. Die Verteilung der verstorbenen Mause auf die
Genotypen ist ebenfalls in Abbildung A zu sehen. Es wurde beobachtet, dass von den abgesetzten homozygoten
Fto'™® Mausen fast die Halfte der Mause in der weiteren Entwicklung verstarb. In Abbildung B ist die
Uberlebensrate aller Genotypen bis zu einem Alter von 10 Wochen dargestellt. Ein groRer Anteil der Fto™b
Mause war zum Zeitpunkt des Todes jlinger als sechs Wochen. Die Angaben in Klammer geben die Anzahl der
insgesamt abgesetzten Welpen sowie die unerwartet verstorbenen Mause an.
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Wachstumsverzégerungen in der ersten Wachstumsphase als Nestlinge fihrten somit zum
kleinwiichsigen Phanotyp homozygoter Fto™® Mause. Dieser konnte wihrend des pubertiren
Wachstumsschubes nicht kompensiert werden (Abbildung 21), da die Wachstumsrate aller Genotypen

wahrend der Pubertat identisch war (Tabelle 12).
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Abbildung 21 Kérpergewichtsverldufe heranwachsender Fto'™* Miuse

Koérpergewichtsverldufe heranwachsender Fto'™® Mause ab einem Alter von ca. 16 Tagen bis ins
Erwachsenenalter, aufgeteilt nach Mannchen (A; m; wt n=38; het n=94; ko n=14) und Weibchen (B; w; wt n=34;
het n=82; ko n=12). Homozygote Fto™* Miuse (ko) beider Geschlechter waren in allen Wiirfen leichter als
Fto"™ (wt) und heterozygote (het) Wurfgeschwister.

Tabelle 12 Wachstumsrate heranwachsender Fto™* Miuse im zweiten Wachstumsschub

Dargestellt ist die Wachstumsrate im Alter von ca. 28 bis 60 Tagen fiir die untersuchten Genotypen, aufgeteilt
nach Geschlechtern. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Zwei-Wege ANOVA. Das Paragraphenzeichen markiert einen signifikanten Effekt des Geschlechts (§ p <
0,05). Die jeweiligen Tierzahlen sind in Klammern angegeben.

Fto™ FtoW/tmib Ftotmib p<0,05

Minnchen 0,35g+0,063 (18) 0,33g+0,070(38) 0,32 g+0,068 (9)

Wachstumsrate [g/d] )
Weibchen 0,18 g+0,065(18) 0,20g+0,087(26) 0,25g+ 0,032 (5)

Wie bereits zuvor erwahnt, war die Kérperzusammensetzung acht Wochen alter Mause durch die FTO-
Defizienz massiv verandert (vgl. Abbildung 14) und entsprach den publizierten Beobachtungen (Gao et
al., 2010). Die Analyse ausgewachsener Mause erbrachte das gleiche Ergebnis (Abbildung 22). Die
untersuchten homozygoten Fto™® Maiuse beiderlei Geschlechts hatten im Verhiltnis zu ihrem
Kérpergewicht eine erhdhte Fettmasse sowie eine geringere fettfreie Masse. Zusatzlich konnten durch
Regressionsanalysen genotypspezifische Unterschiede in der Fettgewebsakkumulation festgestellt
werden. Die Adjustierung der Korperzusammensetzung auf das Kérpergewicht belegte, dass FTO-
defiziente Mause eine geringere fettfreie Masse und mehr Fettmasse hatten als wildtypische Mause
(Abbildung 23).
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Abbildung 22 Kérperzusammensetzung und Kérpergewicht ausgewachsener Fto™* Miuse

Zusammenhang zwischen Kérpergewicht (KG) und Kérperzusammensetzung ausgewachsener, ca. 21 Wochen
alter Mannchen (A, B) und Weibchen (C, D). Bei beiden Geschlechtern konnte in der fettfreien Masse (FFM; A,
C) fur alle Genotypen eine gleiche Steigung der Regressionsgraden verifiziert werden. Die Akkumulation von
Fettmasse (FM; B, D) war dagegen zwischen den Genotypen verschieden. Es konnte folglich bei homozygoten
Fto'™® M3usen eine geringere fettfreie Masse beobachtet werden, sowie ein genotypspezifischer Unterschied
in der Fettakkumulationsrate. Die statistische Auswertung der Regressionen erfolgte im Rahmen der ANCOVA
(Test der gleichen Steigung).
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Abbildung 23 Adjustierte fettfreie und Fettmasse ausgewachsener Fto'™* Mause

Nach ANCOVA, mit Korpergewicht als Kovariate, korrigierte, fettfreie Masse und Fettmasse beider

Geschlechter in Fto'™® Mausen. Ein-Wege-ANCOVA mit Test fiir gleiche Steigung (fettfreie Masse) sowie ohne

Test fur gleiche Steigung (Fettmasse). Eine statistische Signifikanz ist durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p

<0,05; a: ko # wt & het; b: ko # het; c: wt # het)
Die divergente Verteilung von Fettmasse und fettfreier Masse zwischen den Genotypen war auch auf
Organebene erkennbar (Abbildung 24). Homozygote Fto™* Maiuse hatten groRere weiRe Fettdepots,
die auch nach Adjustierung auf das Kérpergewicht bei beiden Geschlechtern signifikant gréRer waren
(Daten nicht gezeigt). Durch die Praparation der Fettgewebe zeichnete sich somit die gleiche
Gewebeverteilung wie in den NMR-Messungen ab. Die Quadrizepsmuskel homozygoter Fto™?*
Mausen waren kleiner, eine signifikant verringerte Masse konnte aber nur bei den Weibchen
festgestellt werden. Fir die Mannchen zeichnete sich ein Trend in die gleiche Richtung ab.
AbschlieRend kann festgestellt werden, dass Fto™® Ma&use relativ zu ihrem Kérpergewicht eine
groRere Fettmasse sowie eine geringere fettfreie Masse hatten. Welche organische Ursache die

geringere fettfreie Masse hatte liel sich aus den entnommenen Geweben nicht beurteilen.

Die basale Charakterisierung der Mauslinie Fto'™* ergab somit, dass die Mauslinie in der Welpenphase
eine Kleinwichsigkeit entwickelte. Diese ging einher mit einem verringerten Muskelwachstum,
welches moglicherweise durch eine reduzierte Muskeldifferenzierung verursacht wurde. Der
kleinwiichsige Korperbau konnte in der pubertdaren Wachstumsphase nicht kompensiert werden, so
dass ausgewachsene Mause weiterhin kleinwlchsig waren. Die Gewichtszunahme erfolgte in der
pubertiaren Wachstumsphase mit der gleichen Rate wie bei wildtypischen oder heterozygoten
Mausen. Die Akkumulation von Korperfett erfolgte in dieser zweiten Wachstumsphase mit einer
erhdhten Rate. Des Weiteren wurde bei den Maiusen der Linie Fto'™? eine erhohte
Jungtiersterblichkeit festgestellt, die durch Zucht bei Thermoneutralitdit und verlangerter

Nestlingsphase reduziert werden konnte (Daten hierzu nicht gezeigt).
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Organgewichte mannlicher (A-D) und weiblicher (E-H) M&duse mit wildtypischem (wt), heterozygotem (het)
oder homozygotem (ko) Fto'™* Lokus. Alle M3use hatten zum Zeitpunkt der Organentnahme ein Alter von >20
Wochen. Vergleichend dargestellt sind interscapulares Braunes Fettgewebe (iBAT), Quadrizepsmuskel (SKM),
abdominales subkutanes (SWAT) sowie epigonadales Weies Fettgewebe (e WAT).
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3.2.4 Fto'™b - Metabolische Messungen

Die Messung des Energieumsatzes in unterschiedlichen Mausmodellen fir Adipositas ist Kernstiick
dieser Arbeit. Aus diesem Grund erfolgte eine umfassende Untersuchung der einzelnen Komponenten
des Energiehaushaltes auch im Mausmodell Fto™*. Im Zentrum stand dabei die Messung des
Energieumsatzes mittels Indirekter Kalorimetrie Gber mehrere Tage. Beide Geschlechter zeigten eine
typische Tag-Nacht-Rhythmik im Energieumsatz (Abbildung 25). Diese war gekennzeichnet durch
niedrige Verbrauchswerte in der Ruhephase am Tag und erhéhte Werte in der aktiven Dunkelphase.
In homozygoten Fto'™* M&usen war der nichtliche Anstieg des Energieumsatzes vor allem in der
ersten Nachthalfte weniger stark ausgepragt als bei gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern. Trotz
des wesentlich geringeren Kdrpergewichtes homozygoter Fto'™? Mause, war der Energieumsatz am
Tag vergleichbar mit den anderen Genotypen.
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Abbildung 25 Energieumsatz von Fto'™* Mausen im zeitlichen Verlauf
Energieumsatz im Tagesverlauf von Mannchen (A; wt n=6; het n=11; ko n=7) und Weibchen (B; wt: n=7; het:
n=10; ko: n=9) der Mauslinie Fto™!?. Grau hinterlegte Bereiche markieren die Nacht. Dargestellt sind
Stundenmittelwerte und Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-Wege ANOVA
mit Messwiederholungen, die statistische Signifikanz ist durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p <0,05; a ko
# het; b ko # wt & het).
Eine genauere Analyse der Ruhestoffwechselrate belegte, dass sowohl in der néachtlichen
Aktivitdtsphase, als auch in der Ruhephase am Tag der Energieumsatz zwischen den Genotypen
vergleichbar war (Abbildung 26A). Nach Adjustierung der Ruhestoffwechselrate auf das Kérpergewicht

oder die fettfreie Masse war diese bei Fto™* M3usen signifikant erhéht (Abbildung 26B).

44



FAT MASS AND OBESITY ASSOCIATED - FTO ERGEBNISSE

A 600 RMR

g O wtm § §

ESO0TH kim > = - =

(O]

£ 500 - O wtw

< B «w

5 450 A

2

£ 400 4

S

=1 0 1N

>

o .. e
oI _Imm N C_In C N C I e C I T

4 Wochen (Tag) 4 Wochen (Nacht) 9 Wochen (Tag) 9 Wochen (Nacht)
600 adjustierte RMR - Kovariate: MM

= O wtm §

E S50l «im

L8y O ww —

T‘; B «iw

é 450

é 400 A

S

>

o _ e

e e . . S —
4 Wochen (Tag) 4 Wochen (Nacht) 9 Wochen (Tag) 9 Wochen (Nacht)
Abbildung 26 Ruhestoffwechsel von Fto'™* Mausen
Ruhestoffwechsel beider Geschlechter und aller Genotypen gesplittet nach Tag und Nacht (A). Des Weiteren
ist die adjustierte Ruhestoffwechselrate am Tag nach ein-Wege-ANCOVA mit Koérpergewicht bzw. die fettfreier
Masse als Kovariate dargestellt (B). Die nachfolgende statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-Wege-
ANOVA. Eine statistische Signifikanz ist durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p <0,05; a: ko # (wt & het), b:
wt # het # ko).
Der erhohte Ruhestoffwechsel und der geringere Energieumsatz in der ersten Nachthilfte
homozygoter Fto™* Miuse spiegelten sich auch im tiglichen Energieumsatz und dem nach Lichtphase
berechneten Energieumsatz wieder (Abbildung 27). In Folge des geringeren Energieumsatzes
homozygoter Fto™* Mause in der Nacht waren sowohl der tigliche (24h) als auch der nichtliche (12h)
Energieumsatz im Vergleich zu gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern geringer. Wohingegen im
Energieumsatz der Lichtphase aufgrund der erhdhten Ruhestoffwechselrate kein Unterschied

zwischen den Genotypen festgestellt werden konnte.
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Der tagliche Energieumsatz aller untersuchten Mause dagegen entsprach trotz Unterschieden in der
Kérpermasse dem jeweiligen Korpergewicht (Originaldaten nicht gezeigt). Im korpergewichts-
adjustierten taglichen Energieumsatz konnten folglich keine genotypspezifischen Unterschiede
festgestellt werden (Abbildung 28). Allerdings unterschied sich die Kdérperzusammensetzung
homozygoter Fto'™* Méiuse signifikant von den anderen Genotypen. Der Hauptverbraucher fir
Energie ist die fettfreie Masse, die bei FTO-defizienten Mausen geringer war (siehe Kapitel 0). Nach
Adjustierung des tadglichen Energieumsatzes auf die fettfreie Masse ergab sich somit fir beide

Geschlechter ein signifikant erhdhter Energieumsatz homozygoter Fto!™? Miuse (Abbildung 28).
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Abbildung 27 Energieumsatz von Fto'™* Mausen nach Lichtphase und Geschlecht

Taglicher Energieumsatz ber 24 Stunden, sowie getrennt nach Nacht-/Tag-Phase und Geschlechtern. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels ein-Wege ANOVA innerhalb der Geschlechter. Dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung, eine statistische Signifikanz ist durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p
<0,05; a: ko # het; b: ko # wt & het).

80
O mwt O wwt
O mhet [ w het
70 B nk B wko
)
~ a
> 60 1 a
5
£ 50 A
g I T
oy
2 40 4
w
30 4 L
0 T | — | — T
adjustiert auf Kérpergewicht adjustiert auf feft reie Masse

Abbildung 28 Adjustierter tiglicher Energieumsatz von Fto™*® Mausen

Durchschnittlicher taglicher Energieumsatz aller Mduse adjustiert auf das Kérpergewicht oder die fettfreie
Masse. Mannchen (m; wt n=6; het n=11; ko n=7) und Weibchen (w; wt n=7; het n=10; ko n=9) sind getrennt
voneinander als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ein-Wege-ANCOVA mit dem Korpergewicht bzw. der fettfreien Masse als Kovariate. Signifikante Unterschiede
sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p<0,05; a: ko # wt & het).
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Durch Aktivitat und Futteraufnahme wurde nachts eine hohere respiratorische Austauschrate (RER)
als in der Lichtphase aufgezeichnet. Diese Tagesperiodik war bei allen Mausen ausgepragt (Abbildung
29), besonders stark bei homozygoten Fto'™* Mannchen. Der genotypspezifische Unterschied deutet
darauf hin, dass Fto'™* Mannchen in der Schlafphase andere Energiereserven nutzen als Fto"! oder

heterozygote Mause. Bei den Weibchen waren keine Unterschiede in der RER erkennbar.
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Abbildung 29 Respiratorischen Austauschrate von Fto'™® Mausen im zeitlichen Verlauf

Dargestellt sind die Stundenmittel der respiratorischen Austauschrate von Mannchen (A; wt n=6; het n=11; ko
n=7) und Weibchen (B; wt n=7; het n=10; ko n=9) der Mauslinie Fto™ im Tagesverlauf. Grau hinterlegte
Bereiche markieren die Dunkelphase. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zwei-Wege ANOVA mit Messwiederholungen. Eine statistische Signifikanz ist durch
Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p <0,05; a: ko # wt & het; b: ko # het).

Zusatzlich zum Energieumsatz wurde parallel die Koérpertemperatur der Mduse gemessen und die
Energieaufnahme bestimmt. Sowohl in der Kérpertemperatur, als auch in der Futteraufnahme sowie
der Assimilationseffizienz konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden
(Tabelle 13). Aus taglicher Futteraufnahme und Assimilationseffizienz wurde die taglich assimilierte
Energie der Einzeltiere berechnet. Durch eine starke Variation in der individuellen Futteraufnahme
unterlagen die Rohdaten der assimilierten Energie sowie die adjustierten Werte (Abbildung 30) einer

starken Streuung.

Tabelle 13 Kérpertemperatur und Energieaufnahme adulter Fto'™** Mause
Wahrend der Energieumsatzmessungen wurden taglich Kérpertemperatur und Futteraufnahme der Fto
Mduse gemessen, die Assimilationseffizienz leitet sich aus der Energieaufnahme und der ausgeschiedener Kot-
Energie ab. Die statistische Auswertung der Daten ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen. Angegeben ist sind Mittelwert + Standardabweichung.

wt het ko

tmib

. Maéannchen 37,5+1,06 37,6 +0,48 37,4+0,39
Kérpertemperatur [°C]

Weibchen 37,8 +0,65 37,8 + 0,41 37,3 +0,66
Mannchen 3,57 +1,150 3,54 +1,081 2,49 + 0,201
Futteraufnahme [g] .
Weibchen 2,95+0,924  3,14+1,159 2,36+ 1,051
o » Minnchen 78,4 +4,21 79,5 + 3,75 77,6 +3,21
Assimilationseffizienz [%] .
Weibchen 77,7 + 4,67 78,9 + 6,28 72,8 +7,69
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Abbildung 30 Assimilierte Energie der Fto'™!* Mause

Adjustierte taglich assimilierte Energie mit dem Korpergewicht und der fettfreie Masse als Kovariate.

Mannchen (A; wt n=5; het n=10; ko n=6) und Weibchen(B; wt n=6; het n=8; ko n=8) sind getrennt dargestellt.

Die Auswertung erfolgte mittels Ein-Wege-ANCOVA, dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.
Der Energieumsatz eines Organismus ist abhangig von der KérpergréRe, Kérperoberfliche und der
GroRe der metabolisch aktiven Organe. Dieser Zusammenhang wurde auch bei allen untersuchten
Mé&usen und Genotypen der Mauslinie Fto'™?’ festgestellt. Aus diesen Untersuchungen lsst sich somit
zusammenfassend sagen, dass der Energieumsatz homozygoter Fto'™® Ma&use ihrem geringeren
Korpergewicht entsprach. Unter Bericksichtigung der geringeren fettfreien Masse homozygoter
Fto'™® Mause resultierte hieraus eine erhdhte Stoffwechselrate, welche durch eine erhéhte
Ruhestoffwechselrate verursacht wurde. Dies konnte ein kompensatorischer Mechanismus sein um
die Kérpertemperatur aufrecht zu erhalten. Abhangig ist der Energieumsatz zur Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur vom Temperaturgefdlle zwischen Koérpertemperatur und Umgebungstemperatur
sowie vom  Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnis. Messungen des Energieumsatzes in
Thermoneutralitdit sowie implantierten Temperatursendern kénnten helfen, den Beitrag der
Koérpertemperatur an der erhdhte Ruhestoffwechselrate aufzuklaren. Wir haben weiterhin eine
geringere RER am Tag bei Fto'™* Minnchen messen, auf eine erhdhte Fettoxidation hindeutet, um
einer weiteren Akkumulation von Fettmasse entgegen zu wirken. Zusatzlich wurde in der
Aktivitatsphase ein geringerer Energieumsatz gemessen. Vor allem in der ersten Nachthalfte war der
Energieumsatz wildtypischer und heterozygoter Mause hoher. Diese Zeit diente vorrangig der
Futtersuche und Erkundung der Umgebung. Der geringere Energieumsatz zu dieser Tagesperiode war
unter Umstanden auf weniger Gesamtaktivitat zurlickzufiihren.
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3.2.5 Ftot™mb . Aktivititsmessung

Die Aktivitdat der Mause wurde unabhdngig vom Energieumsatz untersucht. Die verwendete
Messanlage zeichnete sowohl Bewegungen in horizontaler Richtung auf, als auch das vertikale
Aufrichten. Dadurch konnte nicht nur die Bewegungsaktivitdt, sondern auch Explorationsverhalten der
Mause untersucht werden. Die Bewegungsaktivitdt zeigte eine lichtabhdngige Tagesperiodik mit
erhohter Aktivitat in der Nacht und Ruhe am Tag (Abbildung 31). Genotypspezifische Unterschiede
konnten weder im tageszeitlichen Verlauf noch in der Summe der taglichen Bewegungsaktivitat
festgestellt werden. Im Aufrichte- und Erkundungsverhalten war ebenfalls nachts die Aktivitat von
Fto"t und heterozygoten Mausen am Héchsten (Abbildung 32). Homozygote Fto'™* Mause zeigten
dagegen kaum mehr Erkundungsverhalten als am Tag, sie richteten sich nur % so oft auf wie ihre
Wurfgeschwister.
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Abbildung 31 Bewegungsaktivitat in x-Richtung iiber 48 Stunden

Die Bewegungsaktivitdit wurde anhand von Unterbrechungen der Lichtschranken in x-Richtung an zwei
aufeinanderfolgende Messtagen in beiden Geschlechtern getrennt voneinander bewertet (A Médnnchen: wt
n=3, het n=10, ko n=5; B Weibchen: wt n=6, het n=10, ko n=8). Dargestellt sind Stundenmittelwerte und
Standardabweichung. Die Dunkelphase ist grau hinterlegt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-
Wege-ANOVA mit Messwiederholungen. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Kleinbuchstaben
gekennzeichnet (p <0,05; a ko # het; b ko # wt & het; ¢ het # wt & ko; d wt # het & ko
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Abbildung 32 Aufricht-Aktivitdt im zeitlichen Verlauf iiber 48 Stunden

Dargestellt ist die Aufricht-Aktivitat aller Genotypen aufgeteilt nach Mannchen (A; wt n=3, het n=10, ko n=5)
und Weibchen (B; wt n=6, het n=10, ko n=8) als Stundenmittelwerte und Standardabweichung. Die
Dunkelphase ist grau hinterlegt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-Wege-ANOVA mit
Messwiederholungen. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet
(p <0,05; a ko # wt; b ko # wt & het; ¢ ko # het; d het # wt & ko; e wt # het # ko; f wt # het & ko;).

Aus diesen Messungen lasst sich ableiten, dass die FTO-Defizienz homozygoter Fto™* Mause keinen
Effekt auf die Bewegungsaktivitdt in Form der zurlickgelegten Strecke hatte. Allerdings konnte ein
genotypspezifischer Effekt auf das Erkundungsverhalten der Mause gefunden werden. Die geringere
Aufrichtaktivitit liefert somit eine Erklarung fiir den geringeren Energieumsatz homozygoter Fto™®
Mause in der Nacht und koénnte zusatzlich ein Anzeichen fiir einen dngstlichen und neurologischen
Phanotyp darstellen.

50



FAT MASS AND OBESITY ASSOCIATED - FTO ERGEBNISSE

3.2.6 Fto™Ib _fettreiche Fiitterung

Genetische Veranlagung kann Ursache fiir die Gewichtszunahme bei energiereicher Ernahrung sein,
der sogenannten didt-induzierten Adipositas (DIO). Aus diesem Grund wurde eine Kohorte méannlicher
Fto'™ M3use im Alter von 20 Wochen auf eine fettreiche Diit umgestellt und der Einfluss von FTO auf
die Kérpergewichtsentwicklung untersucht. Die Didt-Umstellung erfolgte innerhalb einer neuntdgigen
Messung in der Feeding-Drinking-Activity Anlage, die auch fir die Messung der Bewegungsaktivitat
verwendet wurde (siehe 3.2.5). In dem Experiment wurde auf eine Gruppe, die mit Kontrolldiat
gefiittert wurde verzichtet, da es in diesem Experiment ausschlieBlich auf den Effekt der fettreichen

Diat auf die Entwicklung des Kérpergewichtes ging.
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Abbildung 33 Energieaufnahme von Fto™* Miusen im Futterwahlversuch
Futterwahlversuch (iber 9 Messtage mit drei Tagen Vorlauf (Haltungsdiét; C), drei Tage Futterwahl zwischen
fettreichem Futter (HF) und C sowie abschlieRend drei Tagen ausschlieRliche HF Fltterung, ergdnzend dazu ist
die Futteraufnahme nach sieben Wochen fettreicher Fiitterung (HF 49) abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert
+ Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-Wege-ANOVA mit
Messwiederholungen. Eine statistische Signifikanz ist mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p <0,05; a ko # het
(C); b ko #wt & het (HF)).
Die fettreiche Fltterung erfolgte mit ausgewachsenen Mausen um ausschlieBlich Effekte der
Fltterung auf die Gewichtszunahme zu erzielen. Alle Mause stammten aus der thermoneutralen Zucht
und wurden ab dem Absetzen bei Raumtemperatur gehalten. Die Umstellung auf eine fettreiche Diat
wurde im Rahmen eines Futterwahlversuches durchgefiihrt. Jeweils drei Tage wurde den Mausen
Haltungsfutter, eine fettreiche Didt oder beides angeboten. Bei Fiitterung der Haltungsdiat hatten alle
Mause eine vergleichbare Energieaufnahme (Abbildung 33). Wahrend der Futterumstellung
bevorzugten die Mause zunehmend das fettreiche Futter, bei homozygoten Fto'™* Mausen setzte
diese Reaktion verzogert ein. Die tagliche Energieaufnahme aller Mause war in den ersten Tagen der
fettreichen Fltterung erhéht und nahm im Laufe des Experiments wieder ab, so dass am Versuchsende
die Energieaufnahme der zu Versuchsbeginn entsprach. Bei homozygoten Fto'™* M&usen konnte
wahrend der gesamten Fitterungsdauer der Trend zu einer reduzierten Energieaufnahme festgestellt
werden, der zu Beginn der Fiitterung signifikant war.
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Abbildung 34 Korpergewichtsanstieg liber 7 Wochen fettreicher Fiitterung

Anstieg des Kérpergewichts homozygoter Fto*t (wt n=8) und Fto'™? (ko n=10) sowie der Fto*"™® Mause (het

n=14) nach Umstellung auf fettreiche Fitterung als Einzeltierverlaufe (A) sowie als Gruppenmittelwert und

Standardabweichung (B).
Zu Beginn des Experiments waren alle FTO-defizienten Mause wie in den vorangegangenen
Experimenten kleinwiichsig und leichter als ihre Wurfgeschwister (wt: 28,4 g + 1,37; het: 27,9 g + 2,71;
ko: 20,9 g + 1,04). In den ersten sieben Tagen fettreicher Flitterung war der Gewichtsanstieg der
Gruppen etwa gleich hoch. Nach sieben Wochen fanden sich bei allen Genotypen Mause, resistente
und empfingliche Mause fur DIO. Fiunf Fto'™* Mannchen fielen besonders auf, da deren
Koérpergewicht nach einer Woche fettreicher Fiitterung stagnierte. (Abbildung 34A). Dies flihrte nach
sieben Wochen zu einer geringeren, mittleren Gewichtszunahme homozygoter Fto'™* Mause im
Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern, die keine statistische Signifikanz erreichte. Vier homozygote
sowie drei heterozygote Mduse mit DIO-Resistenz entwickelten zudem eine ausgeprdgte Dermatitis
im Kopf- und Wangenbereich (Abbildung 35). Bei Mausen ohne Dermatitis war der prozentuale
Gewichtsanstieg zwischen den Genotypen vergleichbar. Genetische Pradisposition fihrt bei C57BL/6
Stdmmen zu Dermatitis, deren Entwicklung durch fettreiche Fitterung oder genetische
Veranderungen zusatzlich beglinstigt wird (Hampton et al., 2012). Die Stagnation des
Kérpergewichtsanstiegs in den betroffenen Mausen vermutlich durch die Dermatitis und der damit

den verbundenen Belastungen (Juckreiz, Unwohlsein) ausgelost.
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Abbildung 35 Dermatitis homozygoter, fettreich gefiitterter Fto'™* Mause

Im Verlauf der Futterung mit fettreicher Didt entwickelten einige der homozygoten und wenige heterozygote

Fto'™® M&use durch Juckreiz ausgeldste offene Hautstellen. Diese befanden sich vor allem in der Kopfregion

und waren begleitet von gerdteten und geschwollenen Hautpartien, vor allem an den Korperanhdngen.

Zusatzlich entwickelten alle fettreich geflitterten Mause ein fettig verklebtes Fell.
Gewebeproben einiger der betroffenen Mause sowie deren wildtypischer Wurfgeschwister wurden
am Zentrum Allergie und Umwelt (ZAUM) der TUM von Frau Professor Claudia Traidl-Hoffmann
mikroskopisch untersucht. Dem zufolge konnten klar erkennbare Unterschiede zwischen Fto"' und
Fto'™® Mausen in Hamatoxylin-Eosin-gefdrbten Schnitten festgestellt werden. Bei den untersuchten
Fto'™® Maiusen wurde eine sehr dicke Epidermisschicht, teilweise mit Entziindungsinfiltrat,
Hyperkeratose und Parakeratose festgestellt. Zur weiteren Abgrenzung und Beschreibung des
Krankheitsbildes sprachen die Dermatologen die Empfehlung aus, weitere Untersuchung der Proben
auf Verhornungsmarker (Keratin 10 und 14, Involucrin), Proliferationsmarker (Ki67), und
Entziindungsmarker (CD1a) durchzufihren.

Abbildung 36 Histologie von Hautproben fettreich gefiitterter Mause

Reprisentative Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Hautproben der Wangenregion homozygoter Fto'™* Miuse (B)
mit dulerlichen Veranderungen der Haut sowie deren wildtypische Kontrollen (A). Wildtypische Schnitte
zeigten im Gegensatz zu Fto'™® Proben eine diinne, gleichmaRige Epidermis und wenig Verhornung (rote
Farbung).
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Wahrend der Aktivititsmessungen nahm die Aktivitdit der Mause nach einer anfanglichen
Erkundungsphase im Versuchsverlauf ab (Abbildung 37A). Gleiches galt fiir das Aufrichten. Wie bereits
in vorangegangenen Messungen beobachtet (siehe 3.2.5), zeigten Fto'™* M&use dieses Versuchs einen
Trend zu weniger Gesamtaktivitat und kaum Erkundungsverhalten (Abbildung 37).
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Abbildung 37 Aktivitdt im Tagesdurchschnitt wihrend der Umstellung auf ein fettreiche Diat
Bewegungsaktivitdt in x-Richtung (A) sowie Aufricht-Aktivitat (B) dargestellt als Tagesmittelwert +
Standardabweichung der jeweiligen Genotypen (wt n=8; het n=14; ko n=10). Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zwei-Wege-ANOVA mit Messwiederholungen. Signifikante Genotypunterschiede sind durch
Kleinbuchstaben gekennzeichnet (p <0,05; a wt # het # ko; b ko # het; ¢ ko # wt; d ko # wt & het).
Am Ende des Fitterungsexperiments wurde allen Madusen die Leber entnommen und fiir histologische
Untersuchungen aufgearbeitet. Fetteinlagerungen in der Leber sind oft eine Folgeerscheinung
fettreicher Fltterung und konnen sich zu einer nicht-alkoholischen Fettleber (NAFL) bis hin zur
nichtalkoholischen Steatohepatits (NASH) oder Leberzirrhose entwickeln. In allen Hamatoxylin-Eosin
gefarbten Paraffinschnitten wurden kaum oder nur leichte Fetteinlagerungen festgestellt (Abbildung

38). Es wurden keine Unterschiede zwischen den Genotypen beobachtet.
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Abbildung 38 Leberhistologie von reprasentativen Gewebeschnitten

Hamatoxylin-Eosin gefdrbte Leberschnitte in 200-facher VergroRerung. Reprasentative Gewebeschnitte fir

fettreichgefitterte Fto"* (A) und Fto'™* (B) Mause. Beide Genotypen zeigen sowohl keine als auch leichte

Einlagerung von Fett in der Leber.
Sowohl in ihrer Neigung zu diat-induzierter Adipositas, als auch bei der Entwicklung adipositas-
assoziierter Folgeerkrankungen wie der Fettleber konnten somit keine Unterschiede zwischen den
Genotypen in Fto'™* Miusen festgestellt werden. Bei fettreicher Fiitterung waren Fto'™* Mause
allerdings sensitiver fir die Entwicklung einer Dermatitis. Neben verringertem Aufrichtverhalten
konnte wahrend des Futterwahlversuches ein weiterer neurologischer Phanotyp identifiziert werden.
Die zentral gesteuerte Praferenz fir fettreiches Futter setzte wahrend des Futterwahlversuches bei
homozygoten Fto'™* M&usen im Vergleich zu den anderen Genotypen erst verzégert ein. Dieser
Befund sowie das reduzierte Aufrichtverhalten der Mause deutete darauf hin, dass das dopaminerge
System, in FTO-defizienten Mausen weniger aktiv war. Denn neben Belohnungs- und Suchtverhalten
hat Dopamin einen Einfluss auf grobmotorische Bewegungsablaufe sowie die Motivation. Die Ursache
der verringerten Aufrichtaktivitit homozygoter Fto'™* Miuse konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden, seien es nun neurologische Ursachen oder fehlende Muskelmasse und —kraft.
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4 DISKUSSION

4.1 HINTERGRUND DER ARBEIT

Die steigende Zahl adipéser Menschen in der Bevdlkerung wird zu einer immer gréReren
Herausforderung fir Forschung und Gesundheitssystem. Neben den psychologischen Effekten geht
Ubergewicht oft mit Komponenten des Metabolischen Syndroms einher. Hierzu zihlen neben
Fettleibigkeit fehlregulierte Blutfett- und Glukosespiegel sowie Bluthochdruck. Zudem gilt
Ubergewicht als Risikofaktor fiir die Entwicklung koronarer Herzerkrankungen, Arteriosklerose und
bestimmter Krebsarten. Der rasche Anstieg ist zum einen durch einen sesshaften Lebensstil bedingt,
zum anderen durch genetische Pradisposition. Sie beeinflusst unter anderem die Verwertbarkeit der
aufgenommenen Nahrung, sowie den Energieumsatz. In einem geringen Anteil sehr adiposer
Menschen ist der Defekt eines einzigen Gens fiir die Entwicklung des Ubergewichts oder einer
Fettleibigkeit verantwortlich. Haufig sind in diesen Fallen Gene des Leptin-Melanocortin-Signalweges
oder nachfolgende Signalkaskaden betroffen. Mutationen im Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R) sind
dabei am haufigsten (Yeo et al., 1998). In den meisten Fallen dagegen fiihrt die Summe mehrerer
Polymorphismen zu einer Erhdhung des Body-Mass-Indexes (BMI). Durch sogenannte genomweite
Assoziationsstudien (GWAS), die Kohorten von mehreren tausend Probanden umfassten, konnten
mittlerweile Polymorphismen einzelner Nukleotide (single nucleotide polymorphism; SNP) identifiziert
werden, die mit einem erhéhten BMI, Taillenumfang oder Insulinresistenz (Chambers et al., 2008)
assoziiert sind. Die ersten so gefundenen Adipositas-SNPs waren Polymorphismen im MC4R Gen sowie
in Introns des Gens von fat mass and obesity associated (FTO). Eine mogliche Rolle von FTO in der
Entwicklung von Adipositas war bis dahin unbekannt.

In dieser Arbeit wurde die Rolle von MC4R und FTO in der Regulation des Energiehaushalts mit Hilfe
geeigneter Mausmodelle untersucht. Bei MC4R handelte es sich um eine knockin Mauslinie, die durch
eine Punktmutation ein stark verkiirztes Protein exprimierte, Mc4r™12 (Mc4rV'¢%) (Bolze et al.,
2013). Die essentielle Rolle des MC4R in der Regulation des Energiehaushaltes ist durch verschiedene
Mausmodelle bereits etabliert und charakterisiert (Balthasar et al., 2005; Bolze et al., 2013; Huszar et
al., 1997). Kontrovers diskutiert wird bislang, welche Ursache zum initialen Kérpergewichtsanstieg

WieX wihrend der

MC4R-defizienter Mausen fihrt. Aus diesem Grund wurde die Mauslinie Mc4r
Adoleszenz untersucht, um ein Ungleichgewicht der Energiehomdostase aufzudecken, bevor sich der
adipése Phanotyp manifestierte. Zusatzlich wurde die Mauslinie im Primarscreen der Deutschen
Mausklinik untersucht, um weitere Adipositas-unabhangige Phanotypen der Mauslinie zu

identifizieren.

Des Weiteren wurden zwei knockout Mausmodelle fiir FTO untersucht. Die knockout-first Mauslinie
Fto'™@ wurde nach basaler Charakterisierung mit einer Cre-deleter-Linie gekreuzt um einen globalen
knockout zu generieren (Fto'™). Ziel war es, den Einfluss des Fto-knockouts auf die einzelnen
Komponenten der Energiebalance zu ermitteln um die zu diesem Zeitpunkt unbeschriebene Rolle von

FTO auf die Entwicklung von Adipositas zu untersuchen.
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4.2 ADOLESZENTE MC4R-DEFIZIENTE MAUSE SIND HYPERPHAG UND HYPERMETABOL

Die Besonderheit der untersuchten Mauslinie Mc4r"?¥ liegt darin, dass es sich um ein Mausmodell fiir
eine humane Mutation in adipdsen Patienten handelt (Marti et al., 2003). Zusatzlich ist die Mauslinie
ein Modell fir Erkrankungen die auf vorzeitigem Translationsabbruch durch Stoppmutationen
beruhen. Die Mauslinie Mc4r1®% trigt eine Punktmutation an Aminosdureposition 16, die zum
Austausch eines Tryptophan gegen ein Stopcodon fiihrt (Bolze et al., 2013). Die Untersuchungen der
Mauslinie Mc4r"% im Rahmen dieser Arbeit sollten helfen, den Beitrag von Energieumsatz und
Energieaufnahme zur Entwicklung des adipdsen Phanotyps in diesem Mausmodell aufzuklaren. Der
Hauptexpressionsort des Rezeptors ist der Hypothalamus, wo er an der Verarbeitung und
Umwandlung peripherer Botenstoffe in neuronale Signalkaskaden beteiligt ist. Er spielt eine
Schliisselrolle in der langfristigen Regulation der Nahrungsaufnahme. In dieser Studie wurde die
Bedeutung des MC4R bei der Entwicklung von Adipositas in heranwachsenden Mc4r'V'® Méausen

untersucht.

Nahrungsaufnahme und Energieumsatz der Mause entsprachen zum Untersuchungszeitpunkt dem
Kérpergewicht der Mause. Trotzdem zeigten homozygote Mc4r1®* M&use lber den fiinfwdchigen
Untersuchungszeitraum hinweg eine groflere Akkumulation von Fettgewebe als wildtypische
Wurfgeschwister. Zusatzlich zur Akkumulation von Fett zeigen MC4R-defiziente Mause ein vermehrtes
Langenwachstum (Bolze et al., 2013; Huszar et al., 1997). Wie Humanstudien mit adipdsen Leptin-,
Leptinrezeptor- oder Melanocotinrezeptor-defizienten Patienten zeigen hat das Leptin-Melanocortin-
System in der pubertiren Wachstumsphase einen groRen Einfluss auf die spatere Korpergrofie
(Farooqi et al., 2007). Studien mit paargefitterten MC4R-defizienten Mausen zeigen, dass das
vermehrte Liangenwachstum in Adoleszenten MC4R-defizienten Mause durch eine reduzierte
Futteraufnahme unterbunden werden kann, die Zunahme der Fettmasse aber unabhangig von der
Hyperphagie reguliert wird (Tan et al., 2016). Erhdhte Leptinspiegel sind somit ursachlich fir ein
vermehrtes Liangenwachstum bei MC4R-Defizienz. Dies bestdtigen Untersuchungen mit Leptin-
defizienten Mausen, die ein verringertes Langenwachstum haben. Zusatzlich zu Leptin, das in
Proportion zur GréRe der Fettdepots sezerniert wird, haben junge MC4R-defiziente Mause erhdhte
Insulinspiegel (Ste Marie et al., 2000). Dies kann auch bei Mausen beobachtet werden deren
Korpergewicht sich noch nicht von dem der wildtypischen Wurfgeschwister unterscheidet (Fan et al.,
2000).

In den eigenen Untersuchungen wurde nach Einsetzen des Korpergewichtsanstiegs eine vermehrte
Nahrungsaufnahme junger Mc4r¢X M3use festgestellt. Welche Komponente, Kérpergewicht oder
Futteraufnahme, Ursache und welche Wirkung ist, ldsst sich durch die durchgefiihrten
Untersuchungen aber nicht definieren. Im Untersuchungszeitraum befanden sich die Méause im
pubertaren Wachstumsschub und Wachstum ist eine wesentliche Komponente die zum Energieumsatz
betragt. Aus diesem Grund wurde die Nahrungsaufnahme der untersuchten Mause unter
Bericksichtigung des Korperwachstums neu kalkuliert und eine Hyperphagie der adoleszenten
Mc4r'V' Mause festgestellt, die einen Beitrag zum Anstieg des Koérpergewichtes leistete. Die
Nahrungsaufnahme der Mc4r'"'® Maiuse unterlag in allen durchgefiihrten Messungen aber auch
starken stressbedingten Schwankungen, so dass bei intensivem Handling eine geringere
Futteraufnahme beobachtet als in ruhigen Perioden.
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Zur weiteren Klarung des kausalen Zusammenhangs zwischen einsetzender Hyperphagie und dem
Anstieg des Kérpergewichtes wurde der Energieumsatz junger Mc4rV1% Méause im zeitlichen Verlauf
untersucht. Mit Zunahme des Kérpergewichtes stieg auch der Energieumsatz der Mause entsprechend
an. Ab einem Alter von neun Wochen konnte ein erhdhter taglicher Energieumsatz sowie eine erhéhte
Ruhestoffwechselrate bei Mc4rV® Mausen festgestellt werden. Die Kérpertemperatur von Mannchen
im Alter von neun Wochen war dagegen etwas niedriger. Wir konnten somit sowohl Hinweise flir eine
erhohte, als auch eine reduzierte Stoffwechselrate finden. Eigene Beobachtungen der Mduse in
unbekannter Messumgebung sowie die Ergebnisse des GMC-Screens belegten weiterhin die
Stresssensitivitdt der Mc4r'V'® Miuse. Weitere Anzeichen hierfiir waren, neben der reduzierten
Futteraufnahme, die geringere Aufrichte-Aktivitdt im metabolischen Screen sowie erhohten Spiegeln
des Stresshormons Kortikosteron aus dem Steroid-Metabolismus-Screen. Die Freisetzung von
Kortikosteron und anderer Glucocorticoide wird durch das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH)
reguliert. Dieses wiederum wird unter der Kontrolle von Corticoliberin (corticotropin-releasing
hormone, CRH) ausgeschiittet, welches eine dhnlich anorexigene Wirkung hat wie der MC4R Agonist
a-Melanozyten-stimulierendes Hormon (aMSH) (Heinrichs und Richard, 1999). Zudem aktiviert CRH
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (hypothalamic-pituitary-adrenal; HPA), welche
die direkte Reaktion des Korpers auf Stresssituationen reguliert. Somit spielt CRH eine Rolle bei der
Reduktion der Nahrungsaufnahme in sogenannten Kampf-oder-Flucht-Situationen. Einzelhaltung von
Mausen oder intensives Handling stellen Stressoren fiir Mause dar. In Folge derer bei Mc4r"®* Mausen
sowohl wahrend der GMC-Untersuchungen, als auch in den eigenen Untersuchungen stressbedingt
reduzierte Futteraufnahme beobachtet wurde.

Zusammenfassend |dsst sich die primire Zunahme des Kérpergewichtes der Mc4r1* Mause mit den
durchgefiihrten Untersuchungen nicht erkldaren. Vor allem die intensive Untersuchung fiihrte zu
vermehrtem Stress, der wiederum Auswirkungen auf die Nahrungsaufnahme der Mause hatte. Dem
initialen Gewichtsanstieg folge unmittelbar eine erhéhte Nahrungsaufnahme. Mit fortschreitender
Fettleibigkeit wurden kompensatorische Mechanismen, wie eine erhdhte Ruhestoffwechselrate oder
ein leicht erhdhter Energieumsatz gemessen. Ursachlich fir die beobachtete Hyperphagie ist zu Beginn
vermutlich ein komplexes Zusammenspiel hormoneller und kompensatorischer
Regulationsmechanismen. Im Untersuchungszeitraum im Alter von vier bis neun Wochen befanden
sich die Maduse im pubertdren Wachstumsschub. Dieser geht mit einer massiven Hormonumstellung
einher. Vermutlich manifestieren sich mit Einsetzen der Pubertat zuerst Unterschiede in der Sekretion
bzw. Hormonsensitivitat der Mause, diesen folgt ein Anstieg in Nahrungsaufnahme und Kérpergewicht
sowie vermehrtes Lingenwachstum und erst mit Abflachen der zweiten Wachstumsperiode
manifestieren sich Unterschiede im Energieumsatz. Zum einen fihren erhéhte Leptin- und
Insulinspiegel vermutlich zu Veranderungen im Glukose- und Lipidstoffwechsel. Auf der anderen Seite
aktivieren erhohte Spiegel des MC4R Agonisten a-MSH alternative Signalwege, wodurch es zur
Freisetzung von CRH kommen kann. Dieses wiederum nimmt Einfluss auf die Nahrungsaufnahme,
gleichzeitig ist auch die Stressempfindlichkeit sowie der Kortikosteron-Spiegel der Mause erhéht (Lu
et al., 2003). Zur endgiiltigen Kldrung der Ursache des initialen Gewichtsanstieges junger Mc4rV16X

Mause sind Untersuchungen zum Hormonhaushalt der Mause somit unerlasslich.
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4.3  FAT MASS AND OBESITY ASSOCIATED - FTO

Das fat mass and obesity associated Gen (FTO) kodiert fiir eine Demethylase deren Substrat
einstrangige DNA und RNA ist (Gerken et al., 2007; Jia et al., 2011; Jia et al., 2008). Methylierung zahlt
zu den epigenetischen Regulationsmechanismen, die Stabilitat, Transkription und Spleifen von DNA
bzw. RNA beeinflussen, in welchem mechanistischen Kontext die Demethylaseaktivitdat von FTO zur
Entwicklung von Adipositas steht ist bislang noch nicht vollstindig aufgeklart. Seit der
Erstverdffentlichung von FTO als Kandidatengen mit einer der starksten Adipositas-Assoziationen
(Frayling et al., 2007; Scuteri et al., 2007) weill man heute, dass die identifizierten SNPs nicht nur FTO
beeinflussen sondern auch benachbarte Gene wie /IRX3 (Claussnitzer et al., 2015). Des Weiteren ist
bekannt, dass die Expression von FTO durch den Erndhrungsstatus beeinflusst wird (Gerken et al.,
2007; Tungetal., 2010). Zeitgleich mit der Adipositas-Assoziation der SNPs in den ersten beiden Introns
von FTO wurden mehrere Mausmodelle generiert bzw. etabliert. Diese umfassen ENU-Mutanten
(Church et al., 2009; Peters et al., 1999), klassische (Fischer et al., 2009) und konditionale knockout
Linien (Gao et al., 2010; McMurray et al., 2013) sowie Linien mit FTO-Uberexpression. (Church et al.,
2010).

4.3.1 Fto™1 - Ein Mausmodell fiir eine reduzierte Expression von FTO

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem die knockout-first Mauslinie Ftotm1aEVCOMMWEsi (pyqtmia)
untersucht. Sie wurde Uber das européische konditionale Mausmutagenese-Programm (European
Conditional Mouse Mutagenesis Program; EUCOMM) generiert und ist im europaischen
Mausmutanten-Archiv (EMMA) offentlich zuganglich archiviert. Das knockout-first-Konstrukt der
internationalen Konsortien soll durch eine Genfalle den Funktionsverlust des Zielgens bewirken.
Zusatzlich bieten diese Mauslinien die Moglichkeit, des konditionalen knockouts, wodurch sie fir ein

breites Feld an wissenschaftlicher Forschung attraktiv sind.

Wir konnten zeigen, dass es sich bei der Mauslinie nicht um ein knockout Modell handelt, sondern die
Expression von FTO reduziert war, es sich somit um ein knockdown Modell handelte. Zusétzlich zeigte
die Mauslinie keinen pathologischen Phdnotyp wie er von anderen FTO-defizienten Mauslinien
bekannt ist. Verschiedene neuere Publikationen geben hierauf keinen Hinweis. Sie verwenden die
Mauslinie als Modellsystem fiir den knockout von FTO (Hess et al., 2013; Ronkainen et al., 2015;
Ronkainen et al., 2016). Der Schwerpunkt der Arbeiten lag auf den neurologischen Funktionen und
dem zellspezifischen knockout von FTO (Hess et al.,, 2013) oder einer fettreichen Fitterung der
Mauslinie Fto™@ (Ronkainen et al., 2015; Ronkainen et al., 2016). Wie in den eigenen Untersuchungen
war das Ausgangskorpergewicht der aller Mause identisch. Im Verlauf der fettreichen Fiitterung zeigte
sich eine Resistenz homozygoter Fto'™® Miuse gegeniiber didt-induzierter Adipositas, weswegen die
Mauslinie als Modellsystem zur Untersuchung von FTO empfohlen wird. Zuséatzlich zur Resistenz
gegeniber didt-induzierter Adipositas beschreiben diese Publikationen ein verstarktes browning des

weilRen Fettgewebes durch die fettreiche Fitterung.

Der knockdown von FTO wurde in dieser Arbeit auf mMRNA und Proteinebene untersucht. Oben
genannte Publikationen berufen sich auf Wester Blot Analysen um den knockout zu belegen (Hess et
al., 2013; Ronkainen et al., 2015; Ronkainen et al.,, 2016). Wir konnten auch in unseren
Untersuchungen zeigen, dass die Proteinmenge von FTO im Western Blot unterhalb der
Nachweisgrenze lag und trotzdem wildtypische mRNA in Fto™1? Mausen nachgewiesen wurde. Hieraus
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schlieBen wir, dass die Mauslinie geringe Mengen wildtypisches FTO exprimiert, die ausreichen um ein
normales Koérperwachstum zu beobachten. Diese Hypothese kdnnte durch eine quantitative PCR
untermauert werden. Als Ursache fiir die wildtypische mRNA in knockout-first Mdausen gehen wir von
alternativem SpleiRen nahe der internal ribosome entry site (IRES) aus (Fu et al., 2010). Letztere sollte
Startpunkt fur die ribosomale Translation des B-Galaktosidase/Neomycin-Fusionsproteins sein und
war in allen knockout-first Linien der ersten Generation enthalten (Testa et al., 2004). In neueren
Mauslinien aus dem EUCOMM-Programm wurde ein modifizierter Target-Vektor verwendet, der eine
alternative Strategie zur Expression der Selektionsmarker nutzt (Fu et al., 2010; Szymczak et al., 2004)
Dass die knockout-first Mauslinie Fto™° zur Untersuchung des Einflusses von FTO auf den
Energiehaushalt auch ihre Berechtigung hat zeigen die Studien mit fettreicher Fltterung (Ronkainen
et al., 2015; Ronkainen et al., 2016). Diese zeigten, dass die niedrigen Spiegel von FTO zu einer
Resistenz gegen diatinduzierte Fettleibigkeit flhrten. Zugleich fiihrt die fettreiche Fltterung zu einer

Rekrutierung von braunen Fettzellen im weilen Fettgewebe.

AbschlieRend ldsst sich sagen, dass die Mauslinie Fto™!? sehr gut geeignet ist um den Einfluss von FTO
auf den Stoffwechsel zu untersuchen. Geringe Mengen von FTO sind demnach ausreichend um ein
normales Wachstum der Maus zu gewahrleisten und entsprechen vermutlich eher der humanen
Situation. Hier tragen SNPs zu einer verdanderten FTO-Aktivitdt bei und flihren so zu geringen
Variationen des BMI (Speliotes et al., 2010). Fir Fragestellungen, in denen eine FTO-Defizienz
Untersuchungsgrundlage ist, ist diese Mauslinie wegen der verbleibenden Restaktivitat von FTO

ungeeignet.

4.3.2 Kleinwiichsig und fettleibig durch Wachstumsverzégerung in friher
Welpenphase

Zur vollstindigen Inaktivierung des Fto-Gens wurde die Mauslinie Fto™? mit einem Cre-deleter Stamm
gekreuzt (C57BL/6NTac-Gt(ROSA)26Sortmiclerelarte) - ym die Mauslinie Fto™® zu erzeugen. Diese
exprimierte weiterhin die Genfalle mit Neomycin-Resistenz und dem Reportergen B-Galaktosidase
unter der Kontrolle des Fto-Promotors. Die keimbahnvermittelte Rekombination der loxP-Sequenzen
hatte eine Deletion von Exon 3 sowie eine Verschiebung des offenen Leserahmens (Frameshift) zur
Folge. Hierdurch wurde ein frihzeitiger Translationsabbruch bewirkt. Von 502 proteincodierenden
Aminosauren wurden 41 Aminosduren reguldr translatiert, 34 weitere Aminosauren resultierten aus
dem Frameshift. Das deletierte Exon 3 ist das groRte Exon des Fto-Gens und codiert fiir die katalytische
Domaéne des Proteins, welche fiir die Demethylase-Funktion von FTO essentiell ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Mauslinie Fto™ zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten
charakterisiert. Bereits wenige Tage nach der Geburt manifestierte sich bei homozygoten Fto™®
Welpen eine Wachstumsverzégerung, die in einem geringeren Absetzgewicht resultierte. Zuséatzlich
konnten eine hohe Sterblichkeit sowie eine allgemein schlechte Konstitution dieser Jungtiere
beobachtet werden. Diese Merkmale werden oft im Zusammenhang mit Untererndhrung oder
Defekten in der Signalvermittlung des Wachstumshormons Somatotropin (growth hormone, GH) bzw.
dem nachgeordneten Somatomedin C (Insulin-like growth factor 1; IGF1) beobachtet (Carro et al.,
1997; Hawkes und Grimberg, 2015). Ab Geburt sind GH und IGF1 die Hauptwachstumsfaktoren (Lupu
etal., 2001). Die Sekretion von GH ist abhdngig vom Adipokin Leptin und korreliert folglich unmittelbar
mit dem Erndhrungszustand (Carro et al., 1997). Bei Untererndhrung wird vom Fettgewebe wenig

Leptin sezerniert, es kommt zu einer reduzierten Ausschittung von GH und somit zu einer
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Wachstumsverzégerung. Im Fall einer Uberernidhrung und hohen zirkulierenden Spiegel von Leptin
dagegen wird ein vermehrtes Lingenwachstum beobachtet, wie im Fall der untersuchten Mauslinie
Mc4r'V'%* (Bolze et al., 2013). Die Hauptwirkorte von GH sind Knochen, Knorpel, Leber und Muskel, in
den letzten beiden sorgt es zur vermehrten Bildung von IGF1. Der knockout von Igf1 (Igf17") fuhrt zu
unter anderem zu einer verkiirzten Lebensspanne, postnataler Kleinwichsigkeit und
Entwicklungsstérungen von Skelett, Muskeln und Reproduktionsapparat (Liu et al., 2000). Der

tmib ynd Igf1” ist folglich sehr dhnlich. Die Transkription von ist

Phanotyp der beiden Mauslinien Fto
Igf1 sehr komplex reguliert. Neben zwei alternativen Promotoren (transcriptional start site; TSS) gibt
es verschiedene SpleiR-Varianten sowie posttranslationale Modifikationen, wodurch es zur
Transkription diverser Igfl-Prohormone kommt, die sowohl eine Gewebsspezifitdt, als auch eine
Wirkungs-Spezifitdt aufweisen (Philippou et al., 2014). Eigene Analysen zur mRNA Expression von IGF1
im Skelettmuskel zeigten keine Unterschiede zwischen wildtypischen und homozygoten Fto'™!*

Mausen.

In einstrangigen Nukleinsdureketten demethyliert FTO N®-Methyladenosin (m°®A) (Jia et al., 2011; Jia et
al., 2008). Besonders haufig ist m®A an der TSS, in der Nidhe des Stopcodons und an SpleiRstellen zu
finden (Dominissini et al., 2012; Meyer et al.,, 2012). Eine gestorte oder verdanderte mRNA-
Prozessierung kann unter anderem zum Abbau der mRNA oder fehlerhaftem SpleiRen fiihren. Durch
die FTO-Defizienz wird so vermutlich die Demethylierung und Prozessierung von Transkripten
verandert, unter anderem der IgfI-mRNA, wodurch die Hormonspiegel von IGF1 sowie dessen
Prohormonvarianten beeinflusst werden. Diese Fehlregulation wiederum fiihrte zu dem
kleinwiichsigen Phinotyp, dhnlich dem der Igf17- Mause. Durch die Variabilitdt in der Verteilung von
m°®A in Transkripten, den unterschiedliche Varianten der mRNA-Prozessierung sowie der Unterschiede
in der biologischen und gewebsspezifischen Aktivitat diverser IGF1-Vorstufen fiihrte der knockout von

FTO demnach zu einer Reduktion spleiBabhadngiger IGF1-Varianten.

Neben des kleinwiichsigen Kdrperbaus war auch die fettfreie Masse der Fto™® Méause auffillig
reduziert. Diese kdnnte ebenfalls Folge des IGF1-Mangels in homozygoten Fto™!? Miusen sein. Die
intrazelluldre Signalvermittlung durch den IGF1- oder Insulin-Rezeptor 16st vom Zellwachstum Gber
Differenzierung bis hin zur Apoptose der Zellen ein breites Spektum an Signalkaskaden aus. Uber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Myogenin beispielsweise, der die Expression Proliferations- und
Differenzierungsgenen in Myoblasten aktiviert, tragt IGF1 zur Hypertrophie des Skelettmuskels bei
(Florini et al., 1996; Florini et al., 1991; Rommel et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass FTO neben
den zirkulierenden Igf1-Spiegel (Gao et al., 2010) auch die Expression von Myogenin beeinflusst (Wang
etal., 2017). Die eigenen Daten belegen, dass auch in den untersuchten Mausen die mRNA Expression
von Muskeldifferenzierungsmarkern verringert war. Der knockdown verschiedener Igfi-
Speillvarianten fihrte zudem zu unterschieden in der Muskeldifferenzierung von C2C12 Zellen
(Matheny und Nindl, 2011). Die ordnungsgemaRe Prozessierung der IgfI-mRNA ist somit fur die
Vielzahl sezernierter und biologisch aktiver SpleiRvarianten von Bedeutung, um dessen
gewebsspezifische Wirksamkeit entfalten zu kénnen, wie beispielsweise die Myogenin gesteuerte
Muskeldifferenzierung. Ob FTO dabei von Bedeutung ist, ist nicht bekannt sondern kann nur vermutet

werden.

Die Untersuchung der murinen Major Urinary Proteins (MUP) konnte die Rolle von GH an der

Entwicklung des kleinwlichsigen Phanotyps nicht aufklaren. Wegen der multihormonellen Regulierung
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dieser Proteinfamilie konnte eine verringerte Expression der MUP auf Grund der
Entwicklungsverzégerung und sexueller Unreife nicht ausgeschlossen werden.

Die Ursache des kleinwiichsigen Phanotyps liel sich somit aus den durchgefiihrten Untersuchungen
nicht klar belegen und beruht im Nachfolgenden auf Hypothesen. Die Untererndhrung der
neugeborenen Welpen hatte eine verringerte Leptinsekretion und nachfolgend eine reduzierte GH-
Sekretion zur Folge. Um diese Hypothese zu stitzen sind weitere Untersuchungen zum
Hormonhaushalt der Nestlinge no6tig. Zusammengefasst kdnnte ein  Zusammenspiel von
Untererndhrung mit daraus resultierender niedriger GH-Sekretion und eine fehlerhafter IGF1-
Prozessierung Ursache fir die Wachstumsverzégerung und geringe fettfreie Masse homozygoter
Fto™ M3use sein.

4.3.3 FTO-Defizienz fuhrt zu verdnderter Energiepartionierung

Auch fiir die Mauslinie Fto™!” wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Energiebilanz erstellt. In der
Nettoenergieaufnahme konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen gemessen werden.
Sowohl in der Effizienz, mit der Energie aus der Nahrung resorbiert wurde, als auch in der
Bruttoenergieaufnahme der Genotypen war identisch. Homozygote Fto™® Miuse nahmen so viel
Energie aus der Nahrung auf wie man fir ihr Korpergewicht erwarten wirde und auch das
Fressverhalten entsprach der erwarteten tageszeitlichen Periodik.

Eine konstante Komponente des Energieumsatzes ist der Ruheumsatz (resting metabolic rate; RMR).
Adjustiert auf Kérpergewicht oder fettfreie Masse konnte bei homozygoten Fto™!® Miusen ein
erhohter Ruheumsatz gemessen werden. Die RMR ist ein Teil des gesamten taglichen Energieumsatzes
(daily energy expenditure; DEE), welcher sich aus der Summe aller energieverbrauchenden Prozesse
eines Organismus ergibt. Wir konnten zeigen, dass der Ruheumsatz homozygoter Fto'™* Maiuse unter
Beriicksichtigung der Korperzusammensetzung erhéht war, die Nahrungsaufnahme zwischen den
Genotypen dagegen gleich. Des Weiteren konnten wir eine wenig ausgepragte tageszeitliche Periodik
der Mause feststellen. Dies deutet darauf hin, dass eine der tageszeitlich variablen Komponenten des
Energieumsatzes in den knockout Mausen fehlreguliert war. Dies sind neben der Kérpertemperatur
unter anderem Aktivitdt und Nahrungsaufnahme.

Wadhrend unsere Untersuchungen keine genotypspezifischen Unterschiede in der rektalen
Korpertemperatur oder der Gesamtaktivitit der Mause feststellen konnten, zeigten homozygote
Fto™2* M&use eine reduzierte Aufricht- und Erkundungsaktivitit. Diese zeigte die gleiche Periodizitit
wie der Energieumsatz. Unterschiede im Energieumsatz kdonnten somit auf eine verringerte
Aufrichtaktivitat zurtickzufihren sein. Die Korpertemperatur wurde ausschlieBlich in der Ruhephase
gemessen. Typischerweise unterliegt die Korpertemperatur circadianen Schwankungen. Der
nachtliche Anstieg der Kérpertemperatur beruht vor allem auf dem thermischen Effekt der Nahrung,
also dem Energieumsatz der zur Verwertung und Verdauung der Nahrung aufgewendet werden muss
(Reed und Hill, 1996).

Zusammenfassend ldsst sich demnach sagen, dass die Mauslinie Fto™® eine verdnderte
Partitionierung ihres Energieumsatzes hatte. Einem erhdhten Ruhestoffwechsel stand ein reduzierter
Energieumsatz durch Erkundungsaktivitat gegentiber. Unterschiede in der circadianen Regulation der
Thermogenese wurden nicht untersucht, kénnten aber weitere wertvolle Hinweise, zum thermischen

Effekt der Nahrung liefern. Es lasst sich nicht ausschlieRen, dass der erhéhte Ruhestoffwechsel einen
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thermogenen Charakter hatte und der Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur bei Raumtemperatur
diente. Durch Unterschiede in der Isolation kdnnen zwei Organismen die gleiche Kérpertemperatur
aufrecht halten, auch wenn ein Organismus mehr Warme produziert. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht, eine Wiederholung der Studie mit Mausen, die in Thermoneutralitdt gehalten
wurden und zeitgleicher Aufzeichnung der Kérpertemperatur durch Transponder konnte in diesem
Punkt weitere Klarheit bringen.

4.3.4 FTO beeinflusst das dopaminerge Belohnungssystem

Genomweite Assoziations-Studien (GWAS) zeigten nicht nur erstmals einen Zusammenhang zwischen
FTO und dem BMI bzw. Adipositas auf (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Scuteri et al., 2007), sie
zeigten auch Assoziationen mit anderen Krankheitshildern oder Verhaltensauffalligkeiten. Vor allem
der SNP rs9939609 ist mit Hyperphagie oder der Vorliebe fiir energiedichte Nahrung verbunden (Cecil
et al., 2008; Frayling et al., 2007), korreliert aber auch negativ mit der Pravalenz fir Suchtkrankheiten
wie Alkohol- und Nikotinabhangigkeit (Sobczyk-Kopciol et al.,, 2011). Die Expression von FTO ist
ubiquitdar mit besonders hoher Expression im zentralen Nervensystem (ZNS) (Gerken et al., 2007).
Neben seinem Einfluss auf den Energieumsatz hat FTO einen grofRen Einfluss auf das

Belohnungssystem im ZNS.

Das dopaminerge System im ZNS ist malgeblich an der Regulation des Lernens, des
Belohnungssystems, der motorischen Steuerung und der Nahrungsaufnahme beteiligt. Verringerte
FTO-Spiegel in dopaminergen Neuronen haben einen Einfluss auf die Signalweiterleitung (Hess et al.,
2013). Mause mit gewebsspezifischer FTO-Defizienz in dopaminergen Neuronen reagieren weniger
sensitiv auf die Stimulation durch Kokain als Kontrollen. Dies ldsst den Schluss zu, dass das
Belohnungssystem dieser Maduse gestort ist. Das im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte
Futterwahlexperiment unterstiitzt diese These. Homozygote Fto'™* Miuse entwickelten spater als

wildtypische eine Vorliebe fiir die schmackhafte Diat.

Des Weiteren wurde eine geringere Aufrichte-Aktivitat in den Aktivitaitsmessungen festgestellt. Diese
dient dem Erkunden einer neuen Umgebung, der Orientierung und der Nahrungssuche. Durch das
Aufrichten kann die Maus mehr Informationen zu ihrer Umgebung sammeln, weswegen das Verhalten
in der Nacht ausgepréagter gezeigt wird als in der Ruhephase am Tag (Ennaceur, 2014). Die Aufrichte-
Aktivitat wird als Parameter zur Bestimmung der Angstlichkeit verwendet und eine reduzierte Aktivitit
wird mit einer erhdhten Angstlichkeit assoziiert. Weniger Aufrichte-Aktivitat der Fto™® M&use kénnte
auf ein verdandertes Angstempfinden hindeuten oder eine Folge reduzierter Muskelkraft durch die
geringeren Muskelmasse sein.

Ein weiteres phanotypisches Merkmal der Fto'™* M3use war die Entwicklung einer Dermatits im Kopf-
und Nackenbereich wahrend der fettreichen Fitterung, deren Ausldser hier nicht ndher untersucht
wurde. Vor allem C57BL/6 Stamme neigen zur Entwicklung einer eitrigen Dermatitis, die Ursachen
hierfir konnen sowohl Alter und Geschlecht als auch Didt oder das Alter beim Absetzen sein (Hampton
et al.,, 2012). In unseren Experimenten war die Dermatitis und damit verbundene Schmerzen
vermutlich der Ausloser fiir die Stagnation des Korpergewichtes betroffener Mause. Welche Rolle FTO

bei der Auspragung dieses Krankheitsbildes spielen kdnnte ist nicht klar.

tmib

Die untersuchte Mauslinie Fto™° war somit gekennzeichnet durch einen kleinwiichsigen Phdnotyp der

sich bereits im Nestlingsalter manifestierte. Ursache hierfir koénnte eine reduzierte
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Nahrungsaufnahme als Welpe gewesen sein, die wiederum zu einer verringerten Ausschiittung von
Wachstumshormon fiihrte. Des Weiteren kdnnte der knockout von FTO in einer veranderten mRNA-
Prozessierung von Somatomedin C (IGF1) resultieren. Die verdanderte Sekretion unterschiedlicher IGF1-
Varianten hatte eventuell Auswirkungen auf verschiedene Zielgewebe, wie z. B. dem Skelettmuskel
und die Differenzierung von Muskelzellen, welche die verringerte Muskelmasse homozygoter Fto'™*
Mause erklaren wiirde. Es handelt sich hierbei um eine Hypothese, die im Rahmen dieser Arbeit
experimentell nicht belegt wurde. Die geringere Muskelmasse und damit verbunden auch eine
geringere Kraft der Mause konnte zu weniger Aufrichtaktivitat geflihrt haben. Dem damit verbundenen
geringeren Energieumsatz der Mause stand wiederum ein erhdhter Ruheumsatz entgegen. Zusatzlich
konnten neurologische Veranderungen der Mause beobachtet werden, z. B. weniger
Erkundungsverhalten und eine langsamere Reaktion auf einen Belohnungsreiz (schmackhafte Diat).
Somit kann gesagt werden, dass durch die Aktivitdt von FTO vermutlich eine Vielzahl an Proteinen und
Signalwegen reguliert wird, die sowohl im zentralen Nervensystem, als auch in der Peripherie einen

unmittelbaren oder auch indirekten Einfluss auf den Energiehaushalt ausiiben.

4.4 NAHRUNGSAUFNAHME ALS ENTSCHEIDENDER FAKTOR IN DER REGULATION DES
KORPERGEWICHTES

Unsere Untersuchungen von Mausmodellen fiir Kandidatengene von Adipositas haben gezeigt, dass
die Nahrungsaufnahme eine entscheidende Komponente in der Entwicklung eines kdrpergewichts-
assoziierten Phinotypes ist. Sowohl im Mausmodell Mc4r*, als auch bei Fto'™* M&iusen entwickelte
sich ein Kérpergewichtsphinotyp durch Uber- bzw. Unterernidhrung wahrend einer Wachstumsphase.
Das Fettgewebshormon Leptin kénnte hier bei beiden Modellen eine entscheidende Rolle spielen.

Bei Mc4r’*%* M3usen steht Leptin im direkten Zusammenhang mit der Entwicklung von Ubergewicht
im untersuchten Mausmodell. Die MC4R-Defizienz im Hypothalamus der Mc4r'V'®* Miuse bewirkte,
dass Sattigungssignale aus der Peripherie in Form des Leptin zentralnervds nicht verarbeitet werden
konnten. In Folge dessen nahmen die Mause mehr Energie auf als umgesetzt wurde und es entwickelte
sich der adipdse Phanotyp der Mc4r'V'® Miuse. Dieser manifestierte sich in der pubertiren
Wachstumsphase, die mit einer massiven Umstellung des gesamten Hormonhaushaltes einhergeht.
Zusatzlich bewirkten die erhohten Leptinspiegel eine vermehrte Ausschiittung von Somatotropin (GH),
welches wiederum zu einem vermehrten Langenwachstum fiihrte. Ob erste hormonelle
Veranderungen zum initialen Gewichtsanstieg flihrten wurde nicht untersucht. Interessant ware eine
Analyse des Stresshormons Kortikosteron im zeitlichen Verlauf, da dieses anabole Hormon an der
initialen Akkumulation von Fettgewebe beteiligt gewesen sein kdnnte. Denn Stresssituationen haben
einen maligeblichen Einfluss auf die kurzfristige Regulation der Nahrungsaufnahme, wie die
durchgefiihrten Messungen belegen.

Im Mausmodell Fto™ konnte dagegen der gegenteilige Effekt beobachtet werden. Unterernihrung
in der frilhen Welpenentwicklung konnte zu einer niedrigeren Leptinausschiittung und zu
Wachstumsverzégerung durch Wachstumshormon-Mangel gefiihrt haben. Dies kann nur vermutet
werden, da weder die Nahrungsaufnahme noch der Hormonhaushalt der Welpen untersucht wurde.
Wihrend des pubertiren Wachstumsschubes blieb der kleinwiichsige Phinotyp homozygoter Fto'™m

Mause durch gleiche Wachstumsraten aller Genotypen bestehen.

In beiden Modellen wurde ein verdnderter Energieumsatz vielleicht als kompensatorischer
Mechanismus und in Anpassung an bereits manifestierte Phdanotypen festgestellt. Hierbei wurden
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Anpassungen vor allem im Ruheumsatz beobachtet. Welchen Beitrag hier eine veranderte
Koérpertemperatur hatte konnte nicht gesagt werden. In beiden Modellen kénnte die tagesperiodische
Untersuchung mittels Temperatursender wertvolle Hinweise zur Ursache der Variationen im
Ruheumsatz liefern.

Die hormonelle Regulation des Energiehaushaltes ist somit ausschlaggebend fiir eine ausgeglichene
Energiebilanz. Unter anderem Leptin und Corticoliberin (CRH) haben einen malgeblichen Einfluss auf
die Regulation der Nahrungsaufnahme. Leptin, das Sattigungssignal aus der Peripherie reguliert
langfristig die Nahrungsaufnahme und in Stesssituationen sorgt CRH Uber die Freisetzung von
Glucocorticoiden fir eine kurzfristige Reduktion der Nahrungsaufnahme. Nachgeschaltet folgen
Anpassungen im Energieumsatz, die langfristig den Energiehaushalt in der Waage halten. Unsere
Untersuchungen haben gezeigt, dass vor allem Phasen des hormonellen Umbruchs fiir die

Manifestierung eines kdrpergewichts-assoziierten Phanotyps kritisch sind.
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