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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Metabolisches Syndrom

Das ,Metabolische Syndrom‘ umfasst verschiedene klinische Faktoren, die das Risiko zur
Ausbildung kardiovaskuldrer Erkrankungen und eines Diabetes mellitus Typ II (T2DM)
erhéhen (Emanuela et al 2012). Dabei existieren verschiedene Definitionen, die im
Wesentlichen dhnliche Kriterien beinhalten. Die primire Beschreibung eines Metabolischen
Syndroms geht auf Reaven im Jahr 1988 zuriick. Er beschrieb als ,Syndrom X°‘ die
Assoziation einer Insulinresistenz, Hyperglykdmie, Hypertonie, geringem HDL-Cholesterin
und erhohten VLDL-Triglyceriden (Reaven 1988). In seiner Definition beriicksichtigt er
jedoch nicht das Ubergewicht, insbesondere die Vermehrung des viszeralen Fettgewebes, was
heute als essentielles Kriterium fiir die Préddisposition eines Metabolischen Syndroms
angesehen wird (Eckel et al 2005). Folgende Tabelle zeigt die diagnostischen Kriterien eines
Metabolischen Syndroms (Tab. 1.1).

Risikofaktoren (RF) AHA (2005) IDF (2005)
Bauchumfang (BU) 3 >102cm, 2> 88 cm 4 >90cm, @ >80cm
Blutdruck (BD) syst. BD > 130 u./o. diast. BD syst. BD > 130 u./o. diast. BD > 85 mmHg

> 85 mmHg 0. behandelter Hypertonus
Niichternplasmaglucose > 6.1 mmol/l > 5.6 mmol/l o. diagnostizierter T2DM
Triglyceride (TG) > 1.7 mmol/l (> 150 mg/dl) > 1.7 mmol/l (> 150 mg/dl) o. behandelte

Hyper-TG

& < 1.03 mmol/l d < 1.03 mmol/l (< 40 mg/dl)
HDL-Cholesterin (<40 mg/dl) Q < 1.29 mmol/1 (< 50 mg/dl) o.

Q@ < 1.29 mmol/l behandelte Hyper-Cholesterin

(< 50 mg/dl)

Metabolisches Syndrom

Definitionen mindestens 3 RF BU + 2 0. mehr RF

Tab. 1.1 Diagnostische Kriterien des Metabolischen Syndroms (modifiziert nach Emanuela et al 2012 und
Eckel et al 2005)

AHA: American Heart Association; IDF: International Diabetes Federation




1 Einleitung

Bjorntorp  suggerierte den  Begriff ,,Metabolisches Syndrom* als sogenanntes
»Zivilisationssyndrom®, da hierfiir Lebensgewohnheiten wie der Konsum hochkalorischer
Nahrungsmittel und gro3e Nahrungsmengen bei gleichzeitig wenig korperlicher Aktivitdt eine
essentielle Rolle spielen (Bjorntorp 1992). Das Fettgewebe steht in enger Verbindung mit
immunologischen Prozessen, die auch fiir die Ausbildung metabolischer Syndrome
konditionieren. Es besteht eine gegenseitige Abhéngigkeit zwischen metabolischen
Regulationen und Immunantworten des Korpers (Hotamisligil 2006). Nur einige Mediatoren
der klassischen Inflammation werden durch metabolische Prozesse sowie
Nahrungsbestandteile induziert, weswegen auch der Begriff ,Metaflammation‘ (metabolically
triggered inflammation) geprdgt wird (Hotamisligil 2006). Hierbei ist die Anatomie von
wesentlicher Bedeutung. Fettgewebe und die Leber haben eine histologische Struktur, bei der
metabolische Zellen (Adipozyten oder Hepatozyten) in direkter Nachbarschaft zu
Immunzellen (Kupfferzellen oder Makrophagen, Lymphozyten) stehen und durch die starke
Vaskularisierung Anschluss an das Blutsystem haben. Das ermoéglicht eine Interaktion mit
Nachbarorganen wie dem Pankreas. Das von den B-Zellen des Pankreas gebildete Insulin
wirkt u.a. auf die Adipozyten sowie die Leber und die Produktion wird iiber
Feedbackschleifen (Senkung der Blutglucose; Anstieg intrazelluldrer Lipide) gehemmt. Eine
Dysfunktion dieser Signaliibermittlung fiihrt zu metabolischen Storungen, die den
Zusammenhang zwischen Ubergewicht und einem T2DM erkliren (Shoelson et al 2006;
Wellen and Hotamisligil 2005).

Im Folgenden soll dargestellt werden, wie die einzelnen Kriterien des Metabolischen
Syndroms im Zusammenhang stehen:

Eine konsequente Hochfettdidt (HFD) fiihrt zu einer Zunahme intrazelluldrer Lipide und zu
einer Hyperplasie der Adipozyten (Fex et al 2007). Nach intestinaler Resorption erfolgt der
Metabolismus der Nahrungsbestandteile. Triglyceridreiche Substrate werden iiber die
mitochondriale B-Oxidation der Fettsduren, die Kohlenhydrate im Endschritt iiber die
Glycolyse metabolisiert (Wu et al 2013). Insulin induziert die Glycolyse und hemmt zugleich
die Lipolyse, wodurch vermehrt Lipide in Adipozyten eingelagert werden (Delarue and
Magnan 2007). Das von den Adipozyten gebildete Leptin wirkt dabei als funktioneller
Gegenspieler des Insulins und hemmt die Insulinwirkung (Friedman and Halaas 1998). Durch
eine konsequente HFD kommt es zu einer Steigerung der Atmungskettenaktivitit (Facundo et
al 2007), die in Verbindung mit den genannten metabolischen Prozessen zu einer Imbalance

und Dysfunktion im Metabolismus fiihrt. Es resultieren Adipositas, eine Leptin- und



1 Einleitung

Insulinresistenz mit konsekutivem T2DM, eine Steatosis hepatis und weitere Symptome des
Metabolischen Syndroms (siehe Tab. 1.1, S. 1).

Als wesentlichen Pathomechanismus der Entstehung eines T2DM im Rahmen eines
Metabolischen Syndroms spielen oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktionen eine
Rolle (Furukawa et al 2004; Lin et al 2005; Lowell and Shulman 2005). Hierbei aktivieren
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die bei mitochondrialer Dysfunktion verstirkt anfallen,
neben Zytokinen und Lipidmediatoren den ,c-Jun amino-terminal Kinase‘-Signalweg. Das
fiihrt zur Serinphosphorylisierung der ,Insulin-Rezeptor-Substrate 1 und 2¢ (IRS-1/2) und
somit zur Inhibition der Insulinwirkung. In der Konsequenz entstehen eine Insulinresistenz,
eine Steatosis hepatis und ein Diabetes mellitus (Hirosumi et al 2002; Prada et al 2005).
Adipositas, Insulinresistenz und T2DM sind mit einer chronischen Inflammation assoziiert,
bei der es zu einer gesteigerten Produktion von Zytokinen, Akute-Phase-Proteine und anderer
Mediatoren kommt (Wellen and Hotamisligil 2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
von den Adipozyten fettleibiger Mause der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-6
(IL-6) und Adiponektin verstirkt exprimiert werden (Hotamisligil et al 1993; Karastergiou
and Mohamed-Ali 2010). Dadurch wird die Insulinsensitivitit gesenkt und der
Glucosemetabolismus gehemmt (Uysal et al 1997; Ventre et al 1997). Eine chronische
Uberproduktion des TNF-o bedingt somit eine Insulinresistenz (Hotamisligil et al 1995; Kern
et al 1995; Saghizadeh et al 1996).

Adipozyten produzieren chemotaktische Mediatoren, die zu einer gesteigerten Rekrutierung
von Makrophagen fithren und die resultierende Inflammation eine gesteigerte Synthese und
Infiltration von Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagen bedingt (Weisberg et al 2003;
Wellen and Hotamisligil 2005; Xu et al 2003). Insbesondere exprimieren Adipozyten
,Toll-like-Rezeptoren‘ (TLR), die durch Néhrstoffe und Fettsduren aktiviert werden (Shi et al
2006; Song et al 2006). Die TLR inhibieren die Aktivitit sogenannter ,liver X Rezeptoren® in
Makrophagen, was zu einer Akkumulation des Cholesterins fiihrt und proatheriosklerotisch
wirkt (Castrillo et al 2003).

Der geschilderte Zusammenhang der einzelnen Risikofaktoren und diagnostischen Kriterien
war Ausgangspunkt der in dieser Arbeit untersuchten metabolischen Parameter. In vorherigen
Studien konnte fiir die Mutation des m¢-Atp8-Gens bereits der Einfluss auf die Suszeptibilitat
eines T2DM (Weiss et al 2012) und auf ein erhohtes adaptives Potential CD4 T-Zellen bei
Beeintriachtigung der Oxidativen Phosphorylierung gezeigt werden (Yu et al 2009b). Es sollte

geschaut werden, wie sich die mt-Atp8-Genvariante auf die jeweiligen metabolischen
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Parameter auswirkt und welchen Einfluss sie auf die Entwicklung metabolischer Stérungen

nimmt.

1.1.1 Die Mausstimme C57BL/6J, FVB/N und AKR/J und ihre Eignung zur
Untersuchung der Suszeptibilitit fiir metabolische Storungen

Der Hintergrundstamm C57BL/6J (B6) ist der bevorzugte Inzuchtmausstamm fiir die
Erzeugung und Analytik transgener und knockout-Miuse (Zurita et al 2011). Nach Induktion
genetischer Besonderheiten wird er hdufig fiir Tierstudien zu menschlichen Erkrankungen
verwendet.

Physiologisch und biochemisch zeigt der B6-Stamm geringe Konzentrationen an
Plasmacholesterin (Weibust 1973) und Plasmatriglyceriden (Jiao et al 1990). Daneben fallt
eine hohe Leukozytenzahl neben geringer Erythrozytenzahl auf (Russell et al 1951). Unter
metabolischer Belastung hingegen zeichnet sich die B6-Maus durch ein besonderes Verhalten
beziiglich spontan ausgebildeter Erkrankungen auf. Es besteht eine Suszeptibilitit gegeniiber
Atherosklerose nach 20 Wochen Fiitterung einer Hochfettdidt (HFD) (Paigen et al 1985;
Roberts and Thompson 1976). Der Stamm entwickelt einen T2DM und Hypertonus unter
Fiitterung einer HFD mit einem hohen Anteil an einfachen Kohlenhydraten (Mills et al 1993).
Daneben entwickeln B6-Méuse nach langer Fiitterungsdauer einer HFD {iber fiinf Monate
eine Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie, Hypercholesterindmie als Folgen des metabolischen
Charakters viszeralen Fettgewebes (Rebuffe-Scrive et al 1993). Als Ursache dieser
Suszeptibilitdt wird die schnellere und effektivere Hyperplasie der Adipozyten bereits ohne
vermehrte Kalorienzufuhr angenommen (Surwit et al 1991).

Der reine FVB/N Stamm zeigt eine geringere Suszeptibilitdt gegentiber Adipositas und daraus
resultierenden Schidden wie Gewebehypoxie und Lipidtoxizitit (Kim, Gutierrez-Aguilar et al.
2013). Auch bei geringerer Adipozytenzahl zeigt der FVB/N-Stamm eine durch HFD
induzierbare Steatosis hepatis und Insulinresistenz bei erhohten Konzentrationen freier
Fettsduren im Plasma (Chen, Liu et al. 2005). Es wird eine verstirkte Expression der
»Diacylglycerol-Acyltransferase 1* vermutet, wodurch die Lipotoxizitit gesenkt wird (Chen,
Liu et al. 2005).

Der reine AKR/J-Stamm entwickelt eine mit dem B6-Stamm vergleichbare Adipositas, jedoch
entwickelt er schneller eine Insulinresistenz mit erhohten Plasmainsulinspiegeln (Rossmeisl,
Rim et al. 2003). Durch eine HFD kommt es bei diesem Mausstamm zu steigender

Lipidbelastung, aber gleichzeitig geringeren Blutglucosespiegeln und geringerer
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Hyperglykédmie (West, Boozer et al. 1992). Der AKR/J-Stamm hat vergleichsweise niedrige
Level an freien Fettsduren und Triglyceriden im Plasma sowie eine verminderte hepatische
Gluconeogenese (Rossmeisl, Rim et al. 2003).

Aufgrund dieser Besonderheiten war die Verwendung dieser Mausstimme nach Kreuzung
geeignet fiir die in dieser Arbeit untersuchten metabolischen Kompensationsmechanismen.
Der C57BL/6J-Hintergrundstamm spielt eine wichtige Rolle bei der Untersuchung des
Zusammenhangs genetischer Konditionen und metabolischer Belastung bei der Entwicklung
metabolischer Syndrome (Collins et al 2004). Durch die Ubertragung der mtDNA des
AKR/J-Stamms bzw. des FVB/N-Stamms auf den Hintergrundstamm, war es moglich, den
Einfluss der mitochondrialen Genvariante auf metabolische Adaptationsprozesse zu

untersuchen.

1.2 Mitochondrien

1.2.1 Aufbau

Die Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle in den metabolischen Prozessen der acroben
Organismen. Elektronenmikroskopisch zeigt sich eine Dicke von lpm und eine variable
Lange (Loffler 2007). Diese hochdynamischen Organellen sind von zwei Membranen
umgeben, wodurch sie in zwei Kompartimente unterteilt werden (s. Abb. 1.1). Zwischen der
inneren und der dufleren Membran befindet sich der Intermembranraum und im Inneren der
Matrixraum (Logan 2006). Die Auflenmembran ist dabei eine semipermeable Membran, die
verschiedene Stoffwechselintermediate passieren ldsst, gefaltete Proteine jedoch nicht. In der
Innenmembran sind die Komplexe I-IV der Atmungskette, der Komplex V der Oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS), das Ubichinon, die Succinat-Dehydrogenase des Citrat-Zyklus,
die  Adeninnukleotidtranslokase und weitere Transportsysteme lokalisiert.  Der
Intermembranraum enthélt das Haimprotein Cytochrom C, einen wesentlichen Bestandteil der
Atmungskette. Kommt es zu einer Schadigung der dulleren Membran, wird dieses ins Zytosol
freigesetzt und 16st dort einen Caspasen-abhingigen Zyklus der Apoptose aus. Der
Matrixraum, der seine wesentliche Funktion in der Faltung der Proteine sowie der
proteolytischen Spaltung importierter Proteine hat, enthélt die Enzymsysteme fiir den Abbau
von Keto-, Fett- und Aminosduren, des Weiteren einen Teil der Himbiosynthese und der

Ammoniakentgiftung. Neben diesen katabolen Prozessen findet hier die Replikation,
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Transkription sowie die mitochondriale Proteinbiosynthese statt, wodurch 13 hydrophobe

Polypeptidbestandteile der Komplexe I und III-V der Innenmembran entstehen (Loffler 2007).

Intermembrane Outer Cristae

space membrane
Matrix

Ribosome | ATP I /\ v
synthase membrane O
particles .

Granule

Abb. 1.1 Modell der mitochondrialen Membranstruktur

Die Abbildung zeigt ein Modell der mitochondrialen Membranstruktur mit den molekularen Bestandteilen. Die
Auflenmembran (Outer membrane) wird von der Innenmembran (Inner membrane) durch den Intermembranéren
Raum (Intermembrane space) getrennt. Die Innenmembran erhilt durch die Cristae eine Faltenstruktur. In dem
Matrixraum (Matrix) befinden sich die mtDNA (DNA), Ribosomen (Ribosome), Granula (Granule) und
ATP-Synthasepartikel (ATP synthase particles) (Logan 2006).

Neben den iiber 1500 nukledr kodierten Proteinen verfiigen Mitochondrien iiber 13 durch
mitochondriale = DNA  (mtDNA)  kodierte = Proteine. = Die  mtDNA  kodiert
OXPHOS-Untereinheiten, aber auch tRNAs und rRNAs (Park et al 2012; Sauvanet et al
2012).

1.2.2 Atmungskette und Oxydative Phosphorylierung

Das ATP, welches Energietrdager fiir die verschiedenen metabolischen Prozesse eukaryoter

Lebewesen ist, wird iiber die in den Mitochondrien lokalisierte oxidative Phosphorylierung
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(Sauvanet et al 2012) synthetisiert (Kagawa 2010). Daneben haben die Mitochondrien
wesentlichen Einfluss auf die Calciumhomdostase, die Apoptose sowie die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) (Begriche et al 2006). Diese Komplexitit zeigt, dass eine
Dysfunktion der oxydativen Phosphorylierung die Mechanismen vieler Pathologien bestimmt.
Hierzu zdhlen insbesondere Alterungsprozesse und altersbedingte Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea Huntington und Friedreich Ataxie (Gouspillou et al

2011).
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Abb. 1.2 Ubersicht der Atmungskette

Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Komplexe der Atmungskette. Komplex I (NADH Dehydrogenase) und 11
(Succinat Dehydrogenase) erhalten Elektronen entweder von NADH oder FADH,. Die Elektronen werden durch
das Koenzym Q/Ubichinon (UQ) und Cytochrom C (CYC) zwischen den Komplexen transportiert. Das
energetische Potential des Elektronentransfers wird genutzt, um Protonen entgegen dem elektrochemischen
Gradienten zu pumpen. Protonen gelangen von der mitochondrialen Matrix (MM) in den Intermembranspalt
(IM) [Komplex I und III (Cytochrom bc;) und IV (Cytochrom-c-Oxidase)]. Die ATP-Synthese durch den
Komplex V (ATP Synthase) wird durch den Protonengradienten ermdglicht und erfolgt in der mitochondrialen
Matrix (da Fonseca et al 2008).

Der Komplex I (NADH-Dehydrogenase, NADH: Ubichinon-Oxidoreduktase) ist der erste
und gleichsam groflite Enzymkomplex der Atmungskette. Sieben der insgesamt 13 durch die
mitochondriale DNA kodierten Untereinheiten des Enzymkomplexes finden sich in der
NADH-Dehydrogenase (Marella et al 2013). Dieser erste Komplex hat zwei funktionelle
Seiten (Quinlan et al 2013) und katalysiert den ersten Schritt bei der NADH-Oxidation
(s. Abb. 1.2). Hier wird die NAD'/NADH-Ratio erhoht und Protonen iiber die innere
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Mitochondrienmembran geschleust (Santidrian et al 2013). Dieses geschieht durch die
Oxidation des aus verschiedenen Abbauvorgingen hervorgegangenen NADH + H”, wobei das
dabei frei werdende Elektronenpaar auf das Ubichinon {ibertragen wird. Bei diesem Prozess
werden insgesamt 4 Protonen iiber die Innenmembran in den Intermembranraum gebracht,
wodurch ein elektrochemischer Gradient entsteht (da Fonseca et al 2008).

Der Komplex II der Atmungskette (Succinat-Dehydrogenase), der als kleinster
Enzymkomplex gilt, besteht aus vier Untereinheiten, davon zwei 16sliche (Flavoprotein- und
Eisen-Schwefel-Untereinheit) und zwei membranintegrierte. Die Flavoproteinuntereinheit
enthdlt FAD als prosthetische Gruppe, die Eisen-Schwefel-Untereinheit enthidlt drei
Eisen-Schwefel-Cluster (Sakai et al 2013). Dadurch entstehen zwei funktionelle Seiten, zum
einen die Oxidation von Succinat zu Fumerat (Citratzyklus), bei der die Elektronen auf
FADH, {ibertragen werden, und zum anderen der Elektronentransport von FADH, zu
Ubichinon (Atmungskette). Dadurch entsteht eine direkte Verbindung zwischen diesen beiden
katalytischen Prozessen (Iverson et al 2012).

Der Komplex III (Cytochrom b, Ubichinon-Cytochrom-c-Oxidoreduktase) besteht aus der
mtDNA codierten Cytochrom b Untereinheit. Mit Hilfe des Q-Zyklus katalysiert dieser
Komplex der Atmungskette die Elektroneniibertragung auf der matrixfernen Seite (qo) von
Ubihydrochinon auf Cytochrom c. Dabei iibergibt das Ubihydrochinon ein Elektron mittels
des Eisen-Schwefel-Proteins und des Cytochrom c¢; an das Cytochrom c. Uber die
Hémproteine by, und by wird ein weiteres Elektron der matrixnahen Seite (q;) auf ein
Ubichinon bzw. ein Ubisemichinon iibertragen. Da jedes Cytochrom c¢ nur ein Elektron
binden kann, muss fiir einen kompletten Q-Zyklus dieser Prozess zweimal ablaufen, um
mittels zwei Elektronen ein Molekiil Ubihydrochinon zu regenerieren. Somit kommt es
innerhalb des Komplex III zu einem Protoneniibergang von 4 Protonen iiber die innere
Mitochondrienmembran in den Intermembranraum (da Fonseca et al 2008).

Der Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) ist der letzte fiir den Elektronentransport wichtige
Atmungskettenkomplex. Dieser besteht neben 10 nukledren aus 3 mtDNA codierten
Untereinheiten und ist gleichsam der dritte Komplex mit einem Protonentransport in den
Intermembranraum (Johar et al 2013). In diesem letzten Prozess werden vier reduzierte
Cytochrom ¢ Molekiile oxidiert, sodass dabei frei werdende Elektronen unter Bildung von
H,0 auf /2 O, iibertragen werden (Jimenez-Gutierrez et al 2013).

Die ATP-Synthase (ATPase), die den Komplex V der Atmungskette darstellt, bildet mittels
des aus den Komplexen I-IV entstandenen elektrochemischen Gradienten ATP aus ADP und

P;. Sie besteht aus zwei Domidnen, dem katalytischen F;-Teil, der aus drei Kopien der
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Untereinheiten o und 3 sowie je einer Kopie der Untereinheiten vy, 6 und & aufgebaut und in
der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist und den als Protonenkanal fungierenden Fo-Teil in
der inneren Mitochondrienmembran. Durch die Untereinheiten des F;-Teils wird die
Konformation der ATPase bestimmt und mit der Basis des Fo-Teils verankert. Durch den
katalytischen Einfluss wird ATP synthetisiert, was durch die drei Konformationsstadien der
B-Untereinheiten (offen, locker, geschlossen) in rotierender Form geschieht (Zhang et al
2013). Der Fp-Teil besteht aus einem c-Ring und verschiedenen weiteren Untereinheiten,
darunter A6L als Membranspanner. Die Untereinheiten (UE) b und & bilden eine periphere
Achse, wodurch die F;- und Fp-Teile verbunden werden und es zu einer Rotation der
Untereinheiten o, B und a kommt. Die UE A6L (auch Untereinheit 8) ist die durch das
Atp8-Gen betroffene Untereinheit. Sie wird in einer einzelnen Kopie présentiert (Stock et al
2000). Fiir Hefepilze konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen der UE 8 bedingt, dass die UE 6
nicht in den Enzymkomplex integriert wird, so dass ein funktionsloses Enzym resultiert
(Hadikusumo et al 1988). Die Bedeutung liegt vermutlich in der Bildung eines
stabilisierenden peripheren Stiels (Bateson et al 1999). Bei dem Protonentransport aus dem
Intermembranraum in den Matrixraum kommt es zundchst zu einer Bindung der Protonen an
zwel ¢-UE und beim Verlassen des Protonenkanals zu einer Rotation der c-Untereinheiten.
Durch die Verbindung der beiden ATPase Einheiten F; und Fo kommt es somit ebenfalls zu
einer Rotation der a- und p-Untereinheiten. Hierdurch wird aufgrund der
Konformationsdnderungen der B-Untereinheiten ATP aus ADP + P; gebildet und gelangt in
den Matrixraum (Junge et al 1997; Zhang et al 2013). Fiir den Transport des ATP aus dem
Matrixraum in das Zytosol ist ein Austausch mit zytosolischem ADP erforderlich. Dieser
Transport wird iiber Adeninnukleotidtranslokasen ermoglicht (Wallace 2010).

Die Untereinheiten a und A6L sind vom mt-Atp6 und mt-AtpS-Gen kodiert. Das mt-AtpS-Gen,
was fiir eine Untereinheit der Fo-Domine codiert (Zhao et al 2011), wird zusammen mit dem
Gen der ersten Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase (COX1) cotranskribiert und seine
Translation durch die F;-Domine reguliert, wobei dessen katalytische Aktivitdt dabei
unbedeutend ist. In Studien, die eine Translationsminderung des mt-AtpS8-Gens durch die F-
Doméne zeigten, wurde die COX1 inhibiert, was auf den Defekt der ATP-Synthase durch
Mutationen in den Untereinheiten wie des mt-AtpS-Gen zuriickgefiithrt wurde (Rak and
Tzagoloff 2009). Hieraus lédsst sich vermuten, dass Mutationen, insbesondere im mit-AtpS§-
Gen, zu Storungen der ATP-Synthase-Funktion und damit zu Krankheiten fiihren konnen.
Unter anderem fiir eine Kardiomyopathie ist diese Auswirkung bereits nachgewiesen worden

(Jonckheere et al 2009; Jonckheere et al 2011).



1 Einleitung

1.2.3 Mitochondriales Genom

Die meisten mitochondrialen Proteine sind nukledr codiert (nDNA) und werden nach der
zytosolischen Synthese ins Mitochondrium transportiert (Nicholls et al 2013). Mitochondrien
besitzen zu dem ein eigenes kleines Genom. Beim Menschen zeigt sich dieses mitochondriale
Genom (mtDNA) als einzelnes zirkuldres Doppelstrang-Chromosom mit einer Gréfle von
16,571 kb, das fiir insgesamt 37 Gene kodiert (Lavrov 2007). Neben den 13 Untereinheiten
der Atmungskettenkomplexe kodieren diese Gene fiir 22 tRNA und 2 rRNA. Mit ihrer
Aufgabe fiir mitochondriale Proteine zu kodieren, erfiillen die Gene die funktionelle
Aufgaben der Instandhaltung der mtDNA, mitochondrialer Proteinsynthese und Proteinolyse,
des Proteinimports, mitochondrialer Replikation, Eisen-Schwefel-Cluster Synthese, des
Citratzyklus sowie die Fettsdureoxidation. Zu den 13 von der mtDNA kodierten
Untereinheiten der Atmungskette gehdren die 7 Untereinheiten des Komplex I (ND1-4, 4L, 5
und 6), eine Untereinheit des Komplex III, die drei Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase
(COX I-II), sowie die beiden Untereinheiten der ATP-Synthase (ATP6 und ATPS;
s. Abb. 1.3) (da Fonseca et al 2008; Dhillon and Fenech 2013).
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Abb. 1.3 Mitochondriales Genom

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Gene innerhalb des mitochondrialen Genoms
(~17,000 bp). Abkiirzungen: HSP, putative heavy-strand promoter; OHR, origin of heavy-strand replication;
OLR, origin of light-strand replication (da Fonseca et al 2008).
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1.2.4 Mitochondriopathien

Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle im Energiestoffwechsel der Zelle und sind somit
essentiell fiir das Uberleben eukaryoter Lebewesen. Neben ihrer Funktion im aeroben
Stoffwechsel durch die Atmungskette ATP zu generieren, sind sie an katabolen Prozessen und
an der Bildung wichtiger Proteine beteiligt. Eine Storung mitochondrialer Proteine, sei es
durch Mutationen mitochondrialer oder nukledrer DNA, fiihrt somit zu einer Fehlfunktion und
damit zu moglichen Erkrankungen. Mitochondrien zeigen eine ausgepragte Dynamik, mit der
sie durch Fusion und Fission u.a. erworbene mitochondriale Dysfunktionen zu kompensieren
versuchen und sich an jeweilige Energieanforderungen adaptieren (van der Bliek et al 2013).
Mitochondriale Dysfunktionen sind bekannte Ursachen fiir degenerative Erkrankungen, das
Altern und Krebsentstehung. Hiufig sind bei Erkrankungen isolierte Defizite beteiligt, die
einen der mitochondrialen Komplexe, entweder durch einen Defekt einer spezifischen
Untereinheit der Atmungskette oder durch Mutation eines fiir diesen Komplex wesentlichen
Faktor, betreffen (Nicholls et al 2013). Da Mitochondrien fiir viele metabolische Prozesse
essentiell sind, ist ein OXPHOS-Defizit schidigend fiir die jeweilige Zellphysiologie

(Smeitink et al 2006). Im Einzelnen handelt es sich dabei um folgende fiinf Verdanderungen:

1. Der zellulire pH-Wert wird durch eine Verschiebung des Pyruvat-Laktat-
Verhiltnisses verdndert. Durch eine Stérung des OXPHOS-Systems wird Pyruvat
weniger in den Citratzyklus geschleust und metabolisiert, stattdessen verstirkt zu
Laktat metabolisiert.

2. Eine Storung des Potentials der Inneren Mitochondrienmembran bedingt eine Storung
der Transportkapazitt. Das fiihrt zu einer Imbalance der jeweiligen Metabolite.

3. Eine erhohte Oxidation auf Seite der Elektronen transferierenden Substanzen und
erhohte Reduktion auf Seite der Elektronentransportkette filhren zu einer
Verschiebung des Reduktions-/Oxidationsverhiltnisses.

4. Der Anstieg von ROS bedingt einen Zellschaden und stort den Signalweg der Zelle.

5. Es kommt zu einer Fehlsteuerung apoptotischer Signalwege, die auch in den

Mitochondrien stattfinden. (Nicholls et al 2013)

Eine Storung des OXPHOS-Systems wird mit einem T2DM und einer Insulinresistenz, die
aus einem gestorten Glucosemetabolismus resultiert, assoziiert (Maassen et al 2004).

Viele Erkrankungen bzw. Mutationen sind durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bedingt.
ROS werden hauptsdchlich durch die Atmungskettenkomplexe [ und III gebildet und
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physiologisch durch die mitochondriale Mangan-Superoxid-Dismutase und Glutathion-
Peroxidase neutralisiert (Smeitink et al 2006). Eine gesteigerte ROS-Produktion aufgrund
einer inhibierten Atmungskette fiihrt zu einem Zellschaden und einer Dysfunktion (Balaban et
al 2005). Eine Storung der Komplexe IV und V fiihren indirekt zur Steigerung von ROS, da
das durch die Stérung akkumulierende reduzierte Ubichinon ein starker Induktor der
ROS-Produktion durch den Komplex I ist (Smeitink et al 2006). Diese freien Radikale, die in
den Mitochondrien gebildet werden, zerstoren Makromolekiile wie Proteine, Lipide, mtDNA
und fiihren bei ihrer Akkumulation zu einer Zellalterung. Hauptsédchlich sind Deletionen und
Punktmutationen der mtDNA fiir Dysfunktionen von Bedeutung. Diese Dysfunktionen gehen
mit einer Beeinflussung des OXPHOS-Systems einher und akkumulieren in postmitotischen
Zellen wie Hirnzellen, Herz- und Skelettmuskelzellen und Zellen des Endokrinums (Yang et
al 2013).

Eine bedeutende Mutation ist die Adenin zu Guanin Transition an Position 3243 der

mitochondrialen tRNA™"VUR

. Diese wurde bei Patienten mit maternal einhergehendem
Diabetes (1 — 2 % aller Diabeteserkrankungen) und Schwerhdrigkeit identifiziert, aber auch in
Patienten mit mitochondrialer Myopathie, Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlaganfall
dhnlichen Episoden, chronisch progressiver Ophthalmoplegie, Kardiomyopathie und
progressiver Nierenerkrankung (van den Ouweland et al 1999).

Mehr als 200 Mutationen der mtDNA sind mit neurodegenerativen und muskulidren
Erkrankungen assoziiert. Eine der am besten untersuchten ist die A8344G MERRF
(myoklonische Epilepsie mit ,ragged-red fibres*) Mutation des mt-tRNA"Y Gens, die auf
dem T-Arm lokalisiert ist. Diese Mutation fiihrt zu einer herabgesetzten Aktivitdt der
Atmungskettenkomplexe 1 wund IV, geringerer oxidativen Phosphorylierung und
herabgesetztem Potential der inneren Mitochondrienmembran (Kolesnikova et al 2004).

Eine weitere Mitochondriopathie stellt die ,mitochondriale neurogastrointestinale
Enzephalomyopathie‘ (MNGIE) dar. Sie ist assoziiert mit einer Depletion, multiplen
Deletionen und Punktmutationen der mtDNA bedingt durch eine Mutation der Thymidin-
Phosphorylase. Hierbei exponiert ein Defekt der Cytochrom-c-Oxidase und der
Atmungskettenkomplexe I, III und IV (Hirano et al 2005).

Generell ist die Inzidenz der Mitochondriopathien in den letzten Jahren gestiegen und zum
Teil konnte die Existenz klinischer Symptome auf eine mtDNA-Mutation zuriickgefiihrt und
ein entsprechendes Gen identifiziert werden (Nicholls et al 2013).

Folgende Tabelle zeigt tiberschaubar einige Mitochondriopathien:
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Mitochondriopathie

Involviertes Gen

Klinik

Heriditdre Leber’sche

Optikusneuropathie (LHON)

mtND6-Gen (Untereinheit der
NADH-Dehydrogenase)

Blindheit im zweiten

Lebensjahrzehnt

Chronisch progressive externe

Ophthalmoplegie (CPEO)

mt-tRNAYY T1658C

Neuromuskuldre Symptomatik

Myoklonische Epilepsie mit ,ragged-
red fibres* (MERRF)

mt-tRNAM-Gen

Muskelschwiche, Myoklonien,

zerebrale Krampfanfille

Mitochondriale Enzephalopathie mit
Laktatazidose (MELAS)

mt-tRNAMUUR_Gen

Kortikale Blindheit,
Hemiparese, Hemianopsie,
episodisches Erbrechen,
Muskelschwiche, Demenz,

Kleinwuchs, Laktatazidose

Friedreich-Ataxie

Frataxin-Gen (kernkodiert)

Spinozerebelldre Heredoataxie

in der spéteren Kindheit

Autosomal dominante optische

Atrophie Typ I (DOA)

OPA1-Gen (kernkodiert)

Blindheit im zweiten

Lebensjahrzehnt

Leigh-Syndrom

mt-Atp6-Gen (Austausch von
Thymin gegen Guanin)

Neuromuskulére
Symptomatik, Ataxie, Retinitis

pigmentosa

Tab. 1.2 Erkrankungen auf dem Boden einer Mitochondriopathie / mitochondrialen Dysfunktion
(modifiziert nach Larsson and Luft 1999; Wallace 1999)
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1.3 Insulin und Leptin

1.3.1 Extra- und intrapankreatische Einflussfaktoren auf die Insulinsynthese und
Insulinsekretion

Das Pankreas ist eine gemischt exokrin-endokrine Driise. Ihr endokriner Anteil mit den
Langerhans’schen Inseln macht nur 2 % aus und sezerniert Hormone ins Blut (O'Dowd and
Stocker 2013). Innerhalb der Inseln des endokrinen Pankreas differenzieren sich Zelltypen mit
spezifischen Hormonen (Bonner-Weir and Orci 1982), darunter die B-Zellen, die fiir die
Insulinproduktion verantwortlich sind (O'Dowd and Stocker 2013).

Der Metabolismus innerhalb der Langerhans‘schen Inseln und der Stoffwechsel der Glucose
in den [B-Zellen umfasst verschiedene Zyklen, die fiir die suffiziente Insulinsekretion
Voraussetzung sind (s. Abb. 1.4). Uber Glucosetransporter (GLUT 2) gelangt Glucose in die
B-Zellen. Dort wird es iiber die Glycolyse zu Pyruvat abgebaut. Das Pyruvat ist ein Substrat,
das durch mitochondriale Pyruvat-Kanile ins Mitochondrium gelangt. Dort wird es vor allem
iiber die Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA umgebaut. Das Acetyl-CoA gilt als
Initialmetabolit des Citratcyclus. (Sugden and Holness 2006; Sugden and Holness 2011). Der
weitere Abbau des Acetyl-CoA fiihrt zur Bildung der Reduktionsiquivalente NADH + H', die
fiir die oxidative Phosphorylierung und somit fiir die ATP-Synthese essentiell sind.
Glycolyse, Oxidative Phosphorylierung und ATP-Synthese sind Voraussetzung fiir eine
Glucose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS).

Die Insulinsekretion ist wie folgt beeinflusst. Die {iber GLUT 2 (Mueckler and Thorens 2013)
aufgenommene Glucose wird per Glycolyse abgebaut und in den Citrat-Zyklus eingeschleust,
was zu einem Anstieg des ATP/ADP-Verhiltnisses fiihrt. Das ATP fiihrt zu einer Hemmung
der ATP-abhingigen Kaliumkanile (Karp-Kandle). Die resultierende Depolarisation der
Plasmamembran fiilhrt zu einem Kalzium-Einstrom durch spannungsabhingige
Kalziumkanile (Ca**-Kanile). Uber das Kalzium und sogenannte SNARE-Proteine
fusionieren die Insulingranula mit der Plasmamembran, sodass es zu einer Insulinfreisetzung

ins Blut kommt (MacDonald 2011).
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Abb. 1.4 Ubersichtsmodell der Glucose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS)

Glucoseaufnahme {tiber Glucosetransporter (GLUT) fiihrt zu einem erhdhten intrazelluliren ATP/ADP-
Verhiltnis. Das fiihrt zu einer Inhibition ATP-sensitiver Kaliumkanile (Katp), wodurch spannungsabhingige
Ca*'-Kanile (VDCC) gedffnet werden. Der Ca*'-Einstrom in die Zelle triggert die Exozytose der Insulingranula
an der Plasmamembran. Die spannungsabhingigen Kaliumkanile (Kv2.1) fiihren iiber die Aufnahme von
Kalium zu einer Repolarisation der Zelle, wodurch der Ca**-Einstrom und die Insulinsekretion limitiert werden.
Additionale Outputs der Mitochondrien (Metabolite, lonen) fiihren zu einem metabolisch gesteigerten Signal,
das zudem die Insulinsekretion, in Form einer erleichterten Insulingranula-Rekrutierung, Andockung an die
Plasmamembran sowie der Exozytose, ansteigen lasst (MacDonald 2011).

Daneben haben Fettsduren einen sehr starken Einfluss auf die GSIS (Roduit et al 2004). Diese
binden an freie Fettsdure-Rezeptoren 1, was zu einer Erhohung der Glucose-stimulierten
cytosolischen Ca*"-Level und damit zu einer konsequenten Insulinsekretion fiihrt. Chronisch
erhohte Fettsdurespiegel fiihren jedoch, auch in Kombination mit erh6hten Glucosespiegeln,
zu einer erniedrigten Insulinproduktion, Insulinsekretion und zu einem Untergang der
B-Zellen als Zeichen der Dekompensation (Kluth et al 2011; Lee et al 1994; Schulz et al
2013).

1.3.2 Der Einfluss des Adipokins Leptin auf metabolische Stoffwechselwege und seine
funktionelle Rolle im Organismus

Das von den Adipozyten gebildete Leptin ist das Produkt des obesity (ob)-Gens und korreliert
positiv mit der Anzahl und Masse der Adipozyten (Zhang et al 2002b). Es ist damit ein
wichtiger Regulator der Nahrungsaufnahme und Energiespeicherung, der Insulinsensitivitat

und des metabolischen Umsatzes. Die Leptineffekte sind in erster Linie im Hypothalamus zu
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finden, daneben in peripheren Organen wie dem Pankreas, dem Muskel und der Leber (Paz-
Filho et al 2012). Uber Leptinrezeptoren im Hypothalamus bewirkt es eine zentrale Kontrolle
des metabolischen Umsatzes durch Hemmung der Ausschiittung orexigener Mediatoren
(Unger 2000). Hierdurch wird die Glucoseaufnahme verringert. Peripher wird die
Glucosehomoostase durch diverse Signalwege und Angriffsorte des Leptins reguliert. Durch
Aktivierung einer AMP-abhingigen Kinase beeinflusst Leptin  zusdtzlich die
Nahrungsaufnahme. Die AMP-Kinase reguliert den Energichaushalt durch ihren Einfluss auf
ATP-verbrauchende und ATP-produzierende Stoffwechselwege mit Aufnahme und
Verwertung von Glucose sowie der Fettsdureoxidation (Amitani et al 2013). Daneben nimmt
Leptin Einfluss auf die adipo-insuldre Achse. Es hemmt die Glucoseaufnahme {iber GLUT-2
(Amitani et al 2013) und wirkt als Gegenspieler zum Insulin, es steigert folglich die Lipolyse
und senkt die Lipogenese (Kahn et al 2005). Studien haben gezeigt, dass das Hormon die
Insulinsynthese und —sekretion senkt und somit iiber diese Interaktion die Glucosehomdostase
positiv beeinflusst (Ceddia et al 2002). Gleichzeitig wird die Leptinproduktion durch Insulin
induziert, sodass es die Insulinsensitivitit durch Reduktion der Adipozytenzahl und
Lipotoxizitit erhort (Paz-Filho et al 2012). Es konnte gezeigt werden, dass das von den
Adipozyten gebildete Hormon auch direkten Einfluss auf die B-Zellen des Pankreas nimmt,
indem es die Proliferation, Neogenese, ZellgroBBe und Apoptose beeinflusst (Marroqui et al
2012). In der Leber erhoht Leptin durch spezifische Enzymhemmung den Lipidtransport aus
der Leber, reduziert eine Steatosis hepatis (Cohen et al 2002), senkt die hepatische
Gluconeogenese und erhoht die Insulinsensitivitit (Ceddia et al 2002; Paz-Filho et al 2012;
Tom et al 2011).

Neben den Zytokinen TNF-a und Interleukin-6 (IL-6) gehort Leptin als Adipokin zu den
proinflammatorischen Molekiilen. TNF-a senkt direkt die Insulinsensitivitit und steigert die
Lipolyse der Adipozyten (Hotamisligil et al 1994; Zhang et al 2002a). IL-6 induziert die
Lipolyse und Triglyceridproduktion und fiihrt so zu einer Hypertriglyceriddmie (Nonogaki et
al 1995). Adipositas fiithrt zu einem Anstieg inflammatorischer Molekiile und von Leptin, das
eine Rekrutierung von Fettgewebsmakrophagen bedingt (Dib et al 2013). Es spielt sowohl bei
der angeborenen als auch erworbenen Immunabwehr eine Rolle. Die lange Form des
Leptinrezeptors, die mit der physiologischen Aktivitit des Leptins assoziiert ist, wird auf den
meisten Immunzellen wie den Monozyten und Makrophagen exprimiert und erhdhte
Leptinlevel gehen mit erhohter Anzahl dieser Zelltypen einher (Tartaglia et al 1995).
Adipositas ist begleitet von einem andauernden erhéhten Level von zirkulierendem Leptin,

was zu einer Leptinresistenz fiihren kann (Considine et al 1996).
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Da in der vorliegenden Arbeit auch das Differentialblutbild der Miause analysiert wurde,
ergibt sich eine mogliche Korrelation zwischen der Anzahl differenzierter Zelltypen und der
Menge an Plasmaleptin. Eine gegenseitige Beeinflussung des Leptins und der
mitochondrialen Atmungskette ist bisher noch nicht ausreichend geklart, zeigt jedoch einen
gewebeabhingigen Effekt. In der Leber wird die mitochondriale Aktivitdt gesenkt durch eine
Aktivititsminderung der Cytochrom-c-Oxidase Untereinheiten IV und VIa der Atmungskette
(Singh et al 2009). Im Muskel fiihrt Leptin zu einer verminderten Aktivitit der
Atmungskettenkomplexe II, IV sowie der ATP-Synthase (Holmstrom et al 2013). Diese
Ergebnisse zeigen, dass Leptin mit der Atmungskette in einem wirksamen Zusammenhang
steht. Daraus ergab sich die Frage, welchen Einfluss das mt-Ap8-Gen in Bezug auf die

Leptinkonzentration nimmt.

1.4 Steatosis hepatis und Lipidmetabolismus

1.4.1 Entstehung einer Steatosis hepatis und ihre Einflussfaktoren

Die Leber spielt eine zentrale Rolle im Metabolismus der Kohlenhydrate, Lipide und Proteine
und sorgt fiir eine Homoostase dieser Metabolite (Koo 2013). Eine steigende Energiezufuhr
und die daraus resultierende Korperfettzunahme bedingen die Entwicklung metabolischer
Storungen inklusive der Ausbildung einer Steatosis hepatis. Pathogenetisch kann die
Akkumulation von Lipiden in der Leber verschiedene Ursachen haben. Dazu zédhlen eine
gesteigerte Lipolyse der Adipozyten des viszeralen Fettgewebes, die erhohte enterale
Resorption der Nahrungsfette und die daraus resultierende Konzentrationssteigerung freier
Fettsduren (Donnelly et al 2005). Freie Fettsduren werden an Albumin gebunden {iber das
Blut zu den Organen transportiert und beeinflussen, gerade in der Leber und der Muskulatur,
die Insulinwirkung und den Glucosemetabolismus, haben Einfluss auf die Funktion von
Transkriptionsfaktoren, sind Substrate fiir die Lipoproteinproduktion in der Leber und
regulieren die Insulinproduktion im Pankreas (Arner 2005). Eine weitere Ursache fiir eine
hepatische Fettakkumulation ist eine mitochondriale Dysfunktion im Sinne einer
beeintrichtigten Mitochondrienfunktion. Diese steht in Verbindung mit einer Insulinresistenz,
wodurch die B-Oxidation der Fettsduren beeintrachtigt wird (Fromenty et al 2004). Die

Beeintriachtigung der B-Oxidation der Fettsduren entsteht durch die verstdrkte Bildung von
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ROS bei der Substratoxidation. Die ROS schidigen die Mitochondrien und induzieren die
Freisetzung von Lipidperoxiden, die das mitochondriale Genom schidigen, was zur
verstirkten Produktion von ROS fiihrt (Fromenty et al 2004). Auch fiihrt die de novo
Lipogenese nach Nahrungsaufnahme in der Leber zu einer Akkumulation der Lipide, da durch
die Insulinwirkung die Lipolyse gehemmt und die Synthese unter anderem aus Glucose
induziert wird (Postic and Girard 2008). Letztlich kann eine Verminderung der hepatischen
Lipidausscheidung, die mit einer Insulinresistenz assoziiert ist, eine Steatosis hepatis fordern
(s. Abb. 1.5). Die Lipidausscheidung in Form von VLDL-TG ist nicht addquat genug, um die

intrahepatische Produktion und Speicherung zu kompensieren (Fabbrini et al 2008).

Adipocytes

MEF& VLDL

Hyperglycemia,

Abb. 1.5 Pathogenese der Lebersteatose

Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Entstehung der steatosis hepatis. Nahrungslipide gelangen iiber
Chylomikronen (CM) aus dem Darm in die Leber. Zu dem fiihren erhohte Plasmaglucosespiegel
(hyperglycemia) und Insulinkonzentrationen (hyperinsulinemia) zu einer gesteigerten de-novo Lipogenese
(lipogenesis) und zu einer beeintrichtigten B-Oxidation, was nach Veresterung (Esterification) zu einem Anstieg
intrahepatischer Lipide (TG) in Form einer Steatose fithrt. TG konnen iiber VLDL ans Blut abgegeben werden.
Im Zustand einer Insulinresistenz kann Insulin nicht hinreichend die Hormon-sensitive Lipase (HSP) inhibieren,
sodass die Lipolyse im weillen Fettgewebe nicht gechemmt wird. Die in dem Fettgewebe gespeicherten Lipide
gelangen somit iiber das Plasma in Form von nichtveresterten Fettsduren (NEFA) in die Leber (Postic and Girard
2008).
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1.4.2 Lipolyse und Blutlipidparameter

Unter Nahrungsaufnahme spielt das Insulin eine wesentliche Rolle im Lipidmetabolismus.
Insulin bindet an spezifische Rezeptoren der Adipozyten, wodurch es zu einer Tyrosin
Phosphorylierung und damit zu einer Aktivierung des Insulinrezeptors kommt. Daraus
resultiert eine Interaktion mit ,Insulin receptor substrates® (IRS-1 und IRS-2). Durch die
weitere Signalkaskade wird die Hormon-sensitive Lipase (HSL) weniger aktiviert (Bjornholm
et al 2002; Degerman et al 2001). Insulin hemmt somit die Lipolyse und induziert gleichzeitig
die de novo Lipogenese. Bei einer bestehenden Insulinresistenz durch Adipositas ist die
Lipolyse folglich gesteigert und der Anteil freier Fettsduren erhoht (Delarue and Magnan
2007). Normalerweise stammen im Plasma transportierte freie Fettsduren aus in der Nahrung
vorhandenen Lipiden oder werden iiber die Lipolyse der Adipozyten gebildet. Adipozyten
bestehen zu > 95 % aus Triglyceriden, die wéhrend der Lipolyse zu Glycerol und freien
Fettsduren hydrolysiert werden. Das viszerale Fett steht {iber die Portalvene in direkter
Verbindung zur Leber und hat somit direkten Einfluss auf die Leberfette. Erhohte
Konzentrationen hepatischer Lipide flihren zur Bildung der von den Lipiden abgeleiteten
,second messenger: wie Diacylglycerol und Ceramide, die sich negativ auf die
Insulinresistenz auswirken (Jornayvaz and Shulman 2012). Durch die erhéhte Insulinresistenz
vermindert sich der antilipolytische Effekt vom Insulin, so dass die Lipolyse gesteigert ist.
Die Lipolyse ist folglich gesteigert bei Adipositas, die mit einer Insulinresistenz einhergeht,
und hat so eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Dyslipiddmien, Hyperinsulindmie und
Glucoseintoleranz. Bei bestehender Adipositas konnen erhohte Blutlipide gemessen werden,
die u.a. durch verstirkten hepatischen Export entstehen. Daneben spielt die Lipolyse,
getriggert durch Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) im Fettgewebe eine Rolle. Dieses Zytokin
induziert die Lipolyse iiber eine MAP-Kinase. Der Prozess wird unter anderem bei
Nahrungskarenz, insbesondere bei  bestehender  Adipositas, iiber [(-adrenerge
Rezeptoragonisten wie Catecholamine induziert (Arner 2005). Unter anderem wird er auch

durch eine Proteinkinase A abhidngige Phosphorylierung und Aktivierung der HSL reguliert.
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1.5 Adaptation der hiimatopoietischen Zellen an das Nahrungsangebot

Blutzellen werden physiologisch in zwei Gruppen, die Erythrozyten (rote Blutzellen) und
Leukozyten (weille Blutzellen), unterteilt. Thre Regulation und Adaptation soll im Folgenden
kurz dargestellt werden:

Die Erythropoiese (Entwicklung der roten Blutzellen) erfolgt kontinuierlich aus pluripotenten
Stammzellen (Lodish et al 2010). Dabei beginnt die Synthese in der fetalen Leber und
wechselt mit zunehmender Entwicklung und Alter ins Knochenmark (Palis et al 1999).
Wesentliches Signalhormon fiir die Zelldifferenzierung ist das Erythropoietin, ein in der Niere
gebildetes Hormon (Lodish et al 2010), welches insbesondere unter hypoxischen
Bedingungen ausgeschiittet wird. Die differenzierten Erythrozyten enthalten weder einen
Zellkern noch Mitochondrien. Dadurch erhalten sie einen stabilen oxydativen Status,
limitieren die ROS-Produktion und adaptieren sich besser an Umsténde, unter denen es zu
einem Anstieg der metabolischen Rate mit Zunahme der ROS-Synthese kommt (Zhang et al
2011). Somit konnen sie ihre Funktion im Sauerstofftransport aufrechterhalten. Gleichzeitig
sind sie aber auch vulnerabler fiir oxidative Schiden.

Die Myelopoiese und Lymphopoiese (Entwicklung der weilen Blutzellen: Granulozyten und
Lymphozyten) erfolgt aus pluripotenten Stammzellen im Knochenmark (Mora-Garcia et al
2003). Ihre Differenzierung zu den Subpopulationen der Leukozyten und Lymphozyten wird
durch verschiedene Hormone sowie Zytokine getriggert (Bender et al 1987). Weille
Blutzellen enthalten einen Zellkern und Mitochondrien. Diese benétigen sie fiir die
Energiegewinnung und Adaptation an ihre entsprechenden Aufgaben im Stoffwechsel,
insbesondere der Inflammation, bei Infektionen und Phagozytose (Kong et al 2001). Dadurch
haben sie einen variablen oxydativen Status, produzieren ROS und sind entsprechend sensibel
fiir Zellschdden in Zustdnden erhdhter ROS-Produktion (Kong et al 2001).

Blutzellen sind sehr sensibel fiir eine Lipoinflammation, sodass Lipide oder das adipozytire
Leptin und andere Adipokine zu einer verdnderten Zellassemblierung unter metabolischer
Belastung wie einer HFD fiihren (Trottier et al 2012). Es ist bekannt, dass von den
Adipozyten, als endokrines Organ, Adipokine wie Leptin, Adiponektin und Resistin gebildet
werden, wodurch die Energiezufuhr, die Metabolisierung und Speicherung der Néhrstoffe
gesteuert werden (Qatanani and Lazar 2007). Insbesondere Leptin induziert die Granulopoiese
und fiihrt zu einem Anstieg der Lymphozytenzahl (Trottier et al 2012).

Untersuchungen haben gezeigt, dass bei schlanken Individuen eine andere Zellassemblierung
weiBer Blutzellen besteht als bei Ubergewichtigen. Mit steigender Adipozytenzahl kommt es

zu einer Erhohung der Makrophagenzahl durch Rekrutierung iiber proinflammatorische
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Zytokine wie TNF-a und NO-Synthase 2 (Lumeng et al 2007; Odegaard et al 2007). Wéhrend
unter Normalgewicht IL-4 produzierende Eosinophile vorherrschen, zeigt sich bei
Ubergewicht ein Vorherrschen an Neutrophilen, Mastzellen sowie B-Lymphozyten (Liu et al
2009; Talukdar et al 2012). Daraus lésst sich ableiten, dass entsprechende Leukozyten je nach
Erndhrungszustand spezifische Funktionen haben. Unter normokalorischen Bedingungen
aktivieren Zytokin-produzierende Eosinophile und T.-Zellen sogenannte M2-Makrophagen.
Die M2-Makrophagen produzieren u.a. IL-10, das die Insulinsensitivitit fordert. Unter
hyperkalorischen Bedingungen werden M1-Makrophagen durch adipozytire Zytokine und
Mediatoren der proinflammatorischen Leukozyten aktiviert. Die MI-Makrophagen
produzieren IL-1B, IL-6 und TNF-a, wodurch die Insulinsensitivitit gesenkt und eine
Insulinresistenz gefordert wird (Carvalheira et al 2013; Odegaard and Chawla 2013). Ein
Anstieg von ROS fiihrt auch zum Freisetzen proinflammatorischer Zytokine. Diese aktivieren
Leukozyten, sodass proinflammatorische Leukozyten aktiviert werden (Barbieri and Sestili
2012; Langen et al 2002; Li et al 1999).

Liegt keine erhohte Adipozytenzahl vor, zeigt sich unter alternativen Makrophagen,
Tree-Zellen, Eosinophilen und den natiirlichen Killerzellen eine synergistische Funktion zur
Erhaltung der Insulinsensitivitdt und der tolerablen Immunologie (Feuerer et al 2009; Kang et
al 2008; Odegaard et al 2008). Eine Reduktion einer dieser Zelllinien stort das protektive
Zusammenwirken und destabilisiert das antiinflammatorische System, was sich negativ auf
die Insulinwirkung auswirkt. Die durch steigende Adipozytenzahl entstehende
Neuassemblierung der Leukozyten fordert das proinflammatorische System und damit die
Insulinresistenz (Nishimura et al 2009; Patsouris et al 2008).

Fir die Erythrozyten konnte gezeigt werden, dass bei steigender Adipozytenzahl und
resultierender Insulinresistenz bzw. metabolischem Syndrom die roten Blutzellen in ihrer
Anzahl zunehmen und sich morphologisch verdndern. So kommt es bei einem Diabetes
mellitus Typ 2 zu einem Anstieg der Erythrozytenzahl, die eine hohere Affinitdt zum
Sauerstoff zeigen. Der Hamatokrit korreliert dabei positiv mit dem HbAc (Graham et al

1980; Hanley et al 2009; Simmons 2010).
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1.6 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es, die Auswirkung der m¢-A¢tp8-Mutation in einem
Mausmodell zu untersuchen. Das m#-Atp8-Gen codiert fiir eine Untereinheit des Fo-Teils der
mitochondrialen ATP-Synthase der Atmungskette. Bei der Mutation handelt es sich um einen
Polymorphismus, bei dem es durch einen Nukleotidaustausch von Guanin zu Thymin zu
einem Aminosdureaustausch von Asparaginsdure zu Tyrosin innerhalb des mit-AtpS-Gens
kommt. Untersucht wurden verschiedene metabolische Prozesse und die Auswirkung der
Mutation auf zelluldrer Ebene. Fiir die Betrachtungen galt der Vergleich im Hinblick auf
Alter, Geschlecht und Fiitterung (HFD vs. CD) zwischen dem verinderten Stamm (B6-mt" ')

und dem Kontrollstamm (B6-mt**?), der sich nur im mz-A#p8-Gen von den B6-mt" "> Tieren

unterscheidet. Im Einzelnen handelt es sich dabei um folgende Untersuchungen:

1. Welchen Einfluss hat das m#-Atp8-Gen auf die Gewichtsentwicklung der Tiere unter
HFD und CD iiber einem Zeitraum von sechs Monaten? Wie unterscheiden sich die
Genvarianten in ihrem Einfluss auf die Gewichtsentwicklung unter einer

metabolischen Belastung (HFD)?

2. Welche Auswirkung hat die m#-Atp8-Mutation auf den Glucosemetabolismus? Wie
adaptieren sich die Blutglucose und Insulinspiegel unter erhohtem metabolischem

Stress im Verlauf der Hochfettdiit?

3. Welche adaptiven Verdnderungen der pankreatischen B-Zellen im Hinblick auf die
B-Zellmasse ergeben sich bei den beiden Mausstimmen unter der jeweiligen Diét?
Veriandern sich die Anzahl sowie die Grofle der Pankreasinseln? Ist diese Verdanderung

abhingig vom jeweiligen mitochondrialen Genotyp?

4. Wie wirkt sich eine Hochfettdidit oder eine Kontrolldidt auf den Lipidstoffwechsel
aus? Wie verdndern sich unter entsprechender Diét die Blutlipidparameter Cholesterin
und Triglyceride? Kommt es auch zu einer verdnderten Fettakkumulation in der

Leber? Welchen Einfluss besitzt hier die m¢-A¢p8-Mutation?

5. Wie verdndert sich das Differenzialblutbild der Tiere unter einer Hochfettdidt oder
einer Kontrolldiat im Sinne eines chronischen Inflammationsstatus? Welchen Einfluss

nimmt die mt-AtpS-Mutation auf diese Verdnderungen?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Material

Adenosindiphosphat (ADP)
Adenosintriphosphat (ATP)
Albumin bovine Fraction V pH 7
Anti-Meerschweinchen IgG
Aqua destillata

Ethanol (unvergillt)
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
H202

HCI (4 %, 10 %)

Ketamin (10 %)
Meerschweinchen-anti-Insulin-Antikorper
Maus Insulin ELISA Kit

Maus Leptin ELISA Kit

N, (fliissig)

NaCl

Na,HPO,*H,0

NaOH

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Phosphoenolpyruvat
Polyoxyethylen-10-tridecylether
Pyruvatkinase

Randox” Triglycerides Assay TR210
QuantiPro™ BCA Assay Kit
Roti-Histol

Triton X-100

Bezugsquelle

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg
Dianova, Hamburg
Zentralapotheke,
Universitidtsmedizin Rostock
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Essex, Miinchen

Dako, Hamburg
Mercodia, Uppsala, Schweden
Millipore, Missouri, USA
Air Liquide, Glistrow
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Randox, Krefeld

Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
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Gerite und Verbrauchsmaterialien

ADVIA® 2120 (Blutanalysegerit)
Eppendorf Tubes
Fluoreszenzmikroskop
Glucometer Free Style Mini
Heizblock

Kurzkapillaren (EDTA-beschichtet)
Laborwaage Laboratory LC 620 S
Mikrotiterplatten

Mikrotom

Omnican 100 Spritzen

Omnifix F Spritzen

Petrischalen

Pinzette anatomisch

Pipetten

Priparierschere

Reflotron

Skalpell

Spezialfutter

CD  (Kontrolldidt, 10 % kcal aus Fett)
HFD (Hochfettdiat, 60 % kcal aus Fett)

Stereomikroskop

Sterican Kaniilen Gr. 18
Thermomixer comfort
Ultramikrotom Ultracut SWS
Ultra-Turrax (Homogenisator)
VICTOR™ plate reader (Photometer)
Wasserbad

Zentrifuge

Bezugsquelle

Siemens, Eschborn
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Gottingen
Abbott, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Sartorius, Gottingen
Sarstedt, Nimbrecht
Leica, Wetzlar

Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
Greiner, Frickenhausen
Aesculap, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Aesculap, Tuttlingen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Aesculap, Tuttlingen
Altromin, Lage

Zeiss, Gottingen
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Leica, Wetzlar

IKA, Staufen
PerkinElmer, Rodgau
GLF, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg
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2.2 Tiere und Tierhaltung

Untersucht wurden die conplastischen Mausstimme C57BL/6J ~mt KR (B6-mt™*®) und
C57BL/6J-mt"™VBN (B6-mt™®), die sich von den Ausgangsstimmen nur an einer Stelle im

mitochondrialen Genom, der ATPase8-Untereinheit (mt-Atp8), unterscheiden.

12s F\ ;

i, A D-Loop .,‘ =T “Eyt b
0716569 4 —~ N
16s P )
rRNA PL
EnDs
L"'l
NDH
[ —— o]
M -
Genes: iy
ND2
[ Complex I O
{NADH dehydrogenase) P e~
W Y
0 Complex III DL
{Ubiquinol:Cyt ¢ oxidoreductase) g \R
B Complex IV / \ND3
{Cyt c oxidase) cor -
=] comn 5 kb
Complex V =
{ATP synthase) Df con 4 ATPaset deletion
[ Transfer RNAs K
[ Ribosomal RNAs ATPase8

Abb. 2.1 Mitochondriales Genom

Das mitochondriale Genom codiert fiir 37 Gene (13 Polypeptide, 22 tRNAs und 2 rRNAs). Jedes Mitochondrium
enthélt Kopien der zirkuldren Doppelstrang-DNA. Humane mtDNA codiert fiir 7 der 43 Untereinheiten des
Komplex I (NADH-Dehydrogenase), 1 der 11 Untereinheiten des Komplex III (Ubichinon: Cytochrom-c-
Oxidoreduktase), 3 der 13 Unterinheiten des Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) und 2 der 16 Untereinheiten
des Komplex V (ATP-Synthase) (Madamanchi and Runge 2007).

Fir die Erzeugung der conplastischen Mausstimme wurden die Weibchen des
mitochondrialen Donorstammes (AKR & FVB) mit den Mainnchen des gewéhlten
Hintergrundstammes (B6) verpaart. Das maternal vererbte mitochondriale Genom konnte so

tibertragen werden. Es folgte eine Riickkreuzung iiber 10 Generationen, bei der die
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weiblichen Nachkommen mit Mannchen des Empfangerstammes (B6) gepaart wurden. Diese
Nachkommen wurden nunmehr als rein angesehen, sodass sie fiir die Untersuchung genutzt
werden konnten.

Das mitochondriale Genom des Stammes B6-mt**® unterscheidet sich von dem des Stammes
B6-mt"® im mitochondrialen (m?)-Atp8-Gen. Dabei besteht bei dem B6-mt™® Stamm ein
natiirlicher nt7778T Polymorphismus innerhalb des mt-Atp8-Gens. Dieser fiihrt zu einem
Aminosdureaustausch von Asparagin zu Tyrosin innerhalb des hydrophoben ATP-Synthase-
Protein 8 (A#p8).

Alle Tiere entstammen der Zentralen Tierhaltung der Medizinischen Fakultit der Universitét
Rostock. Sie erhielten ein kommerzielles, pelletiertes Alleinfuttermittel (Altromin) und
Wasser ad libitum. Die Raumtemperatur betrug 20 + 2 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von
50 £ 5 %. Der Hell-Dunkel-Zyklus betrug 12 Stunden und die Tiere waren frei von Viren und
anderen Krankheitserregern (geméfl FELASA-Richtlinien).

Alle Tierversuche wurden vom ,Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit, Landwirtschaft und

Fischerei‘ Rostock genehmigt (Antragsnummer: LALLF-MV 7221.3-1.1-061/10)

2.3 Lipidbelastungsstudie

Um zu untersuchen, ob und in welcher Intensitit eine Lipotoxizitit die Funktion u.a. der
pankreatischen B-Zellen von normoglykdmischen B6-mt™"" und B6-mt**® beeinflusst,
erhielten die Tiere liber drei und sechs Monate eine fettreiche Didt (HFD 60 % kcal aus Fett)
oder eine fettarme Kontrolldidt (CD 10 % kcal aus Fett). Die Lipidbelastungsstudie begann in
der 4. Lebenswoche nach dem Absetzen der Tiere und endete mit dem Absetzen der Diit,
entsprechend der zwei Zeitpunkte nach drei bzw. sechs Monaten. Die Tiere wurden getrennt
nach Stamm und Geschlecht gehalten und erhielten in Gruppen aus 4-5 Tieren entweder die
HFD oder CD. Dabei hatten die Tiere freien Zugang zu Futter und Wasser.

Am Ende der Lipidbelastungsstudie wurden nach Narkotisierung und Totung der Tiere
Blutproben aller Tiere entnommen und nach Zentrifugation fiir die Bestimmung der
Seruminsulinspiegel genutzt. Ebenso wurden von allen Tieren die Blutlipidparameter
Triglyceride und Cholesterin, aber auch die Hohe der Leptinkonzentration bestimmt. Es
wurde der Blutzucker gemessen, sowie vollstindige Blutbilder erstellt. Einer Kohorte

(n=6-9) wurden die Leber fiir die hepatische Triglyceridbestimmung, einer weiteren
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Kohorte das Pankreas zur Immunfluoreszenz basierten Gréfenbestimmung der Inselflichen
und Quantifizierung der B-Zellmasse entnommen.

Fiir die Entnahme der Organe wurden die Tiere zu Beginn mit einer Athernarkose betiubt. Es
folgte die retrobulbidre Blutentnahme mittels EDTA-beschichteter Kurzkapillare von ca.
1 - 1,5 ml Blut. Anschlielend erfolgte die Totung des Tieres durch zervikale Dislokation. Das
Abdomen wurde nun kaudomedial mittels Scherenschnitt durch Haut und Muskulatur eréffnet
und beidseits der Medianen der Schnitt nach lateral erweitert. Die entstandenen Lappen
wurden nach laterokranial verlagert und mit Kaniilen auf der Arbeitsflache fixiert. Sofort
wurde das Pankreas vollstdndig herauspripariert und fiir weitere Untersuchungen jeweils zur

Halfte in Formalin (4 % Paraformaldehyd) und fliissigem Stickstoff fixiert.

2.3.1 Blutentnahme aus der Schwanzvene und Blutglucosebestimmung

Zur Verlaufskontrolle der Blutglucose wurde wihrend der Studie die Schwanzspitze der Tiere
eingeritzt und eine kleine Menge Blut, ca. 0,3 pl, entnommen. Der Blutglucosespiegel wurde
mit dem Glucosemessgerit ,Free Style Mini‘ nach der Glucoseoxidase-Methode bestimmit.

Fiir die Untersuchung der Blutglucosespiegel innerhalb der Lipidbelastungsstudie wurden die
Messungen alle 2 Wochen durchgefiihrt. In Hinblick auf die Stoffwechsellage galten

Blutglucosewerte unter 9,0 mmol/l als normoglykam.

2.3.2 Retrobulbire Blutentnahme

Die Tiere wurden mit einer Athernarkose narkotisiert. Mit einer EDTA-beschichteten
Kurzkapillare erfolgte anschliefend die retrobulbdare Entblutung.

2.3.3 Bestimmung des Korpergewichtes

Das Korpergewicht der Tiere fiir die Lipidbelastungsstudie wurde alle zwei Wochen mit einer

Laborwaage bestimmt und genau dokumentiert.
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2.4 Bestimmung des Insulingehaltes im Serum

Fiir die Bestimmung des Seruminsulingehaltes wurden den B6-mt"™® und B6-mt**® Tieren
unter HFD als auch unter CD nach drei und sechs Monaten Fiitterungsdauer 50 pl Blut
entnommen und anschliefend zentrifugiert. Durch diesen Prozess wurden die korpuskulédren
Bestandteile des Blutes vom Serum getrennt. Das Serum wurde fiir die Messung verwendet.

Die Ermittlung des Insulingehaltes erfolgte mit dem Maus Insulin-ELISA Kit (Mercodia,
Uppsala, Schweden). Es ist ein Fliissigphasen zwei-Seiten Enzym Immunoassay und basiert
auf der Sandwichtechnik, in der zwei monoklonale Antikérper an separate
Antigendeterminanten des Insulinmolekiils binden. Wihrend der Inkubation reagiert das
Insulin  mit  Peroxidase-konjugierten = Anti-Insulin ~ Antikérpern, die an den
Mikrotitervertiefungen (well) gebunden sind. Ein anschlieBendes Auswaschen der Platten
entfernt die ungebundenen Enzym-markierten Antikdrper. Das gebundene Konjugat wird mit
3,3°, 5,5 -Tetramethylbencidin (TMB) detektiert. Die Reaktion stoppt durch Sédurezugabe,
wodurch ein kaloriemetrischer Endpunkt erzeugt wird. Es erfolgt eine photospektrometrische
Messung bei einem 450 nm Filter im Mikrotiterplatten Photometer. Durch Ubertragen der
Messergebnisse der Proben auf eine zuvor durch die fixen Konzentrationen der Kalibratoren
erstellten Eichreihe ergeben sich die jeweiligen Insulinkonzentrationen der unbekannten

Proben.

Lésungen und Medien

Beschichtete Platte 96 well
(monoklonal Maus anti-Insulin)
Kalibratoren 1, 2, 3,4, 5 1000 pl

(rekombinantes Humaninsulin: 0,115;
0,136; 0,248; 0,703; 2,877 ug/l)
Gelb farbmarkiert

Kalibrator 0 5ml
(rekombinantes Humaninsulin: 0,099

pg/l) Gelb farbmarkiert

Enzymkonjugat 1,2 ml

(Peroxidase konjugiertes monoklonales
Maus anti-Insulin)

Enzym Konjugatpuffer 12 ml

Blau markiert

Waschpuffer 50 ml in 1000 ml Aqua dest. 16sen fiir den
1x Waschpufter

Substrat TMB 22 ml

farblos

Stopp-Losung 7 ml

0,5 M H,S0O,
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2.4.1 Proben und Ablauf

Alle Reagenzien und Proben wurden auf Raumtemperatur gebracht. Proben >200 mU/L
Insulin sollten 1+9 mit Kalibrator 0 gelost werden. Pro Probe und Standard wurden je drei
wells (Triplets) verwendet. Der Testvorgang beinhaltete im Einzelnen folgende Schritte:

Nach Herstellung der Enzymkonjugatlosung (1x) und des Waschpuffers wurden in die
jeweiligen Vertiefungen der Titerplatten jeweils 25 ul der Kalibratoren und der Proben
pipettiert. Nach Addition von 100 pl Enzympuffer erfolgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur (18 — 25 °C) auf einem Plattenschiittler (700 - 900 rpm) fiir eine Stunde. Das
Waschen der Platten (5 Vorgidnge) erfolgte nach Entfernung der fliissigen Medien mit 350 ul
Waschpuffer je Kavitit und Entfernen iiber einem Saugpapier. Pro Kavitit wurden 200 pl
Substrat TMB hinzugegeben und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe
von 50 pl Stopplosung und kurzem (5 s) Schiitteln auf dem Plattenschiittler, erfolgte die
Messung des Insulingehaltes bei einem 450 nm Filter am ,VICTOR™ Mikrotiterplatten
Photometer* (Perkin Elmer, Rodgau).

2.5 Bestimmung des Leptingehaltes im Serum

Fiir die Bestimmung des Serumleptingehaltes wurde den B6-mt"*® und B6-mt**® Tieren
unter fettreicher und unter fettarmer Diét nach drei und sechs Monaten Fiitterungsdauer 50 pl
Blut entnommen und anschlieBend zentrifugiert. Durch diesen Prozess wurden die
korpuskuldren Bestandteile des Blutes vom Serum getrennt. Das Serum wurde fiir die
Messung verwendet.

Die Ermittlung des Leptingehaltes erfolgte mit dem Maus Leptin-ELISA-Kit (Millipore,
Missouri, USA). Das Prinzip basiert auf der Sandwichtechnik, bei der es zunéchst zu einer
Bindung des Leptins der Proben durch ein in die Mikrotiterplatten vortitriertes Antiserum und
dadurch zu einer Immobilisierung der entstandenen Komplexe in den Vertiefungen der
Mikrotiterplatten kommt. Nach dem Waschen kann ein gereinigter biotinylierter Antikorper
an den Leptinkomplex binden. Nach Addition von Meerrettichperoxidase folgt eine
Quantifizierung der immobilisierten Antikdrper-Enzym-Konjugate durch die Detektion der
Peroxidaseaktivitit in Anwesenheit von 3,3¢, 5,5‘-Tetramethylbenzidin. Die Enzymaktivitit
wird dabei iliber die Absorption bei 450 nm photospektrometrisch nach Azidifikation der

entstandenen Produkte bestimmt.
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Losungen und Medien

Beschichtete Mikrotiterplatte 96 well
(monoklonal Ratte/Maus anti-Leptin)

Ratte/Maus Leptin-Antiserum 6 ml
(Anti-Nagetierleptinserum)

10x HRP Waschpufferkonzentrat | 50 ml 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen
(10-fach konzentriertes Tris-gepuffertes

Salz mit Tween-20, 50 mM)

Maus-Leptin ELISA-Standards 0,5 ml
(Mausleptin Standardreihe: 0,2; 0,5; 1; 2;

5; 10; 20; 30 ng/ml)

Qualititskontrollen 1 und 2 0,5 ml
(verschiedene Peptide inklusive Leptin)
Ratte/Maus Leptin Matrixlosung | 0,5 ml
(mit 0,08 % Natriumazid)

Assay-Puffer 40 ml
(0,05 M Phosphatsalz pH 7,4; 0,025 M

EDTA; 0,08 % Natriumazid; 0,05 % Triton

X-100 und 1 % BSA)

Ratte/Maus-Leptin 12 ml
Erkennungsantikorper

(biotinylierter Anti-Mausleptin-

Antikorper)

Enzymlosung 12 ml
(Streptavidin-

Meerrettichperoxidase Konjugationspuffer)
Substrat 12 ml
(3,3%,5,5-Tetramethylbenzidin)

Stopplosung 12 ml

(0,3 M HCL)
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2.5.1 Proben und Ablauf

Alle Reagenzien und Proben wurden auf Raumtemperatur gebracht. Pro Probe und Standard
wurden je drei Kavitdten (Triplets) verwendet. Der Testvorgang beinhaltete im Einzelnen
folgende Schritte:

Nach Herstellen des HRP-Waschpuffers gemél Anleitung folgte ein dreimaliges Waschen der
Vertiefung mit je 300 ul Waschpuffer und anschlieendem Abkippen der Losung. In die noch
feuchten Kavitidten wurden fiir die Bestimmung des Hintergrunds, des Standards, der QCl1
und QC2 je 30 ul Assaypuffer pipettiert und mit 10 pl Matrixlosung aufgefiillt. Die Kavitéiten
fiir die Bestimmung der Proben erhielten jeweils 40 pl Assaypuffer. Es folgte ein zusétzliches
Pipettieren von 10 pl Assaypuffer in die Kavititen des Hintergrundes in Triplets und 10 pl
Maus-Leptin-Standard in ansteigenden Konzentrationen entsprechend der jeweiligen
Kavititen. Jeweils 10 ul QC1 und QC2 wurden in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert.
Es wurden 10 pl der Proben in Triplets auf die Probenkavitdten aufgetragen. In jede Kavitét
wurden zusdtzlich 50 pl Antiserum gegeben und die Mikrotiterplatte anschlieBend
abgedunkelt bei Raumtemperatur (18 — 20 °C) fiir 2 Stunden auf dem Plattenschiittler bei 450
rpm inkubiert. Es folgt ein dreimaliges Waschen der Vertiefungen mit je 30 pul Waschpuffer.
Nach Hinzufiigen von je 100 pl des Nachweisantikorpers folgt eine einstiindige Inkubation
der abgedeckten Mikrotiterplatte auf dem Plattenschiittler bei Raumtemperatur und 450 rpm.
Nach erneutem Waschen mit je 30 pl Waschpuffer wurden je 100 pl Enzympuffer pro Kavitét
hinzugefiigt und die Platte erneut fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Plattenschiittler inkubiert. Es folgt ein sechsmaliges Waschen mit je 30 ul Waschpuffer und
Hinzufiigen von 100 pl Substratpuffer pro Kavitit. Die Mikrotiterplatte wurde fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur auf dem Plattenschiittler inkubiert, wodurch ein Farbumschlag nach blau
entstand, der mit der Leptinmenge korreliert. Nach Addition der Stopplosung erfolgte ein
Farbumschlag von blau nach gelb als Zeichen der Azidifikation. Die Messung der
Leptinkonzentration erfolgt bei 450 nm und 590 nm im ,VICTOR™ Mikrotiterplatten
Photometer* (Perkin Elmer, Rodgau).

31



2 Materialien und Methoden

2.6 Blutlipidparameter und Blutbild

2.6.1 Bestimmung der Blutlipidparameter

Fiir die Ermittlung der jeweiligen Menge an Triglyceriden und Cholesterin im Blut wurden
jeweils 30 pl Vollblut auf einen Teststreifen gegeben und dieser anschlieBend im Reflotron®
(Roche, Rotkreuz, Schweiz) analysiert. Das Verfahren beruht auf der Reflexionsmessung auf
Basis einer Farbentwicklung der Teststreifen nach Zugabe des Mediums. Die durch das

Messgerit detektierten Mengen wurden tabellarisch zusammengefasst.

2.6.2 Erstellen der Blutbilder

Die Blutbilder der einzelnen Tiere wurden am Hamatologiesystem/Blutbildautomat ,ADVIA®
2120° (Siemens, Eschborn) erstellt. Fiir jedes Blutbild wird eine Analysemenge von 100 pl
benoétigt. Diese wurde in einem Mischverhiltnis 1:4 bestehend aus 25 pl Vollblut und 75 pl
Aqua dest. hergestellt. Vor der jeweiligen Messung wurde in der Gerdtesoftware der
verwendete Mausstamm ausgewéhlt. Fiir die bei der Zellzdhlung zu beriicksichtigenden
Verdiinnung der Blutprobe (1:4), wurde im Programm ,Dilution 4° ausgewéhlt.

Bei der Detektion der einzelnen Blutzellen arbeitet das Gerdt mit verschiedenen
Lichtmessmethoden. Dabei passiert eine konstante Analysemenge den Messbereich und wird
von Schmal-Winkel streuendem Licht (2° - 3°) und Weit-Winkel streuendem Licht (5° - 15°)
durchleuchtet. Das Gerit charakterisiert so die einzelnen Blutzellen nach der Grof3e der Zelle

oder des Nukleus sowie der nukleoldren Konfiguration (Gestalt und Dichte).

2.7 Triglyceride und Proteingehalt der Leber

2.7.1 Herstellen der Proben

Es wurden 30 mg N,-fixierte Leber eingewogen und anschlieBend in 1 ml HB-Puffer
homogenisiert. Dieses erfolgte fiir 20 Sekunden mithilfe des Dispergiergerites ,Ultra-
Turrax™* (IKA, Staufen). Das entstandene Homogenisat inkubierte zur Enzyminaktivierung
fiir 5 Minuten bei 70 °C schiittelnd im Thermomixer. Nach Abkiihlen (5 Minuten) auf Eis,
erfolgte die Zentrifugation fir 10 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm. Es wurden nur klare

Uberstéinde fiir die Gehaltsbestimmung verwendet.
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2.7.2 Ermittlung des Triglyceridgehaltes der Leber

Die Bestimmung des Triglyceridgehaltes der Leber erfolgte unter Verwendung des ,Randox®

Triglycerid Assay TR210° (Randox, Krefeld).

Lésungen und Medien

A) Randox® Triglycerid Assay

Inhalt Konzentration im Test
Rla. Puffer
Pipes Buffer (1,4-Piperazindiethansulfonséure) 40 mmol/l, pH 7,6
4-Chlor-Phenol 5,5 mmol/l
Magnesium-lonen 17,5 mmol/l

RIb. Enzym Reagenz

4-Aminophenazon 0,5 mmol/l
ATP 1,0 mmol/l
Lipase > 150 U/ml
Glycerol-Kinase >0,4 U/ml
Glycerol-3-Phosphat Oxidase > 1,5 U/ml
Peroxidase > 0,5 U/ml

CAL. Standard

B) weitere Losungen

HB-Puffer
Natriumdihydrogenphosphat 10 mM
EDTA 1 mM

Polyoxyethylen-10-tridecylether 1 %,pH 7,4
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2.7.3 Spezifische Methode der Messung

Die Triglyceride wurden nach einer hydrolytischen Spaltung durch Lipasen bestimmt. Der
Indikator ist ein Quinonemin, welches durch die Hydrogen-Peroxidase, 4-Aminophenazon
und 4-Chlorphenol unter dem katalytischen Einfluss der Peroxidase (POD) gewonnen wurde.

Dabei lief folgende Reaktionskette ab:

Triglyceride + H,O 5P 5 Glycerol + Fettsiuren
Glycerol + ATP —X 5 Glycerol-3-Phosphat + ADP
Glycerol-3-Phosphat + O, —*2 s Dihydroxyaceton + Phosphat + H,O,

2 H,O, + 4-Aminophenazon + 4 Chlorophenol P90+ Quinonimin + HCI + 4 H,O
P P

(GK: Glycerol-Kinase, GPO: Glycerol-3-Phosphat Oxidase)

Triglyceridbestimmung

Zunichst wurden 15 ml Rla Puffer mit einer Flasche (15 ml) RIb Reagenz vermischt.

Es wurde eine Standardreihe aus dem Assay nach folgendem Schema hergestellt (Standard-

Glycerol: 1960 pg/ml):

TG-Konzentration Standard in pl HB-Puffer in pl
in pg/ml

Standard 1 61,25 3,12 96,9
Standard 2 122,5 6,25 93,8
Standard 3 245 12,5 87,5
Standard 4 490 25 75
Standard 5 980 50 50
Standard 6 1470 75 25
Standard 7 1960 100 -

Leerwert - - 100

Jeweils 10 pl der Proben, des Standards und des Leerwertes wurden pro Kavitét in Triplets

pipettiert und mit 150 pl Reagenz aufgefiillt. Nach einer 10 miniitigen Inkubation im Dunkeln
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bei Raumtemperatur (18-25 °C) auf dem Plattenschiittler erfolgte eine photometrische
Messung bei 490 nm am ,VICTOR ™. Mikrotiterplatten Photometer (Perkin Elmer, Rodgau).
Messergebnisse, die nicht innerhalb des Bereiches der Standardreihe lagen, wurden 1:2 mit
HB-Puffer verdiinnt und anschlieBend erneut inkubiert und gemessen.

Es erfolgte eine Riickrechnung der erhaltenen Messwerte anhand der Standardreihe, um die

Menge der Triglyceride zu erhalten.

2.7.4 Bestimmung der Proteinmenge

Da der Triglyceridgehalt der Leber im Verhéltnis zu 1 ml Protein bestimmt wurde, sind die
Proteinmengen der Leber gemessen worden. Die Bestimmung des Proteingehaltes der Leber

erfolgte unter Verwendung des QuantiPro™™ BCA Assay Kit (Sigma, Miinchen).

Losungen und Medien

A) QuantiPro™ BCA Assay Kit

0A Puffer

Natriumkarbonat
Natriumtartrat
Natriumbikarbonat

NaOH 0,2 M, pH 11,25

OB BCA

Bicinchoninsaure 4 %, pH 8,5

ocC Reagenz
Kupfer-(II)-Sulfat 4%
Pentahydratlosung

Serum Standard
Bovines Serumalbumin 1,0 mg/ml
NaCl 0,I5M
Natriumazid 0,05 %
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B) Weitere Losungen

HB-Puffer
Natriumdihydrogenphosphat 10 mM
EDTA 1 mM
Polyoxyethylen-10-tridecylether 1 %,pH 7,4
Ix PBS
NaCl 8¢
KCl 02¢g
Na,HPO, * H,0O 1,424 g
KH,POy, 0,2g
Aqua dest. 800 ml
H,0 200 ml

2.7.5 Spezifische Methode der Messung

Das Prinzip der Methode basiert auf einer alkalischen Reduktion von Cu®" zu Cu'" durch die
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin, Cystein sowie Cystin und die anschlieende
Komplexbildung des Cu'® mit Bicinchoninsdure. Aufgrund dieser letzten endothermen
Reaktion erfolgt bei Inkubation im Brutschrank bei 65 °C fiir eine Stunde ein sichtbarer

Farbumschlag von griin-blau zu Violett.

Proteinbestimmung

Zunichst wurden die drei Reagenzien des QuantiPro'™ BCA Assay Kit im Verhiltnis
QA:QB:QC = 25:25:1 gemischt, die jeweiligen Volumina zuvor fiir die Anzahl der zu
bestimmenden Probenanzahl errechnet. Es folgte die Herstellung einer Standardreihe nach

folgendem Schema:
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Proteinkonzentration
in pg/ml BSA in pl HB-Puffer in pl 1x PBS in pl
30 30 30 940
25 25 25 950
20 20 20 960
15 15 15 970
10 10 10 980
5 500 (aus Verdiinnung 10 pg/ml) 500
2,5 500 (aus Verdiinnung 5 pg/ml) 500
1,25 500 (aus Verdiinnung 2,5 pg/ml) 500
0 - - 500

Die jeweiligen Proben wurden 1:100 verdiinnt aus jeweils 5 pl reine Probe, 5 ul HB-Puffer
und 490 pl 1x PBS.

Es wurden jeweils 100 pl Probe oder Standard pro Kavitét in Tripletts aufgetragen und mit
100 ul BCA-Losung aufgefiillt. Es folgte eine Inkubation von einer Stunde im Brutschrank
bei 65 °C und eine anschlieBende photometrische Messung am Mikrotiterplatten Photometer
bei 560 nm.

Die nun erhaltenen Messwerte wurden mit Hilfe der Standardreihe zuriickgerechnet, um die

einzelnen Mengen an Protein in der Probe zu erhalten.

2.8 Histologische Untersuchungen zur Bestimmung der B-Zellmasse

2.8.1 Herstellen der Priparate

Fiir die Bestimmung der B-Zellmasse wurden zundchst Schnittpriparate hergestellt. Hierfiir
wurden die Paraffinblocke mit den eingebetteten Pankreata in das Mikrotom (Leica, Wetzlar)
eingespannt und eine Schnittserie bestehend aus 3 Schnitten mit jeweils 1 pm Schichtdicke
hergestellt. Zwischen den einzelnen Schnitten wurden je 200 pm verworfen. Nach
Uberfiihrung der Schnitte in das Wasserbad, wurden diese einzeln mit einem Objekttriger

glatt aufgegriffen und iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

37



2 Materialien und Methoden

2.8.2 Immunfluoreszenz fiir Paraffinschnitte

Losungen

Rotihistol

Rotihistol 1:1 in Ethanol absolut

Ethanol absolut

95 % Ethanol (190 ml Ethanol absolut + 10 ml Aqua dest.)

70 % Ethanol (140 ml Ethanol absolut + 60 ml Aqua dest.)

50 % Ethanol (100 ml Ethanol absolut + 100 ml Aqua dest.)

Ix PBS (siehe 2.3.5.2.1)

PBS + 0,1 % Triton X-100

10 % Serum (in 1x PBS) des Wirtes des Sekundér-Antikorper (Donkey)

Entparaffinisieren

Zur histomorphologischen Beurteilung wurden die in Formalin fixierten Pankreata in Paraffin
eingebettet, 1 um dicke Schnitte am Mikrotom angefertigt und diese iliber Nacht, fixiert auf
einem Objekttrager, getrocknet.

Zum Entparaffinisieren wurden die einzelnen Schnitte zunichst 5 min in Rotihistol, dann
Smin in Rotihistol-Ethanol-Gemisch (1:1) gewaschen. Es folgte eine absteigende
Ethanolreihe fiir jeweils 5 min (Ethanol absolut — 95 % Ethanol — 70 % Ethanol — 50 %

Ethanol) und anschlieBendes Spiilen mit kaltem flieBenden Leitungswasser.

Firbung

Die Schnitte wurden in 1x PBS fberfithrt und anschlieend fiir 20 min im PBS-Triton-
Gemisch belassen. Nach folgendem dreimaligem Waschen mit 1x PBS, 30 min Blockieren
mit 10 % Serum (Donkey) und weiterem dreimaligen Waschen wurde der primare Antikorper
Meerschweinchen-anti-Insulin (1:500, polyklonal) aufgetragen und fiir eine Stunde in der
feuchten Kammer inkubiert. Dann wurde der sekunddre Antikorper Esel-anti-
Meerschweinchen fiir eine Stunde aufgetragen und die Schnitte mit einem Deckglas und
Nagellack fixiert.

Die Beurteilung der Inselgrofe erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Gottingen).
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2.8.3 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Das Prinzip der Immunfluoreszenz basiert auf dem Detektieren und Binden der priméren
Antikorper an spezifische Antigene und anschlieBendem Markieren der Primirantikorper
durch modifizierte sekundire Antikorper. Dabei sind die Sekunddrantikdrper mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt und werden fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht.
Bei der Betrachtung am Fluoreszenzmikroskop (dunkler Raum, nur Laser des Mikroskops mit
definierter Wellenldnge) strahlt das Licht auf einen Anregungsfilter, der die
Anregungswellenldnge herausfiltert. Der resultierende Strahl trifft auf einen dichroitischen
Spiegel mit einer kritischen Wellenldnge. Kurzwelliges Anregungslicht wird reflektiert, tritt
durch das Objektiv, das den Strahl konzentriert. Dieser Strahl gelangt auf das Praparat und
regt die Fluoreszenzfarbstoffe an, wodurch sie in einen energetisch hoheren Zustand
iibergehen. Durch Zerfall der Molekiile in den Grundzustand, unter Emission eines Photons,
entsteht eine Energiedifferenz/Wellenldngenverschiebung zwischen Absorptions- und
Emissionslicht. Das wellenldngere Emissionslicht wird im Objektiv gebiindelt und auf den
Spiegel gelenkt und passiert diesen. Ein Filter entfernt das Anregungslicht, so dass das
Emissionslicht auf den Detektor fdllt. Dort erscheint die Probe in der jeweiligen
Emissionsfarbe vor einem schwarzen Hintergrund. Dadurch lassen sich Lokalisation und
Menge der Proteine bzw. Hormone, wie Insulin, im Gewebe bestimmen. Die Gegenfirbung
der Zellkerne erfolgte mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff ,47,6-Diamidin-2-
Phenylindol® (DAPI; blau, Absorption bei 350 nm, Emission bei 470 nm).

Der bei der Insulinfarbung verwendete Sekundarantikorper ist mit dem Chromogen ,DyLight

649° (rot, Absorption bei 654 nm, Emission bei 673 nm) gekoppelt.

2.8.4 Berechnung der p-Zellmasse

Um die B-Zellmasse berechnen zu konnen, wurde zundchst die insulinpositive Fliche
(Inselfliche) am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Hierfiir wurden fiir jeden einzelnen Schnitt
die Inselflichen aufgesucht und sowohl die Anzahl als auch die GréBe bestimmt. Dann wurde
die Gesamtsumme der einzelnen Inselgréfen pro Schnitt ins Verhéltnis zur Gesamtfldche des
entsprechenden Schnittes gesetzt. Hieraus ergab sich der prozentuale Anteil der Inselflichen
am Schnitt. Dieser Anteil wurde abschlieBend von der gewogenen Pankreasmasse berechnet,

um die B-Zellmasse des Tieres zu erhalten.
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2.9 Statistische Auswertung und Graphiken

Soweit nicht anders erwihnt, erfolgte die Darstellung der Daten als Mittelwert =+ SEM. Die
Signifikanz-Priifung erfolgte, soweit nicht anders angegeben, durch einen Student’s t-Test, bei
multiplen Vergleichen durch einen ANOVA-Test mit anschlieBendem Bonferroni Post-Test.
Alle statistischen Berechnungen sowie Diagramme wurden mit dem Graph Pad Prism

Programm Version 5 (Graph Pad Inc., USA) durchgefiihrt und erstellt.
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3.1 Lipidbelastungsstudie der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere

Die metabolische Belastung wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie sich das Gewicht
der Stimme B6-mt"'® (FVB) und B6-mt"*® (AKR) unter einer Hochfettdiat (HFD) im
Vergleich zur Kontrolldidt (CD) entwickelt und inwiefern die Genvariante des m¢-Atp8-Gens
eine Auswirkung auf die Gewichtsentwicklung der Tiere der jeweiligen Gruppe nimmt. Dafiir
erhielt eine Gruppe eine fettreiche Didt, bei der 60 % der kcal aus Fett geboten werden, eine
andere eine fettarme Kontrolldidt mit 10 % der kcal aus Fett. Die Tiere wurden jeweils
getrennt nach Stamm, Mutation und Geschlecht bewertet. Hierfiir wurde das Kdrpergewicht

beider Stimme zweiwoOchentlich {iber einen Messzeitraum von sechs Monaten gemessen.

3.1.1 Gewichtsverlauf der B6-mt'"® und B6-mt**R Tiere

Die weiblichen Tiere hatten zu Beginn der Studie ein Ausgangsgewicht von 17 g in beiden
Stimmen. Beide Stimme nahmen im Verlauf an Gewicht zu. Tiere, die die Hochfettdiat
erhielten, zeigten eine starkere Gewichtszunahme.

Im Stamm B6-mt" "> hatten die Hochfett gefiitterten Tiere nach 10 Wochen ein signifikant
hoheres Korpergewicht als die Kontrollgruppe (p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.1).

Im Kontrollstamm B6-mt**® entwickelte sich bereits nach 6 Wochen ein signifikant hoheres
Gewicht (um 25 %) der Tiere unter Hochfettdidt verglichen mit der Kontrollgruppe unter
fettarmer Didt (HFD 28 £ 1 gvs. CD 21 +2 g, p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.1).

In dem 6 monatigen Beobachtungszeitraum zeigten beide Genotypen bezogen auf die

jeweilige Diit eine unterschiedliche Gewichtszunahme. Dabei nahmen die B6-mt" ">

Tiere
unter Hochfettdiit 10 % und unter Kontrolldiit 30 % weniger als die B6-mt**® Tiere an
Gewicht zu; verglichen wurden die Gewichtszunahmen (Mittelwert des Endgewichts minus
Mittelwert des Ausgangsgewichts) der Stimme (HFD: 30+ 1,5gvs. 33 £1,3 g; CD: 10+ 1,9

gvs. 15+ 1,2 g s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Gewichtsverlauf der weiblichen B6-mt"*® und B6-mt*X® Tiere

Die Abbildung zeigt den Gewichtsverlauf der weiblichen B6-mt""® und B6-mt**® Tiere iiber sechs Monate unter
HFD und CD (n= 6 - 12). Alle Tiere erhielten wéihrend der Studiendauer die Didt ad libitum. Die Gewichte
wurden alle zwei Wochen durch eine Laborwaage ermittelt und der Durchschnitt zum Messzeitpunkt bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

Die ménnlichen Tiere hatten zu Beginn der Studie aufgrund des Geschlechtsdimorphismus ein
Ausgangsgewicht von 20 g. Die Tiere, die die Hochfettdidt erhielten, zeigten im Verlauf eine
starkere Gewichtszunahme als unter Kontrolldiit. Im Stamm B6-mt""® hatten die Hochfett
gefiitterten Tiere ab der 2. Woche ein signifikant hoheres Gewicht um 25 % (HFD 33 +£13 g
vs.CD 24 + 0,6 g; p <0,01, One-Way ANOVA, s. Abb. 3.2).

Im Kontrollstamm der ménnlichen Tiere entwickelte sich ab der 4. Woche dieses signifikant
hohere Gewicht bei den HFD-Tieren (HFD 33 + 1,4 gvs. CD 24 £ 0,6 g; HFD 43 + 1,5 g vs.
CD31+0,8¢g,p<0,01, ANOVA,s. Abb. 3.2).

In dem sechs monatigen Beobachtungszeitraum wurden die Gewichtszunahmen (Mittelwert
des Endgewichts minus Mittelwert des Ausgangsgewichts) der Stimme verglichen. Unter
Hochfettdidt zeigte sich bei beiden Genotypen eine etwa gleiche Gewichtszunahme
(Gewichtszunahme B6-mt"™®: 32 + 1,1 g vs. B6-mt™**: 31 + 1,5 g). Unter Kontrolldit
nahmen die Tiere des B6-mt" "
Stammes (Gewichtszunahme B6-mt"™*> 16+0,9 g vs. B6-mt**® 21 + 22 g p < 0,01,
ANOVA, s. Abb. 3.2).

Stammes 20 % weniger an Gewicht zu als die des B6-mt**®
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Abb. 3.2 Gewichtsverlauf der méinnlichen B6-mt""® und B6-mt**® Tiere

Die Abbildung zeigt den Gewichtsverlauf der minnlichen B6-mt"*® und B6-mt**® Tiere iiber sechs Monate
unter HFD und CD (n= 6 -15). Alle Tiere erhielten wéhrend der Studiendauer die Diédt ad libitum. Die
Gewichte wurden alle zwei Wochen durch eine Laborwaage ermittelt und der Durchschnitt pro Messzeitpunkt
bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert = SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die
Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem
ANOVA und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

3.1.2 Blutglucose

Fiir die Bestimmung der Blutglucose wurde wie unter 2.3.1 beschrieben vorgegangen. Hierfiir
wurde die Blutglucose alle vier Wochen iiber einen Zeitraum von sechs Monaten bestimmt.

B und den

Unter fettreicher Didt lieBen sich fiir den conplastischen Mausstamm B6-mt""
Kontrollstamm B6-mt**® leicht hohere Blutglucosewerte messen als bei den Tieren unter
Kontrolldiat (B6-mt™"®: 7,15 — 9,07 mmol/l vs. 5,86 — 8,19 mmol/l; B6-mt***:
6,82 - 8,20 mmol/l vs. 6,32 — 7,80 mmol/l). Der Unterschied blieb im Verlauf des
Beobachtungszeitraumes bestehen.

Um Aussagen iiber die Auswirkung des mt-Atp8§-Gens auf die Blutglucose treffen zu konnen,

wurden die Blutglucosewerte einzeln nach Stamm und Fiitterung betrachtet. Hierbei fiel auf,
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FVB unter Hochfettdidt hohere Blutglucosewerte aufwiesen

dass die Tiere des Stammes B6-mt
als die Tiere des Stammes B6-mt*** (AUC aus MW + SEM: B6-mt" '® 48,35 vs. B6-mt**}
4497). Im Verlauf der Messungen lagen die Blutglucosewerte im normoglykdmischen
Bereich (< 9,0 mmol/l; s. Abb. 3.3).

Bei den Tieren unter Kontrolldidt zeigte sich, dass zu Beginn die Blutglucosewerte der
B6-mt""® Tiere niedriger und im Verlauf des Beobachtungszeitraums hoher waren als bei den
B6-mt"*® Tieren. Ein geschlechtsspezifischer Unterschied im Verlauf der Messung lag wie

erwartet nicht vor, sowohl die weiblichen als auch die maénnlichen Tiere zeigten

Blutglucosekonzentrationen im normoglykédmischen Bereich.
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Abb. 3.3 Blutglucoseverlauf der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere

Die Abbildung zeigt den Blutglucoseverlauf der B6-mt""® und B6-mt"*® Tiere iiber sechs Monate unter HFD
und CD (n= 16 -20). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Didt ad libitum. Die
Blutglucosekonzentration wurde alle vier Wochen aus 0,3 pl Vollblut mit einem Glucosemessgerit
,FreeStyle Mini° nach der Glucoseoxidase-Methode ermittelt und der Durchschnitt zum Messzeitpunkt
bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert = SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die
Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhdngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem
ANOVA und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt und die AUC bestimmt (siehe oben). Beide Genotypen lagen im
normoglykédmischen Bereich < 9,0 mmol/l.
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3.1.3 Seruminsulinspiegel der B6-mt""® und B6-mt**® Maus

Die Seruminsulinspiegel der B6-mt" "> und B6-mt**® Tiere unter fettreicher und Kontrolldiat
wurden nach drei und sechs Monaten bestimmt.

Nach drei Monaten wiesen die B6-mt' "> Tiere unter HFD signifikant hohere
Seruminsulinwerte wie der Kontrollstamm auf (10,2 += 1,5 ug/l vs. 2,8 = 1,2 pg/l; p < 0,05,
ANOVA). Unter Kontrolldiit zeigten sich bei den B6-mt"™"® Tieren die Hilfte (50 %) der
Seruminsulinkonzentration der B6-mt**® Tiere (1,6 + 0,33 pg/l vs. 3,3 + 0,86 pg/l). Die
B6-mt"*® Tiere hatten unter fettreicher Diit etwa den 6-fachen Seruminsulinspiegel wie unter
Kontrolldiét, der Unterschied war signifikant (10,2 = 1,5 pg/l vs. 1,6 £ 0,33 ug/l; p < 0,001;
ANOVA; s. Abb. 3.4). Die B6-mt**® Tiere zeigten keine signifikanten Unterscheide.

Unter beiden Didten kam es bei den B6-mt"'> Tieren zu einer Abnahme der
Seruminsulinspiegel von drei auf sechs Monate. Bei den B6-mt**® Tieren kam es zu einer
Zunahme des Insulinspiegels; die Zunahme war unter HFD signifikant (2,8 + 1,12 pg/l vs.
9,9 + 1,8 ng/l; p <0,05; ANOVA; s. Abb. 3.4).

B6-mt" *® Tiere zeigten nach sechs Monaten unter HFD héhere Seruminsulinkonzentrationen
als unter CD (n.s.). Nach sechs Monaten CD hatten die B6-mt"" " Tiere signifikant niedrigere
Seruminsulinspiegel als der B6-mt*® Stamm (0,7 £ 0,3 pg/l vs. 8,9 = 3,5 pg/l; p<0,01;
ANOVA). Die B6-mt*** Tiere zeigten auch zum zweiten Messzeitpunkt keine Unterschiede

zwischen beiden Diéten.
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Abb. 3.4 Seruminsulinkonzentrationen der B6-mt" ' ® und B6-mt**® Tiere unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Seruminsulinkonzentrationen der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere nach drei und sechs
Monaten unter HFD und CD (n = 4 - 8). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Diét ad libitum. Es
wurde die Seruminsulinkonzentration mit einem ELISA ermittelt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist
jeweils der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und
HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und
Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3.1.4 pB-Zellmasse

Die p-Zellmasse wurde wie unter 2.8.2 beschriecben nach immunhistochemischer
Insulinfarbung am Fluoreszensmikroskop bestimmt (s. Abb. 3.6 und 3.7) und die Zeitpunkte
drei sowie sechs Monate miteinander verglichen.

Nach drei Monaten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb eines Stammes,
unabhingig von der Didt. Ein leichter Unterschied bestand zwischen den beiden Stimmen.
Die Tiere B6-mt''® wiesen unter Hochfettdiit und unter Kontrolldiit eine ca. 1,5-fach hohere
B-Zellmasse auf (HFD: B6-mt""® 2,0 + 0,3 mg vs. B6-mt**® 1,4 + 0,6 mg; CD: B6-mt" ">
1,8 + 0,3 mg vs. B6-mt**® 1,1 + 0,3 mg, s. Abb. 3.5).

Nach sechs Monaten zeigten die B6-mt"*® Tiere unter HFD eine signifikant hohere (2,5-fach)
und unter CD um 1/3 hohere B-Zellmasse als die B6-mt™® Tiere (HFD: 4,5 + 0,9 mg vs.
1,8 + 0,4 mg; p < 0,05; ANOVA; CD: 2,1 = 0,5 mg vs. 1,5 £ 0,2 mg; s. Abb. 3.5). Diese
Unterschiede ergaben sich aus den divergenten Entwicklungen der B-Zellmasse der beiden

"B Tieren kam es nach sechs Monaten zu keiner signifikanten

Stdimme. Bei den B6-mt
Verinderung der p-Zellmasse. Bei den B6-mt“*® Tieren zeigte sich eine signifikante
Zunahme der B-Zellmasse um das 3-fache unter Hochfettdidt und eine Verdopplung unter
Kontrolldidt (HFD: 3 Monate 1,4 = 0,6 mg vs. 6 Monate 4,5 = 0,9 mg; p < 0,01; ANOVA;

CD: 3 Monate 1,1 £ 0,3 mg vs. 6 Monate 2,1 + 0,5 mg; s. Abb. 3.5).

p<0,05

p < 0,01 | p<0,05

B-Zellmasse (mg)
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Abb. 3.5 B-Zellmasse der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die B-Zellmasse der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere nach drei und sechs Monaten unter HFD
und CD (n =4 - 5). Alle Tiere erhielten wéihrend der Studiendauer die Diét ad libitum. Es wurde die B-Zellmasse
durch immunhistochemische Insulinfarbung fluoreszenzmikroskopisch ermittelt und der Durchschnitt bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3 B6-thVB, CD, 3 Monate 4 B6-thVB, CD, 6 Monate

Abb. 3.6 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Inselflichen nach immunhistochemischer Firbung
von Insulin der B6-mt""® Tiere unter HFD und CD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildungen zeigen exemplarisch Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Inselflichen des endokrinen
Pankreas der B6-mt""® Tiere unter Hochfettdiit nach 3 Monaten (1) und 6 Monaten (2), sowie unter Kontrolldit
nach 3 Monaten (3) und 6 Monaten (4). Die Insulin-positiven B-Zellen des endokrinen Pankreas sind rot
dargestellt, die Zellkerne sind blau geférbt. Unter HFD zeigten die B6-mt""® Tiere groBere Inselflichen als unter
CD.
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1 B6-mt**®, HFD, 3 Monate 2 B6-mt**®, HFD, 6 Monate

3 B6-mtAKR, CD, 3 Monate 4 B6-mtAKR, CD, 6 Monate

Abb. 3.7 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Inselflichen nach immunhistochemischer Farbung
von Insulin der B6-mt**® Tiere unter HFD und CD nach 3 sowie 6 Monaten

Die Abbildungen zeigen exemplarisch Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Inselflichen des endokrinen
Pankreas der B6-mt"*® Tiere unter Hochfettdidt nach 3 Monaten (1) und 6 Monaten (2), sowie unter Kontrolldizt
nach 3 Monaten (3) und 6 Monaten (4). Die Insulin-positiven B-Zellen des endokrinen Pankreas sind rot
dargestellt, die Zellkerne sind blau gefarbt. Unter HFD zeigten die B6-mt**® Tiere groBere Inselflichen als unter
CD.
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3.1.5 Plasmaleptinspiegel der B6-mt""® und B6-mt**® Maus

Mit steigender Lipogenese und konsekutiver Zunahme der Adipozytenzahl steigt die
Leptinproduktion in den Adipozyten. Das Leptin wird ins Blut sezerniert und bindet unter
anderem im Hypothalamus an Leptinrezeptoren, wodurch die Ausschiittung orexigener
Mediatoren gehemmt wird. Daraus resultiert eine verminderte Nahrungsaufnahme. Ein
Mangel an Glucose und Fettsduren, die Lipolyse und eine verminderte Adipozytenzahl
hemmen somit die Leptinproduktion. Aus diesem Regelkreis heraus wurde der Leptinspiegel
bestimmt. Es konnte so eruiert werden, welchen Einfluss die mitochondriale Mutation auf die
Leptinproduktion hat.

Die Leptinspiegel der B6-mt""" und B6-mt**® Tiere wurden unter fettreicher Diit
und Kontrolldidt nach drei und sechs Monaten Fiitterungsdauer bestimmt. Hierzu wurden
auch die weiblichen und ménnlichen Tiere einzeln betrachtet.

Nach drei Monaten war die Leptinkonzentration in beiden Stimmen unter HFD signifikant
mehr als doppelt so hoch wie unter CD (B6-mt"'®: HFD 82,1 + 10,4 ng/ml vs. CD
382+3,8ng/ml; p < 0,01; ANOVA; B6-mt***: HFD 652 + 52 ng/ml vs. CD
20,5+ 2,4 ng/ml; p<0,01, ANOVA). Unter HFD zeigten die B6-mt""® Tiere 30 % hohere
Leptinspiegel als der Kontrollstamm B6-mt**®, unter CD fast das Doppelte.

Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigte sich im Stamm B6-mt**® unter HFD eine
Zunahme der Leptinkonzentrationen um 10 % und unter CD um 50 %. Unter HFD kam es im
Stamm B6-mt""® zu einer signifikanten Zunahme um 50 % (p < 0,05; ANOVA). Hingegen

FVB Tieren unter Kontrolldiit um 35 % ab.

nahm die Leptinkonzentration bei den B6-mt
Nach sechs Monaten zeigte sich ein signifikant hoherer Leptinspiegel im B6-mt™*® Stamm
um mehr als das Doppelte, im Stamm B6-mt"'® um etwa das 5-fache unter fettreicher Didt im
Vergleich zur Kontrolldiit (B6-mt™®: HFD 123,3 + 16,4 ng/ml vs. CD 252 + 7 ng/ml;
p <0,001; B6-mt**®: HFD 70,9 + 10,2 ng/ml vs. CD 31,9 £ 5,9 ng/ml; p <0,05; ANOVA;
s. Abb. 3.2). Unter HFD zeigten die B6-mt"° Tiere fast doppelt so hohe

Leptinkonzentrationen wie der Stamm B6-mt**® (p < 0,001, ANOVA, s. Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 Plasmaleptinkonzentrationen der Stimme B6-mt""® und B6-mt**® unter HFD und CD nach 3
und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmaleptinkonzentrationen der B6-mt"*® und B6-mt™*® Tiere nach drei und sechs

Monaten unter HFD und CD (n =5 - 8). Alle Tiere erhielten wahrend der Studiendauer die Diit ad libitum. Es
wurde die Plasmaleptinkonzentration durch einen ELISA ermittelt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist
jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und
HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und
Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

In der Betrachtung der Leptinspiegel nach dem Geschlecht fiel auf, dass in der Gruppe der
weiblichen Tiere die Leptinkonzentration nach drei Monaten in beiden Genotypen unter HFD
signifikant hoher lagen als unter CD (B6-mt'">: 99,3 + 9,1 ng/ml vs. 41,6 £ 7,6 ng/ml;
p<0,001, ANOVA; B6-mt***: 61,9 + 7,3 ng/ml vs. 17,6 + 2,3 ng/ml; p < 0,05, ANOVA).

FVB

Unter beiden Didten konnte fiir die B6-mt™ "~ Weibchen eine hohere Leptinkonzentration im

Vergleich zu den B6-mt"**® Weibchen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.9).
Der Vergleich der beiden Messzeitpunkte wies bei den weiblichen Tieren eine Abnahme der
Leptinwerte innerhalb des Stammes B6-mt"" " unter fettarmer Diit auf. Im selben Stamm
unter HFD und im Stamm B6-mt**® unter CD nahm die Leptinkonzentration zu. Bei den
B6-mt**® Weibchen unter HFD gab es keine signifikanten Veranderungen.

FVB

Nach sechs Monaten war der Leptinspiegel bei den B6-mt™ "~ Tieren unter HFD signifikant

hoher als unter CD (HFD: 115,1 + 9,9 ng/ml vs. CD: 5,8 = 1,0 ng/ml; p < 0,001; ANOVA).

Es zeigte sich, dass die B6-mt" ">

Tiere unter HFD signifikant hohere Leptinspiegel hatten als
der Kontrollstamm (p < 0,01; ANOVA).
Die maénnlichen Tiere zeigten zu beiden Zeitpunkten in beiden Genotypen unter HFD

signifikant hohere Leptinkonzentrationen als unter CD (p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.10)
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Abb. 3.9 Plasmaleptinkonzentrationen der weiblichen B6-mt"*® und B6-mt**® Tiere unter HFD und CD
nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmaleptinkonzentrationen der weiblichen B6-mt"® und B6-mt**® Tiere nach drei
und sechs Monaten unter HFD und CD (n= 4). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Diét ad
libitum. Es wurde die Plasmaleptinkonzentration durch einen ELISA ermittelt und der Durchschnitt bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante

(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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Abb. 3.10 Plasmaleptinkonzentrationen der minnlichen B6-mt™® und B6-mt**® Tiere unter HFD und
CD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmaleptinkonzentrationen der mannlichen B6-mt™® und B6-mt**® Tiere nach drei
und sechs Monaten unter HFD und CD (n= 4 - 5). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Diét ad
libitum. Es wurde die Plasmaleptinkonzentration durch einen ELISA ermittelt und der Durchschnitt bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante

(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3.2 Blutbilder

Fir die einzelnen Tiere wurde wie unter 2.6.2 beschrieben ein Differenzialblutbild erstellt.
Die Entnahme des Blutes erfolgte jeweils nach 3 und 6 Monaten Didtdauer. Hierbei wurden

die Stimme B6-mt' V2 und B6-mt**® unter fettreicher und Kontrolldiit betrachtet.

3.2.1 Erythrozyten

Die Anzahl der Erythrozyten lag bei beiden Genotypen unter beiden Didten zu den
entsprechenden Zeitpunkten innerhalb des Referenzbereichs (7,0 — 10,1 * 10%/pul). Bei den
B6-mt"*® Tieren gab es zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Didten. Die B6-mt""® Tiere hatten unter HFD zu beiden Zeitpunkten weniger
Erythrozyten pro pul Vollblut. Im Verlauf von 3 Monaten zu 6 Monaten sank die Anzahl der
Erythrozyten um 15 % bei den B6-mt"™® Tieren und 5 % bei den B6-mt**® Tieren. Es fiel

FVB

auf, dass die B6-mt "~ Tiere eine niedrigere Anzahl an roten Blutzellen hatten als die

B6-mt"**® Tiere. (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11 Anzahl der Erythrozyten der Stimme B6-mt"*® und B6-mt**® unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der Erythrozyten pro pl Vollblut der B6-mt™® und B6-mt**® Tiere nach drei
und sechs Monaten unter HFD und CD (n= 6 - 9). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Diét ad
libitum. Es wurde aus 100 pl Probe (25 ul Vollblut + 75 pl Aqua dest.) die Anzahl der Erythrozyten automatisch
am Hématologiesystem ,ADVIA®* gezdhlt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist jeweils der Mittelwert
+ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem
unabhdngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni Post-Test

durchgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den Stimmen unter den Didten und Zeitpunkten waren nicht
signifikant.
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3.2.2 Leukozyten

Die Anzahl der Leukozyten lag ebenso fiir beide Genotypen konstant im Referenzbereich
(32— 12,7 * 103/u1). Auch in dieser Zellreihe konnte eine Abnahme der Zellzahl von 3

*VB Tieren verringerte sich die

Monaten zu 6 Monaten festgestellt werden. Bei den B6-mt
Leukozytenzahl um 25 % unabhingig von der Diit, bei den B6-mt**® Tieren verringerte sich
die Anzahl um 5 % unter HFD und um 10 % unter CD. Unter fettreicher Didt wies der
B6-mt"™® Stamm zum ersten Messzeitpunkt eine hohere Zellzahl als der B6-mt**® Stamm
auf. Dieser Zustand dnderte sich zum zweiten Messzeitpunkt nach 6 Monaten ins Gegenteil.
Unter Kontrolldiit zeigten B6-mt""® Tiere zu beiden Messzeitpunkten eine geringere Zellzahl

Tieren unter CD eine geringere

als der Kontrollstamm. Es zeigte sich bei den B6-mt
Zellzahl als unter Hochfettdidt. Im Gegensatz dazu wies der Kontrollstamm unter CD eine

hohere Anzahl weiller Blutzellen auf als unter HFD (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Anzahl der Leukozyten der Stimme B6-mt™"® und B6-mt*** unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der Leukozyten pro pl Vollblut der B6-mt"*® und B6-mt**® Tiere nach drei und
sechs Monaten unter HFD und CD (n = 6 - 8). Alle Tiere erhielten wiahrend der Studiendauer die Diit ad libitum.
Es wurde aus 100 pl Probe (25 pl Vollblut + 75 ul Aqua dest.) die Anzahl der Leukozyten automatisch am
Hiamatologiesystem ,ADVIA®* gezihlt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist jeweils der Mittelwert +
SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem
unabhdngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni Post-Test
durchgefiihrt.

Fiir eine genauere Differenzierung wurden die einzelnen Subtypen der Leukozyten betrachtet

und miteinander verglichen.
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Neutrophile Granulozyten

Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten lag bei beiden Genotypen konstant im
Referenzbereich (0,5 —2,0 * 103/ul Vollblut). Nach 3 Monaten wiesen die B6-mt""® Tiere
unter HFD mehr Zellen als unter CD auf (0,19 + 0,028 * 10%/ul vs. 0,15 £ 0,03 * 103/ul), bei
den B6-mt**® Tieren zeigte sich ein geringerer Unterschied (0,17 + 0,02 * 103/ul vs.
0,18 +0,02 * 10%/ul). Es konnte eine Zunahme der Anzahl von drei auf sechs Monate
festgestellt werden. Diese war bei den B6-mt""® unter HFD (p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.13)
und bei den B6-mt"**® Tieren unter CD (p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.13) signifikant. Bei den
B6-mt" *® Tieren zeigten sich nach 6 Monaten unter CD 50 % mehr Zellen als unter HFD, bei
den B6-mt**® Tieren 50 % weniger.

Unter HFD wiesen die B6-mt""® Tiere nach 6 Monaten 50 % weniger Zellen als die
B6-mt**® Tiere auf, unter CD 50 % mehr (HFD: 0,23 + 0,038 * 10%/ul vs. 0,34 + 0,047 *
103/ul; CD 0,30 £ 0,014 * 103/ul vs. CD 0,23 £ 0,023 * 103/ul; s. Abb. 3.13).
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Abb. 3.13 Anteil der neutrophilen Granulozyten der Stimme B6-mt""® und B6-mt**® unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro pl Vollblut der B6-mt™® und B6-mt"**}
Tiere nach drei und sechs Monaten unter HFD und CD (n =5 - 9). Alle Tiere erhielten wiahrend der Studiendauer
die Diit ad libitum. Es wurden aus 100 pl Probe (25 ul Vollblut + 75 pl Aqua dest.) die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten automatisch am H&amatologiesystem ,ADVIA®‘ gezdhlt und der Durchschnitt bestimmt,
angegeben ist jeweils der Mittelwert = SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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Lymphozyten

Die Anzahl der Lymphozyten lag bei beiden Genotypen nach drei Monaten im
Referenzbereich (3,8 — 8,9 * 10°/ul Vollblut), nach 6 Monaten bei den B6-mt"V® Tieren unter
beiden Didten niedriger. Es konnte eine Abnahme der Zellzahl von 3 Monaten zu 6 Monaten
festgestellt werden. Nach drei Monaten wies der Stamm B6-mt""® unter HFD 10 % mehr
Zellen, unter CD 30 % weniger Lymphozyten auf als der Kontrollstamm (B6-mt""® HFD 4,83
+ 0,712 * 103/ul vs. B6-mt™*® HFD 4,42 + 0,497 * 10%/ul; B6-mt" *® CD 3,61 + 0,252 *
10%/pl vs. B6-mt**® CD 5,24 + 0,443 * 10%/pul). Wihrend die B6-mt" " ® Tiere unter HFD 35 %
mehr Zellen als unter CD hatten, lagen bei den B6-mt**® Tieren 15 % weniger vor.

Nach 6 Monaten hatten die B6-mt""®
B6-mt**R Tiere, dieser Unterschied war unter CD signifikant (2,49 * 10%/ul vs. 4,4 * 103/ul,

p <0,05; ANOVA; Abb. 3.14).

Tiere unter beiden Didten geringere Zellzahlen als die

Lymphozyten (103%/pl)
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Abb. 3.14 Anteil der Lymphozyten der Stimme B6-mt""® und B6-mt*** unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der Lymphozyten pro pl Vollblut der B6-mt™"® und B6-mt"*® Tiere nach drei
und sechs Monaten unter HFD und CD (n= 6 - 9). Alle Tiere erhielten wéahrend der Studiendauer die Diét ad
libitum. Es wurden aus 100 pl Probe (25 ul Vollblut + 75 pl Aqua dest.) die Anzahl der Lymphozyten
automatisch am Hématologiesystem ,ADVIA®* gezdhlt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist jeweils
der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD
genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni
Post-Test durchgefiihrt.
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Monozyten

Die Anzahl der Monozyten lag bei beiden Genotypen zu beiden Zeitpunkten im
Referenzbereich (0,0 — 0,3 * 10%ul Vollblut). Im Stamm B6-mt"™® unter Hochfettdit
halbierte sich die Zellzahl von 3 Monaten zu 6 Monaten, bei den B6-mt"*® Tieren nahm sie
um 40 % zu. Unter CD nahm bei beiden Stimmen die Zellzahl um ein Drittel (30 %) zu.

Nach 3 Monaten unter Hochfettdiit lag bei den B6-mt"*® Tieren die Zellzahl dreimal so hoch
wie bei den B6-mt**® Tieren, nach 6 Monaten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Genotypen. Unter CD gab es zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen. Bei den B6-mt"™ ' Tieren lieB sich nach 3 Monaten
eine signifikant hohere Anzahl der Monozyten um das 4-fache unter HFD im Vergleich zur
VB HFD 0,13 + 0,041 * 10%ul vs. B6-mt''® CD
0,04 £ 0,008 * 10%/ul, p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.15).
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Abb. 3.15 Anteil der Monozyten der Stimme B6-mt"*® und B6-mt**® unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der Monozyten pro pl Vollblut der B6-mt™® und B6-mt**® Tiere nach drei und
sechs Monaten unter HFD und CD (n =6 - 9). Alle Tiere erhielten wiahrend der Studiendauer die Diit ad libitum.
Es wurden aus 100 pl Probe (25 pl Vollblut + 75 pl Aqua dest.) die Anzahl der Monozyten automatisch am
Hiamatologiesystem ,ADVIA®* gezihlt und der Durchschnitt bestimmt, angegeben ist jeweils der Mittelwert +
SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem

unabhdngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni Post-Test
durchgefiihrt.
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Eosinophile Granulozyten

Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten lag bei beiden Genotypen zu beiden Zeitpunkten

im Referenzbereich (0,0 — 0,4 * 10°/ul Vollblut). Von 3 Monaten zu 6 Monaten verdoppelte

FVB

sich die Zellzahl, im Stamm B6-mt "~ unter HFD kam es zu einer Vervierfachung. Dieser

Unterschied war im Stamm B6-mt" "> unter Hochfettdidt (0,05 * 10%/ul vs. 0,19 * 10%/ul,
p <0,05, ANOVA; s. Abb. 3.16) und Kontrolldidt signifikant (0,06 * 103/ul vs. 0,19 * 10%/ul,
p <0,05, ANOVA; s. Abb. 3.16).

FVB

Nach 3 Monaten zeigten die B6-mt

als die B6-mt"“*® Tiere.

Tiere unter beiden Didten 30 % weniger Eosinophile

Nach 6 Monaten gab es unter beiden Didten keine signifikanten Unterschiede zwischen

beiden Genotypen (s. Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Anzahl der eosinophilen Granulozyten der Stimme B6-mt""® und B6-mt**® unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Anzahl der eosinophilen Granulozyten pro pl Vollblut der B6-mt™® und B6-mt**}
Tiere nach drei und sechs Monaten unter HFD und CD (n = 6 - 9). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer
die Didt ad libitum. Es wurden aus 100 pl Probe (25 pl Vollblut + 75 pl Aqua dest.) die Anzahl der
Granulozyten automatisch am Hématologiesystem ,ADVIA®°‘ gezdhlt und der Durchschnitt bestimmt,
angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3.3 Blutlipidparameter Cholesterin und Triglyceride der B6-mt""® und
B6-mt**® Tiere unter fettreicher und Kontrolldit

Die Blutlipidparameter Cholesterin und Triglyceride spiegeln das Ausmall einer
metabolischen Belastung wider. Dabei steigen Cholesterinwerte sowohl als Zeichen einer
Akkumulation des aufgenommenen Cholesterins aus tierischen Nahrungsbestandteilen, zum
anderen aufgrund der endogenen hepatischen Cholesterinsynthese. Da im Lipidmetabolismus
ATP essenziell ist, wird ersichtlich, dass Verdnderungen der ATP-Syntheseleistung, wie
durch das mt-Atp8-Gen bedingt, zu einer Anpassung der Cholesterinsynthese fithren kénnen.

Dieser pathobiochemische Mechanismus war Grundlage fiir die in dieser Arbeit untersuchten

Blutlipidmarker.

3.3.1 Cholesterin im Vollblut der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere unter fettreicher und
Kontrolldiat

Die Cholesterinwerte im Vollblut der B6-mt''® und B6-mt**® Tiere wurden, sowohl unter
fettreicher Didt als auch Kontrolldidt, nach drei und sechs Monaten Fiitterungsdauer
bestimmt. Die Auswertung erfolgte auch nach geschlechtsspezifischer Trennung.

Nach drei Monaten zeigte sich innerhalb eines Genotyps wie erwartet, dass unter Hochfettdiat
die Cholesterinkonzentrationen bei den B6-mt"™® Tieren mit 20 % (156 + 7 mg/dl vs.
129 + 5 mg/dl) und den B6-mt**® Tieren mit 40 % (174 + 13 mg/dl vs. 124 + 5 mg/dl) héher

FVB .
Tiere

waren als unter Kontrolldidt. Es zeigte sich, dass der Cholesterinspiegel der B6-mt
unter fettreicher Diit niedriger als im Kontrollstamm B6-mt"*® war.

Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigte sich bei beiden Stimmen unter fettreicher
Didt eine Zunahme des Cholesteringehaltes um 40 %. Dieser Unterschied war bei den
B6-mt"™® Tieren signifikant (3 Monate: 156 + 7 mg/dl vs. 6 Monate: 247 = 24 mg/dl,
p <0,05; ANOVA). Unter Kontrolldidt zeigten sich erwartungsgemil3 keine signifikanten
Unterschiede. (s. Abb. 3.17).

Nach sechs Monaten waren in beiden Stimmen die Cholesterinkonzentrationen unter HFD

signifikant héher als unter CD (B6-mt""?: 247 + 24 mg/dl vs. 121 + 3 mg/dl; B6-mt***:
245 £29 mg/dl vs. 118 £ 6 mg/dl, p < 0,001, ANOVA).
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Abb. 3.17 Plasmacholesterinkonzentrationen der Stimme B6-mt""® und B6-mt**® unter HFD und CD
nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmacholesterinkonzentrationen der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere nach drei und
sechs Monaten unter HFD und CD (n= 8 - 12). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Didt ad
libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt der Plasmacholesterinkonzentration bestimmt; angegeben ist jeweils
der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD

genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni
Post-Test durchgefiihrt.

In der Betrachtung der Cholesterinspiegel nach dem Geschlecht zeigten sich Unterschiede

zwischen den weiblichen und ménnlichen Tieren.

Weibliche Tiere

In der Gruppe der weiblichen Tiere zeigten sich nach drei Monaten bei beiden Genotypen
unter HFD héhere Cholesterinspiegel als unter CD (B6-mt™*® HFD 142,0 + 3,8 mg/dl vs.
B6-mt™*® CD 111,4 £ 1,5 mg/dl; B6-mt' "> HFD 147,3 + 11,5 mg/dl vs. B6-mt''°> CD
119,0 = 3,5 mg/dl). Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte kam es unter HFD zu einer
Zunahme des Cholesteringehalts um 20 %. Unter CD zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.

Nach sechs Monaten lagen in beiden Genotypen unter fettreicher Didt hohere Werte vor als

unter Kontrolldiit (80 % bei B6-mt"®, sowie 70 % bei B6-mt**?).
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Mdnnliche Tiere

In der Gruppe der méinnlichen Tiere zeigten sich nach drei Monaten innerhalb eines Genotyps
unter HFD hohere Cholesterinspiegel als unter CD. Die Cholesterinwerte waren im Stamm
B6-mt""® unter HFD um 30 % niedriger als im Kontrollstamm B6-mt**}. Unter CD zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Genotypen.

Unter HFD kam es zu einer Zunahme der Cholesterinwerte unter HFD, diese war im Stamm
B6-mt"*® signifikant (166 + 12 mg/dl vs. 301 + 30 mg/dl, p < 0,05, ANOVA).

Nach sechs Monaten lagen in beiden Genotypen unter Hochfettdidt signifikant hohere

Cholesterinwerte vor als unter Kontrolldidt (p < 0,001, ANOVA).

Geschlechtsspezifischer Vergleich

Im Vergleich der Geschlechter untereinander zeigte sich, dass zu beiden Messzeitpunkten die
Cholesterinkonzentrationen der ménnlichen Tiere héher waren als die der weiblichen. Diese

FVB' Tieren nach drei Monaten bei 10 %. Minnliche

Unterschiede lagen bei den B6-mt
B6-mt"*® zeigten unter CD 20 % hohere Cholesterinkonzentrationen als die weiblichen
(139 £ 5mg/dl vs. 111 £ 1 mg/dl, p<0,001, ANOVA; Abb. 3.18 und 3.19).

Nach sechs Monaten waren die Cholesterinwerte der médnnlichen Tiere unter HFD in beiden
Stimmen signifikant hoher als die der weiblichen (B6-mt"'>: 301 + 30 mg/dl vs.
186 + 11 mg/dl; B6-mt"*®: 310 + 44 mg/dl vs. 181 + 14 mg/dl, 70 %, p < 0,05, ANOVA).
Unter CD hatten die méannlichen Tiere in beiden Stimmen hohere Cholesterinspiegel als die

weiblichen, im B6-mt"*® Stamm war dieser Unterschied signifikant (137 + 2 mg/dl vs.

107 =2 mg/dl, p < 0,001, ANOVA; s. Abb. 3.18 und 3.19).
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Abb. 3.18 Plasmacholesterinkonzentrationen der weiblichen (w) und ménnlichen (m) B6-mt"*® und
B6-mt**® Tiere unter HFD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmacholesterinkonzentrationen der weiblichen und ménnlichen B6-mt"™® und
B6-mt**® Tiere nach drei und sechs Monaten unter HFD (n= 4 -6). Alle Tiere erhiclten wihrend der
Studiendauer die Didt ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt der Plasmacholesterinkonzentration
bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert = SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die
Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem
ANOVA und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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Abb. 3.19 Plasmacholesterinkonzentrationen der weiblichen (w) und ménnlichen (m) B6-mt"*® und
B6-mt**® Tiere unter CD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmacholesterinkonzentrationen der weiblichen und miénnlichen B6-mt™"® und
B6-mt**® Tiere nach drei und sechs Monaten unter CD (n= 4 -5). Alle Tiere erhielten wihrend der
Studiendauer die Didt ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt der Plasmacholesterinkonzentration
bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die
Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem
ANOVA und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3.3.2 Triglyceridkonzentration im Vollblut der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere unter
fettreicher und Kontrolldiit

Die Triglyceridkonzentrationen im Vollblut der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere wurden,
sowohl unter fettreicher als auch Kontrolldidt, nach drei und sechs Monaten Fiitterungsdauer
bestimmt. Die Auswertung erfolgte auch nach geschlechtsspezifischer Trennung.

Nach drei Monaten war der Triglyceridspiegel bei den B6-mt" "

Tieren unter HFD signifikant
hoher (40 %) als unter CD (HFD 196 + 10 mg/dl vs. CD 142 + 9 mg/dl, p < 0,05, ANOVA).
Der Stamm B6-mt**® zeigte keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 3.20). Unter
Hochfettdiat zeigte sich, dass bei den B6-mt™® Tieren héhere (30 %)
Triglyceridkonzentrationen als im Kontrollstamm B6-mt**® vorlagen (B6-mt"™"® 196
+ 10 mg/dl vs. B6-mt**® 156 + 6 mg/dl). Unter Kontrolldiit zeigten sich keine Unterschiede.
Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigten sich bei den B6-mt**® Tieren unter
Hochfettdidt keine signifikanten Verdnderungen der Triglyceridspiegel, unter CD kam es
hingegen zu einer Abnahme um 20 %. Bei den B6-mt" ' Tieren kam es unter beiden Diiten
zu einer Abnahme um 15 % (s. Abb. 3.20).

Nach sechs Monaten waren die Triglyceridkonzentrationen innerhalb eines Genotyps wie
erwartet unter HFD héher als unter CD und war in beiden Stimmen signifikant (B6-mt" ">
175 + 12 mg/dl vs. 116 £ 9 mg/dl, p < 0,001, ANOVA; B6-mt"*®: 162 + 10 mg/dl vs. 116 + 4
mg/dl, p < 0,05, ANOVA; s. Abb. 3.20). Zwischen den beiden Genotypen gab es keine

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 3.20 Plasmatriglyceridkonzentrationen der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere unter HFD und CD

Die Abbildung zeigt die Plasmatriglyceridkonzentrationen der B6-mt"™"® und B6-mt**® Tiere nach drei und

sechs Monaten unter HFD und CD (n= 8 - 12). Alle Tiere erhielten wihrend der Studiendauer die Didt ad
libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt der Plasmatriglyceride bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert
+ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem

unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und Bonferroni Post-Test
durchgefiihrt.
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In der Betrachtung der Triglyceridspiegel nach dem Geschlecht zeigten sich Unterschiede

zwischen den weiblichen und ménnlichen Tieren.

Weibliche Tiere

In der Gruppe der weiblichen Tiere lagen nach drei Monaten innerhalb eines Genotyps unter
HFD bei den B6-mt""® Tieren 20 % hohere Werte vor als unter CD. Bei den B6-mt**®
Weibchen gab es keine Unterschiede zwischen den Didten. Unter Hochfettdidt waren die
Triglyceridwerte bei den B6-mt"'® Weibchen 30 % hoher als im Kontrollstamm B6-mt**}.
Unter Kontrolldidt gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Genotypen
(s. Abb. 3.21 und 3.22).

Nach sechs Monaten waren die Triglyceridspiegel bei beiden Genotypen unter HFD 30 %
hoher als unter CD. Zwischen den beiden Genotypen gab es fiir beide Didten keine

signifikanten Unterschiede.

Mdnnliche Tiere

In der Gruppe der mannlichen Tiere waren nach drei Monaten unter HED bei den B6-mt"™"®

Tieren 40 % und den B6-mt™*® Tieren 10 % hohere Werte als unter CD messbar. Dieser

FVB

Unterschied war bei den B6-mt™ "~ Tieren signifikant. Unter Hochfettdidt zeigten sich bei den

B6-mt"® Tieren 20 % héhere Triglyceridkonzentrationen als bei den B6-mt**® Tieren, unter

CD waren sie 10 % niedriger.

AKR .
Tieren unter

FVB

Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigte sich bei den B6-mt
Kontrolldidt eine Abnahme der Triglyceridgehalte um 20 % und bei den B6-mt™ "~ Tieren um

10 %.

Geschlechtsspezifischer Vergleich

Im Vergleich der Geschlechter untereinander zeigte sich nach drei Monaten, dass nur im
Stamm B6-mt™*® unter Hochfettdiit die mannlichen Tiere héhere (15 %) Triglyceridwerte
hatten als die weiblichen. Unter CD zeigten die weiblichen Tiere im Stamm B6-mt**® keine

signifikanten Unterschiede zu den mannlichen. Bei den B6-mt" " ®

Tieren unter HFD lagen die
Werte der weiblichen Tiere etwa gleich hoch mit den ménnlichen, unter CD zeigten die

Weibchen um 10 % hdhere Triglyceridkonzentrationen.
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Nach sechs Monaten war der Trend zu erkennen, dass die weiblichen Tiere unter beiden

Didten hohere Triglyceridkonzentrationen im Plasma hatten als die ménnlichen (s. Abb. 3.21

und 3.22).
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Abb. 3.21 Plasmatriglyceridkonzentrationen der weiblichen (w) und méinnlichen (m) B6-mt™"® und
B6-mt**® Tiere unter HFD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmatriglyceridkonzentrationen der weiblichen und ménnlichen B6-mt™*® und
B6-mt**® Tiere nach drei und sechs Monaten unter HED und CD (n = 4 - 8). Alle Tiere erhielten wihrend der
Studiendauer die Diét ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt Plasmatriglyceriden bestimmt; angegeben ist
jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante (FVB) und

HFD genutzt. Bei dem unabhingigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA und
Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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Abb. 3.22 Plasmatriglyceridkonzentration der weiblichen (w) und miinnlichen (m) B6-mt"*® und
B6-mt**® Tiere unter CD nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die Plasmatriglyceridkonzentrationen der weiblichen und minnlichen B6-mt™® und
B6-mt™*® Tiere nach drei und sechs Monaten unter CD (n= 4 -5). Alle Tiere erhielten wihrend der
Studiendauer die Diét ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt an hepatischen Triglyceriden bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert £ SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante

(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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3.3.3 Triglyceridkonzentration der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere in der Leber

Die Triglyceridkonzentrationen der Leber wurden jeweils pro 1 mg Protein nach drei und
sechs Monaten Fiitterungsdauer bestimmt. Somit konnte geschaut werden, welche
Auswirkung die Diédt und der Stamm auf die Fettakkumulation in der Leber haben. Hierfiir
wurden zusitzlich die weiblichen und ménnlichen Tiere einzeln betrachtet.

Nach drei Monaten zeigten sich bei beiden Genotypen keine signifikanten Unterschiede

zwischen beiden Diiiten. Unter HFD hatten die B6-mt' '2

Tiere signifikant mehr (liber 75 %)
Triglyceride in der Leber eingelagert als der B6-mt™**® Stamm (751 + 93 pg vs. 421 + 69 pg,
p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.23). Unter CD waren die Triglyceridkonzentrationen bei den
B6-mt"® Tieren nahezu 50 % hoher als in dem Kontrollstamm B6-mt**® (750 + 48 pg vs.
480 + 58 png, p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.23).

Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigte sich eine weitere Triglycerideinlagerung in
der Leber bei den B6-mt**® Tieren unter HFD um 218 pg und bei den B6-mt""® Tieren unter
CD um 87 pg. Unter HFD bei den B6-mt" "> Tieren und unter CD bei den B6-mt**® Tieren
zeigte sich keine signifikante Veranderung.

Nach sechs Monaten waren die Triglyceridkonzentrationen im Stamm B6-mt"® unter CD
héher als unter HFD, bei den B6-mt™*® Tieren lag unter CD der Triglyceridspiegel in der
Leber etwa 140 pg niedriger als unter HFD (s. Abb. 3.23). Unter CD hatten die B6-mt" "
Tiere signifikant nahezu 75 % mehr Triglyceride in der Leber gespeichert als die B6-mt"*®

Tiere (837 = 63 pg vs. 495 £ 76ug; p < 0,05, ANOVA, s. Abb. 3.23).
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Abb. 3.23 Triglyceridkonzentrationen der B6-mt""® und B6-mt**® Tiere in der Leber unter HFD und CD
nach 3 und 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die intrahepatischen Triglyceridkonzentrationen der B6-mt™® und B6-mt**® Tiere in der
Leber nach drei und sechs Monaten unter HFD und CD (n= 6 -9). Alle Tiere erhielten wihrend der
Studiendauer die Diét ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt an hepatischen Triglyceriden bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

In der Betrachtung nach dem Geschlecht zeigten sich Unterschiede zwischen den weiblichen

und ménnlichen Tieren.

In der Gruppe der weiblichen Tiere waren nach drei Monaten die Triglyceridgehalte im
Stamm B6-mt"'® unter beiden Didten 10 % héher als im Kontrollstamm. Die B6-mt""®
Weibchen zeigten unter HFD etwa 50 % niedrigere Triglyceridspiegel in der Leber als unter
Kontrolldiit. Der Kontrollstamm B6-mt**® wies unter HFD 15 % weniger hepatische
Triglyceride auf als unter CD (n.s.).

In der Gruppe der ménnlichen Tiere lieBen sich unter fettreicher Diét keine signifikanten
Unterscheide zwischen beiden Genotypen feststellen. Unter CD hingegen zeigte der B6-mt" ">
Stamm 35 % héhere Triglyceridspiegel in der Leber als der Kontrollstamm B6-mt"**® (831 +
54ug vs. 605 + 67 pg, n.s.). Bei den B6-mt"™"® Minnchen waren unter Hochfettdidt die

Triglyceridkonzentrationen etwa 10 % und bei den B6-mt**® Mannchen fast 50 % hoher als
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unter Kontrolldidt (n.s.). Da die Minnchen mehr Fett in die Leber einlagerten als die

Weibchen, was bei den B6-mt''®

Tieren Didt unabhéngiger erfolgte, ergaben sich folgende
geschlechtsspezifische Unterschiede:

Nach drei Monaten HFD lagerten die Mannchen mehr als doppelt so viel Lipide in die Leber
ein wie die Weibchen (B6-mt™®: 859 + 77 pg vs. 405 + 71 pg; B6-mt**®: 880 + 71 pg vs.

367 + 52 pug, p < 0,001, ANOVA; s. Abb. 3.24).
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Abb. 3.24 Triglyceridkonzentrationen der weiblichen (w) und minnlichen (m) B6-mt""® und B6-mt**}
Tiere in der Leber unter HFD und CD nach 3 Monaten

Die Abbildung zeigt die intrahepatischen Triglyceridkonzentrationen der weiblichen und ménnlichen B6-mt"*®
und B6-mt**® Tiere in der Leber nach drei Monaten unter HFD und CD (n = 4 - 5). Alle Tiere erhielten wihrend
der Studiendauer die Diit ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt an hepatischen Triglyceriden bestimmt;
angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die Mutante
(FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem ANOVA
und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

Im Vergleich der beiden Messzeitpunkte zeigten sich bei den B6-mt™*® Weibchen unter CD
keine signifikanten Verdnderungen, unter HFD kam es zu einer signifikanten Zunahme
intrahepatischer Lipide um 35 % (367 + 52 pg vs. 572 + 21 pg; p < 0,05, ANOVA). Bei den
B6-mt"™"® Weibchen kam es unter HFD zu einer Zunahme um 50 %, unter CD zu einer

Abnahme um 10 %.
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Bei den Ménnchen zeigten sich im Vergleich der beiden Messzeitpunkte in beiden Stimmen
unter HFD und im B6-mt""® Stamm unter CD keine signifikanten Verdnderungen. Unter CD
kam es bei den B6-mt"*® Tieren zu einer Zunahme der Triglyceridgehalte der Leber um 30 %
(n.s.).
Nach sechs Monaten waren die Triglyceridkonzentationen im Kontrollstamm der Weibchen
unter fettreicher Didt 50 % hoher als unter CD (572 + 21 pg vs. 349 + 53 pg, n.s.). Unter
Hochfettdiit zeigten sich zwischen beiden Genotypen keine signifikanten Unterschiede, unter
CD hatten die B6-mt"'® Weibchen héhere (50 %) Triglyceridspiegel als der Kontrollstamm
(541 £ 67 ngvs. 349 + 53 pg, n.s.; s. Abb. 3.25).
Bei den Miannchen waren nach sechs Monaten die Triglyceridwerte in beiden Stimmen unter
fettreicher Didt nahezu gleich.
Im Vergleich der Geschlechter untereinander zeigte sich nach sechs Monaten der Trend, dass
minnliche Tiere unter beiden Didten mehr intrahepatische Lipide einlagerten als die
weiblichen. Unter CD lagerten die Ménnchen in beiden Genotypen signifikant mehr
Triglyceride in der Leber ein als die Weibchen (B6-mt™"®: 855 + 74 g vs. 541 + 67 pg,
p <0,05, ANOVA; B6-mt**®: 781 + 36 vs. 349 + 53 ug, p < 0,01, ANOVA; s. Abb. 3.25).
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Abb. 3.25 Triglyceridkonzentration der weiblichen (w) und minnlichen (m) B6-mt"*® und B6-mt**®
Tiere in der Leber unter HFD und CD nach 6 Monaten

Die Abbildung zeigt die intrahepatischen Triglyceridkonzentrationen der weiblichen und ménnlichen B6-mt" B
und B6-mt™*® Tiere in der Leber nach sechs Monaten unter HFD und CD (n= 4 - 5). Alle Tiere erhielten
wiahrend der Studiendauer die Didt ad libitum. Es wurde der Durchschnittsgehalt an hepatischen Triglyceriden
bestimmt; angegeben ist jeweils der Mittelwert + SEM. Der Wildtyp (AKR) und CD wurden als Referenz fiir die
Mutante (FVB) und HFD genutzt. Bei dem unabhéngigen Versuch wurde die statistische Auswertung mit einem
ANOVA und Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.
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4 Diskussion

Mitochondrien sind als Zellorganellen notwendig fiir den Metabolismus der Glucose und
Lipide (Fex et al 2007). Bei ihrem Stoffwechsel kommt es zur Bildung von ATP, welches
iiber die Oxidative Phosphorylierung und im letzten Schritt durch die ATP-Synthase
synthetisiert wird. Funktionelle Untereinheit der ATP-Synthase ist die A#p§-Untereinheit,
durch die eine korrekte Assemblierung und Funktionsweise ermoglicht wird (Stock et al
2000). Ein Defizit in diesem System geht mit Storungen im Metabolismus und ferner mit der
Ausbildung von Erkrankungen wie des T2DM oder metabolischen Symptomkomplexen
einher (Reaven 1993).

Als Trigger fiir eine effiziente ATP-Produktion ist die Glucose zu werten. Dieses Substrat
fiihrt iiber die ATP-Bildung zur Insulinsekretion, um erhéhte Blutglucoselevel zu senken. Die
Hohe der Blutglucose reguliert die Menge des sezernierten Insulins, weshalb dieser
Mechanismus als Glucose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS) bezeichnet wird (Mueckler and
Thorens 2013). Neben der Glucose fithren aber auch Lipide, insbesondere im Rahmen der
B-Oxidation, zu einer gesteigerten Insulinsekretion der B-Zellen (Roduit et al 2004). Ein
gesteigerter Insulinbedarf kann insbesondere durch eine Zunahme der [-Zellmasse
kompensiert werden (Kubota et al 2000). Das OXPHOS-System produziert neben dem ATP
aber auch schddigende ROS (Smeitink et al 2006). Sind die Stimulationsreize dauerhaft
vorhanden oder erhoht, wie unter einer HFD, fiihrt das zu einer Dekompensation des
regulierenden Systems. Gleichzeitig nimmt die Korpermasse durch Vermehrung der
Adipozytenzahl zu. Adipozyten haben jedoch auch eine regulatorische Funktion, die sie durch
die Sekretion des Leptins ermoglichen (Zhang et al 2002b). Das Leptin wirkt als Gegenspieler
des Insulin und nimmt u.a. Einfluss auf hdmatopoietischer Ebene. Das Ausma@ einer Stérung
dieses Systems wird auch durch die Ausbildung von Dyslipiddmien und einer Fettleber
(steatosis hepatis) ersichtlich (Hirosumi et al 2002; Reaven 1988).

Es wird deutlich, dass Storungen der ATP-Synthase, wie durch das m¢-A¢tp8-Gen entstanden,
zu  Adaptationsvorgdngen und Kompensationsmechanismen fithren. In diesem
Zusammenhang wurde der Einfluss des mt-Atp8-Gens in Verbindung mit einer metabolischen
Belastung (HFD) auf metabolische Adaptationen und Kompensationen untersucht. Die
erwihnten beeinflussten Faktoren werden im Folgenden einzeln und im gegenseitigen

Einfluss betrachtet.
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4.1 Auswirkung der mt-Atp8-Genvariante auf die Adaptation metabolischer
Parameter des Metabolischen Syndroms der C57BL/6J-Maus

Der in dieser Arbeit genutzte Hintergrundstamm C57BL/6J im Mausmodell gilt als geeigneter
Stamm bei der Untersuchung des Metabolischen Syndroms bzw. metabolischer Stérungen.
Unter HFD entwickelt er eine Adipositas, Hyperglykdmie, Hyperinsulindimie und Hypertonie,
bleibt jedoch unter CD physiologisch unauffillig (Surwit et al 1988). Eine wichtige Rolle bei
der Ausbildung von Adipositas und eines T2DM spielt das viszerale Fettgewebe (Rebuffe-
Scrive et al 1993; Surwit et al 1995). Es wurde mehrfach gezeigt, dass dieses bei B6-Méusen
nicht aufgrund einer Hyperphagie entsteht, sondern wegen der hoheren Gewichtszunahme pro
kcal (Brownlow et al 1996; Parekh et al 1998; Surwit et al 1995). In der vorliegenden Arbeit
entwickelten beide Genotypen unter HFD eine starke Gewichtszunahme. Es konnte somit
vermutet werden, dass der Hintergrundstamm ,B6° per se fiir eine schnellere Ausbildung einer
Adipositas unter metabolischem Stress pradisponiert. Von Interesse war es herauszufinden,
wie der jeweilige Genotyp auf die metabolische Belastung reagiert und welchen Einfluss die
mitochondriale Mutation bei der Kompensation der metabolischen Belastung in Bezug auf die
Fettmasse und den Lipidstoffwechsel nimmt.

Durch eine konsequente HFD steigt der Anteil intrazelluldrer Lipide unter anderem in den
B-Zellen des Pankreas (Fex et al 2007). Hier erfolgt der Abbau iiber die B-Oxidation der
Fettsiuren, bei dem Reduktionsiquivalente (FADH, und NADH + H) entstehen. Diese
werden iiber die Atmungskette unter Erh6hung des elektrochemischen Gradienten reoxidiert.
Durch diese Anforderung an die Effizienz der Atmungskette entwickelt sich ein hoheres
Membranpotenzial, was zugleich in einem Anstieg von mitochondrialem ROS (Wu et al
2013) resultiert, die die mitochondriale Aktivitit negativ beeinflussen (Wu et al 2013). Dieser
Einfluss zeigt sich durch vermehrte mtDNA-Mutationen, ausgepriagten Defekten der
Atmungskette und ein folglich weiterer Anstieg von ROS und Lipidperoxiden in den
Mitochondrien (Ma et al 2009; Wu et al 2010). Die B6-mt"'> Maus zeigt bereits ohne eine
Lipidbelastung eine verstidrkte ROS-Produktion (Weiss et al 2012). Somit ist anzunehmen,
dass eine zusitzlich schidigende HFD, die eine verstirkte Atmungskettenaktivitit induziert
(Facundo et al 2007), zu einer potenzierten Bildung von ROS fiihrt. So wiirden Mitochondrien
dieses Genotyps frithzeitiger und schneller geschédigt und eine Lipidbelastung konnte nicht

FVB

hinreichend kompensiert werden. Da sich jedoch bei der B6-mt "~ Maus im Vergleich zur

B6-mt**® Maus fiir die Blutlipidparameter ein eher besserer metabolischer Status mit einer
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Kompensationsfihigkeit zeigte, sind schiitzende intrazelluldre und mitochondriale Prozesse zu

vermuten, die im Folgenden gezeigt werden.

4.1.1 Der Lipidmetabolismus der B6-Maus und der Einfluss des m#-Atp8-Gens

Fiir den Lipidmetabolismus konnte bereits gezeigt werden, dass der Hintergrundstamm B6
und der AKR/J-Stamm physiologisch geringere Mengen Plasmatriglyceride und
Plasmacholesterin im Vergleich zur FVB-Maus aufweisen (Jiao et al 1990). Unter HFD
entwickelt der B6-Stamm leicht eine Dyslipiddmie mit erhdhten Triglycerid- und
Cholesterinkonzentrationen im Plasma (Lu et al 2013). In der vorliegenden Arbeit zeigten
sich fiir die B6-mt"™"® und B6-mt**® Maus unter HFD signifikant hohere Triglycerid- und
Cholesterinkonzentrationen. Es fiel auf, dass Tiere mit der Mutation des m#-AtpS-Gens im
Vergleich zum Kontrollstamm unter HFD niedrigere Cholesteringehalte hatten, diese waren
jedoch nicht signifikant. Der Triglyceridgehalt war nach drei Monaten signifikant hoher, nach

sechs Monaten zeigten sich keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen.

Fiir den Lipidmetabolismus spielen sowohl die Aufnahme als auch Oxidation kohlenhydrat-
und lipidreicher Substrate in den Mitochondrien eine Rolle (Stephenson and Hawley 2013).
Da die aufgenommene Nahrungsmenge nicht erhdht ist (Brownlow et al 1996; Surwit et al
1995), scheint eine beeinflusste Substratoxidation in den Mitochondrien fiir die Verédnderung
der Blutlipidparameter mitverantwortlich zu sein. Die Arbeitsgruppe um Galgani zeigte fiir
insulinresistente Muskeln, dass unter diesen Bedingungen die mitochondriale Fihigkeit
zwischen Glucose und Lipiden zu unterscheiden sinkt und beschreibt diesen Zustand als
,metabolische Inflexibilitdt’ (Galgani et al 2008). Dieser fiihrt zu einer Fehlregulation der
Lipidoxidation, die unabhdngig von der aufgenommenen Nahrung erfolgt (Kelley and
Simoneau 1994). Dadurch steigt die intrazelluldre Akkumulation von Triglyceriden (McGarry
2002). Wilke et al. fanden heraus, dass bei bestehendem T2DM respektive der Abnahme der
Insulinsensitivitit die Lipogenese bereits unter geringer Energieaufnahme gesteigert ist, was
zum Anstieg der Triglyceride fithrt (Wilke et al 2009). Diese Aussage wird durch die
Ergebnisse der vorliegenden  Arbeit unterstiitzt. Unter HFD  stiegen die
Triglyceridkonzentrationen und die Tiere reagierten mit einer gestorten Glucosetoleranz und
Insulinsensitivitit, insbesondere die Tiere mit der m¢-AtpS-Mutation. Tiere dieser

mitochondrialen Genvariante verminderten zwischen drei und sechs Monaten ihre
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Plasmatriglyceridspiegel, was auf einen Kompensationsmechanismus in Form einer
verstdrken Fettsdureoxidation hindeuten kann. Vercesi et al. erklédrten diese Kompensation als
einen ,hypermetabolischen Status in hyperlipidimischen Tieren‘ (Vercesi et al 2007). Eine
verstiarkte Lipidoxidation, die bekannter Weise mit einer verstirkten ROS-Produktion
einhergeht, ermdglicht dadurch zugleich ein mildes Entkoppeln der Atmungskette. Dabei
induzieren gebildete ROS mitochondriale Krp-Kanile, sodass der folgende Kaliumeinstrom
in den Matrixraum eine K'/H -Pumpe aktiviert, die im Austausch gegen Kalium Protonen in
den Matrixraum schleust (Facundo et al 2007). Durch die Abnahme der Protonenzahl im
Matrixraum wird die ROS-Produktion gesenkt und zugleich die metabolische Rate erhoht. Da

nur die B6-mt'v2

Maus, mit einer generell erh6hten ROS-Produktion, ihren primér signifikant
hoheren Triglyceridspiegel von drei nach sechs Monaten senken konnte, scheint die
mt-Atp8-Genvariante unter hoherer metabolischer Belastung einen gewissen Vorteil
gegeniiber der B6-mt"*® Maus zu haben. Durch die erhdhte Produktion toxischen ROS

gelingt es zugleich eine zusitzliche Schidigung durch Lipidintermediate zu kompensieren.

4.1.2 Der Einfluss des mt-Atp8-Gens auf den Cholesterinspiegel der B6-Maus

Bekannt ist, dass die endogene Cholesterinsynthese sowohl von der enteralen Resorption des
Cholesterins aus der Nahrung, dem zellulirem Export als auch dem bestehenden
Cholesterinspiegel kontrolliert wird (Li et al 2013). Die intestinale Resorption des
Cholesterins zeigt Unterschiede zwischen den Genotypen. Der Mausstamm AKR absorbiert
<25 %, der FVB-Stamm etwa 35 % und der B6-Stamm etwa 40 % des Nahrungscholesterins
(Wang et al 2001). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denen von Carter et al., die
vergleichbar hohe Absorptionsraten der AKR/J und B6-Maus zeigten (Carter et al 1997).
Nach Ubertragung der mtDNA der AKR/J und FVB-Maus auf den Hintergrundstamm B6,
wie in der vorliegenden Arbeit, wurden fiir beide Genotypen vergleichbare Blutlipidparameter
gemessen. Es scheint also der Einfluss der mtDNA auf metabolische Belastungen stirker zu

sein als der nDNA.

Unter der HFD wurden signifikant hohere Plasmacholesterinkonzentrationen beider Stimme
im Vergleich zur CD detektiert, was auf eine gesteigerte Resorptionsrate hinweisen kann. Da

die B6-mt™® Maus unter HFD eine geringere Plasmacholesterinkonzentration als der
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B6-mt**® Stamm entwickelte, scheint die m¢-Afp8-Genvariante einen positiven Einfluss bei

der Cholesterinaufnahme respektive im Cholesterinmetabolismus zu haben.

Fir die zellulire Aufnahme und Abtransport des Cholesterins spielen ATP-bindende
Transporter (,ATP-binding cassette’, ABC) eine Rolle, von denen das menschliche Genom
iiber 48 individuelle Formen verfligt (Dean et al 2001). Durch das Binden von ATP entsteht
Energie, die fiir den Transport durch Plasmamembranen und intrazellulirer Membranen wie
z.B. des Mitochondriums genutzt wird (Higgins 1992). Unter anderem in B-Zellen existieren
die Transporter und regulieren den Cholesterinexport (Yin et al 2010). Eine Inhibition des
Transporters fiihrt zu intrazelluldrer Cholesterinakkumulation und unterstiitzt eine
B-Zelldysfunktion (Brunham et al 2007). Es zeigt sich eine direkte Verbindung zwischen dem
Cholesterinmetabolismus und der ATP-Synthase, da ATP die Funktion der ABC-Transporter
FVB

steuert (Higgins 1992). Bei den B6-mt
niedrigere ATP-Mengen gemessen (Weiss et al 2012). Der bei der B6-mt"® Maus unter HED

Maiusen wurde in den pankreatischen Inseln

niedrigere Cholesterinspiegel kann somit auf einen beeintrichtigten Abtransport
intrazelluldren Cholesterins zuriickzufilhren sein, der durch Inhibition der ABCAI
Transporter aufgrund inaddquater ATP-Synthese erklarbar wére. Die verminderte

ATP-Synthaseleistung der B6-mt" ">

Maus fiihrt vermutlich dazu, dass durch weniger
verfiigbares ATP die ABC-Transporter negativ beeinflusst werden, wodurch intrazelluldres

Cholesterin steigt und durch verminderten Export die Plasmaspiegel sinken.

Die auch in der vorliegenden Arbeit detektierten signifikant niedrigeren Cholesterinspiegel
der Weibchen im Vergleich zu den Ménnchen, wurde bereits frither in Mausstimmen
gemessen (Weibust 1973). Der Grund hierfiir wird in der bei den Weibchen hoéheren

Ostrogenproduktion vermutet, wodurch der Cholesterinspiegel gesenkt werden kann.

4.2 Adaptation des Insulinspiegels unter dem Einfluss des m¢-A#p8-Gens

FVB . .
VB Miuse zu beiden

Fiir die Seruminsulinspiegel konnte gezeigt werden, dass die B6-mt
Zeitpunkten unter CD und nach sechs Monaten unter HFD einen niedrigeren Insulingehalt als
die B6-mt**® Miuse hatten. Die B6-mt" > Tiere zeigten dabei eine Diitabhingigkeit, die bei

den B6-mt**® Tieren nicht vorlag.
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Der Seruminsulinspiegel steht in enger Verbindung mit der Insulinsensitivitdit und
Insulinresistenz (Bruning et al 1997). Eine verminderte Insulinsensitivitét, begleitet von einer
erhohten Insulinresistenz, geht mit einer kompensatorisch erhdhten Insulinproduktion der
B-Zellen einher, um eine mdgliche Hyperglykdmie abzuwenden (Parsons et al 1992). Kann
die zunidchst entstandene reaktive Hyperinsulindmie eine Hyperglykdmie nicht mehr

kompensieren, resultiert das Vollbild des Diabetes mellitus (Martin et al 1992; Reaven 1993).

Nahrungskarenz bzw. der Konsum von normokalorischen Substanzen ist im Gegensatz dazu
protektiv in Bezug auf eine Insulinresistenz (Speakman and Mitchell 2011). Das lésst sich fiir
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mausstimme zeigen. Der unter CD geringere
Seruminsulingehalt 1dsst eine hohere periphere Insulinsensitivitit bei geringerem
Insulinbedarf und folglich noch keine Insulinresistenz annehmen. Im Blick auf die B6-mt" >
Tiere, die im Vergleich zu den B6-mt**® Tieren eine geringere Gewichtszunahme
entwickelten, wiirde dieser Pathomechanismus eine eher verbesserte mitochondriale Effizienz
bedeuten. Dafiir sprechen die bei diesem Genotyp detektierten geringeren
Seruminsulinkonzentrationen unter CD gegeniiber dem B6-mt**® Stamm.

Fiir eine effektive Insulinsekretion bendtigt die B-Zelle ATP, welches iiber die Atmungskette
beim Abbau der Glucose bereitgestellt wird. Die Hohe des Glucosespiegels reguliert die Hohe
der Insulinsekretion, weshalb dieser Mechanismus als GSIS bezeichnet wird (Mueckler and
Thorens 2013). In Mausmodellen mit B6-Mé&usen konnte gezeigt werden, dass auch eine HFD
iiber den Abbau der Lipide zu einer kompensatorischen Hyperinsulindmie fiihrt (Gonzalez et
al 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte dieses Phidnomen bestitigt werden. Beide
Mausstimme hatten unter HFD erhohte Seruminsulinspiegel. Hierbei zeigte der mutierte
Phénotyp zundchst deutlich hohere Insulinspiegel als der Kontrollstamm. Das lédsst die

FVB

Vermutung zu, dass bei den B6-mt Tieren die Insulinsekretionsrate hoher oder die

Insulinsensitivitdt der peripheren Organe schneller und intensiver herabgesetzt ist (Weiss et al
2012). Beides wiirde eine stdrkere, evtl. kompensatorische, Insulinsekretion erklédren.
Die Arbeitsgruppe um Weiss et al. konnte in einer aktuellen Studie zur Insulinsensitivitit und

—produktion zur Mutation im m#-Atp8-Gen zeigen, dass nach drei Monaten Fiitterungszeit die

FVB

Insulinkonzentrationen der B6-mt Tiere unter HFD signifikant hoher und unter CD

AKR

signifikant geringer als bei den B6-mt™ ™" Tieren ist. In der vorliegenden Arbeit konnten diese

Ergebnisse bestdtigt werden. Im Gegensatz zur genannten Studie, wurden in der vorliegenden

Arbeit beide Stimme Uber einen Zeitraum von sechs Monaten betrachtet und der

FVB

Seruminsulingehalt bestimmt. Zum zweiten Messzeitpunkt sank bei den B6-mt "~ Tieren

74



4 Diskussion

unter HFD der Seruminsulingehalt, was eine eingeschriankte Adaptation dieses Genotyps an
die metabolische Belastung vermuten ldsst. Moglicherweise bestehen parallel schiddigende
Einfliisse wie ROS, die die mtDNA der B-Zellen schidigen und damit die Insulinproduktions-
und —sekretionsrate senken.

Ein moglicher Erklarungsansatz liegt in einem verminderten ATP-Status. Die ATP-Synthase-
Leistung ist dabei das Produkt suffizienter Mitochondrien. Die Arbeitsgruppe um Pintus
zeigte einen pathologischen Weg, der iiber eine durch Erndhrung entstehende Imbalance zu
einer mitochondrialen Dysfunktion fiihrt. So beschrieben Pintus et al., dass es bei vermehrter
Adipozytenzahl zu reduzierten Level der Proteine .peroxisome proliferative activated
receptor-y coactivator la‘ und ,dynamin-related GTPases mitofusin 2° kommt. Dadurch
nimmt die Mitochondrienzahl ab, der mitochondriale Sauerstoffverbrauch und
Elektrochemische Gradient werden vermindert und konsekutiv wird vermindert ATP
synthetisiert (Bach et al 2003). Eine Zunahme des Fettgewebes wiirde in einer reduzierten
mitochondrialen Energieeffizienz aufgrund Hemmung der Oxidativen Phosphorylierung und
herabgesetzter ATP-Synthase wie in apoptotischen Zellen resultieren (Bach et al 2005; Kelley

FVB -
Tiere

et al 2002). Weiss et al. zeigten zu dem, dass die pankreatischen Inseln der B6-mt
iiber niedrigere ATP-Level verfiigten (Weiss et al 2012). Die Arbeitsgruppe um Jonckheere
konnte fiir eine weitere mt-AtpS-Mutation eine verminderte ATP-Synthase-Leistung
nachweisen (Jonckheere et al 2009). Es ist eine Fehlsteuerung der Atmungskettenkomplexe,
insbesondere der durch das mt-Atp8-Gen verdnderten ATP-Synthese, anzunehmen. Diese
Vorginge sind Ausgang fiir die Bildung metabolischer Syndrome wie Insulinresistenz und

FVB .
VB Maus wiirden

einer Steatosis hepatis (Park et al 2012; Pintus et al 2012). Fiir die B6-mt
diese Prozesse zu einer Potenzierung der ungeniigenden ATP-Produktion fithren. Da folglich
der Trigger zur Insulinsekretion vermindert vorhanden ist, konnte das die bei diesem Stamm
unter CD im Vergleich zum Kontrollstamm niedrigeren Insulinkonzentrationen miterkléren.
Zusammen mit dem Ergebnis, dass dieser Stamm fiir eine verstirkte ROS-Produktion
konditioniert (Weiss et al 2012), konnten auch die gemessenen niedrigeren

Seruminsulinspiegel nach sechs Monaten unter HFD erklart werden.

Die Insulinsekretion ist neben der Glucose und Lipide auch durch weitere Faktoren
beeinflusst. Die B-Zellfunktion des Pankreas scheint dabei unter dem Einfluss sogenannter
,uncoupling proteine‘ (UCP) zu stehen (Krauss et al 2005; Liu et al 2013). Von den insgesamt
fiinf UCP spielt das UCP2 eine Rolle im Glucose- und Lipidstoffwechsel (Diano and Horvath

2012), indem es die mitochondriale Aufnahme des Pyruvat, damit den Glucosestoffwechsel
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inhibiert (Trennung der ATP-Synthese von Glucose) und zu einer gesteigerten
Fettsdureoxidation flihrt (Emre and Nubel 2010). Erhohte Glucose- und Lipidlevel induzieren
die UCP2 Gen- und Proteinexpression. Da das UCP2 den Glucosestoffwechsel inhibiert, fiihrt
das zu bleibenden erhohten Blutglucosespiegeln, und bedingt, dass die GSIS beeintrachtigt
wird. Durch diese Modulation kommt es nach primérer Hyperinsulindmie zu einer spéteren
Hemmung der Insulinproduktion und zur pankreatischen B-Zelldysfunktion (Krauss et al
2003). Fiir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde nicht der Einfluss der UCP
bestimmt, ein Einfluss der UCP2 ist jedoch anzunehmen. Fiir die B6-mt" "> Maus konnte in
der Leber eine vermehrte UCP2-Expression gezeigt werden (F. Koch, nicht verdffentlichte
Daten). Wiirde eine Lipidbelastung auch in den [B-Zellen eine gesteigerte Expression
induzieren, wire zu vermuten, dass durch das UCP2 die vorhandene geminderte

ATP-Syntheseleistung der B6-mt""®

Tiere potenziert wird. Das konnte die unter CD
signifikant niedrigeren Seruminsulinspiegel erkldren. Es wiirde auch erklédren, dass bei dem
B6-mt"® Stamm die zunichst erhdhte Insulinproduktion konsekutiv unter HFD abgenommen
hat und eine weitere metabolische Belastung nicht durch erhohte Insulinspiegel kompensiert
wurde.

Maus scheint vulnerabler fiir den Einfluss von

Die mt-Atp8-Genvarariante der B6-mt
Glucose und Lipide zu sein. Der primire Schutzmechanismus iiber die UCP2 durch Senkung
des Membranpotentials ist vermutlich bei diesem Genotyp gesteigert, sodass, wie Krauss et al.
beschrieben, dieser kontinuierlich aufrecht erhaltene Zustand zu einer Dekompensation des
Glucose-Insulin-Systems fiihrt.

Die Insulinkonzentrationen im Serum sind jedoch in Verbindung mit der Masse der Insulin

produzierenden B-Zellen zu werten.

4.3 Auswirkung der mitochondrialen Genvariante auf die Adaptation der
B-Zellmasse

Bei der Bestimmung der B-Zellmasse fiel auf, dass der Stamm B6-mt" "> nach drei Monaten
Didtdauer unter beiden Didten eine hohere B-Zellmasse hatte als der Stamm B6-mt"*.
Wihrend die B6-mt™ " Tiere nach sechs Monaten der jeweiligen Diit keine signifikanten
Verdnderung der B-Zellmasse zeigten, wiesen die B6-mt**® Tiere unter HFD eine

Verdreitachung und unter CD eine Verdopplung innerhalb der beiden Messzeitpunkte auf.
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Physiologisch fithren erhohte Glucoselevel zu einer vermehrten Ausschiittung von Insulin, das
den peripheren Glucoseumsatz erhoht und somit den Glucosespiegel reguliert. Das bietet
einen Trigger fiir die B-Zellvermehrung (Palumbo and De Gaetano 2010; Porat et al 2011). In

einer aktuellen Studie zeigte sich, dass B6-mt" ' >

Mause unter HFD eine signifikant vermehrte
B-Zellmasse verglichen mit B6-mt**® Mausen nach drei Monaten Fiitterung haben (Weiss et
al 2012). Dieses Phidnomen zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Anders als bei Weiss
et al. zeigten sich in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Diédten.
Moglicherweise spielt das Verfahren zur Bestimmung der B-Zellmasse hierbei eine Rolle.
Wihrend bei Weiss et al. nach der Insulinfirbung der pankreatischen Inseln eine Auswertung
in Pixel pro Flache erfolgte, ergab sich die B-Zellmasse der vorliegenden Arbeit durch die
manuelle Verhéltnisrechnung der Insulin-positiven Flichen zur Gesamtinselfliche. Die Tiere

mit der mt-Atp8-Mutation zeigten im Rahmen der vorliegenden Studie eine eingeschrinkte

Adaptation der B-Zellmasse, sodass von beeinflussenden Faktoren ausgegangen werden kann.

In gesunden erwachsenen Individuen wird die B-Zellmasse durch Replikation differenzierter
B-Zellen unter Stressbedingungen, wie die chronische Exposition hochkalorischer Nahrung,
oder Hyperglykdmie kontrolliert (Brennand et al 2007; Dor et al 2004). Das heilit, dass
metabolische Anforderungen zelluldre Adaptationsvorginge beeinflussen. Nahrungsaufnahme
bzw. hohe Glucoselevel fiihren zu einer Zunahme der B-Zellreplikation und eine Abnahme der
Insulinsensitivitit induziert eine kompensatorische Zunahme der B-Zellmasse (Alonso et al
2007; Bonner-Weir et al 1989; Chick and Like 1971; Kulkarni et al 2004). In der
vorliegenden Arbeit konnte bestitigt werden, dass die dauerhafte Nahrungsaufnahme in Form
einer HFD nach sechs Monaten in dem B6-mt**® Stamm zu einer verstirkten Replikation der
B-Zellen fiihrte (s. 3.1.4). Dieser Genotyp adaptierte unter HFD mit einer Verdreifachung der
B-Zellmasse, um eine mogliche Hyperglykdmie zu verhindern. Dass bereits unter CD an die
wiederholt nach Nahrungsaufnahme erhohten Blutglucoselevel mit einer Verdopplung der
B-Zellmasse nach sechs Monaten reagiert wurde, konnte auf eine physiologische
altersentsprechende Zunahme der B-Zellmasse zuriickzufiihren sein (Montanya et al 2000). Im
Pankreas zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen der [-Zellmasse und dem
Korpergewicht bei Ratten, sodass selbiges auch fiir Mduse anzunehmen wére (Montanya et al
2000). Dass unter HFD die B-Zellmasse stirker als unter CD zunahm, ldsst zusitzlich zur
physiologischen Replikation eine gesteigerte Replikationsrate aufgrund der hoheren
metabolischen Belastung vermuten. Dass der B6-mt""® Stamm hingegen keine Verinderung

der B-Zellmasse innerhalb des Messzeitraumes zeigte, konnte auf eine bei diesem Stamm
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frithzeitigere Einschrinkung der physiologischen Replikationsfdhigkeit hindeuten (Bonner-
Weir et al 2010; Cnop et al 2010).

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass das mutierte m#-Atp8-Gen zu einer eingeschrinkten
Adaptation der B-Zellmasse auf metabolischen Stress fiihrt. Moglicherweise spielen hier
Mechanismen eine Rolle, die die B-Zellreplikation beeinflussen.

Unter HFD ist die Glucokinase fiir die Replikation der B-Zellen essentiell, indem dadurch
ATP generiert werden kann (Terauchi et al 2007). Dieser biochemische Prozess wiirde fiir die
B6-mt""® Maus bedeuten, dass bei diesem Genotyp das ATP/ADP-Verhiltnis nicht steigt und
somit, durch die insuffiziente ATP-Synthase, eine Hyperglykdmie nicht durch eine
B-Zellreplikation kompensiert werden kann. Diese Annahme geht konform mit den
Ergebnissen von Weiss et al. Die Arbeitsgruppe um Weiss et al. zeigte, dass die B6-mt" ">
Tiere unter HFD eine verminderte GroBe der Mitochondrien der B-Zellen als unter CD,
wogegen B6-mt**® Tieren unter HFD groBere Mitochondrien hatten. Unter CD zeigten die

AKR . .
Mause. Da es zu keiner Zunahme

B6-mt"® Miuse groBere Mitochondrien als die B6-mt
der Mitochondrienzahl kam, schlossen Weiss et al. daraus, dass die mitochondriale Kapazitét
der B6-mt""® Miuse sich unter metabolischem Stress nicht adaptiert (Weiss et al 2012). Diese
fehlende Adaptation der Mitochondrien wiirde mit der bereits erwdhnten geringeren ATP
Produktion bei gleichzeitig erhohtem ATP-Bedarf einhergehen. Es wiirde das Signal fiir eine
B-Zellreplikation fehlen. Das unterstiitzt die in der vorliegenden Arbeit detektierte fehlende

Zunahme der B-Zellmasse bei den B6-mt" ">

Tieren. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Mitochondrien der pankreatischen B-Zellen nicht isoliert untersucht. Eine Aussage iiber die
Anzahl kann somit nicht getroffen werden. Es ist jedoch, wie bei Weiss et al. beschrieben,
eine verminderte mitochondriale Kapazitdt (verminderte Fahigkeit zur ATP-Produktion) der
B6-mt"® Miuse anzunehmen. In diesem Zusammenhang ist auch der bereits erwihnte Weg,
der iiber eine Inhibition der ABCA1-Transporter zu einer f-Zelldysfunktion fiihrt (Brunham
et al 2007), als unterstiitzender Pathomechanismus zu vermuten.

FVB .
VB Miuse

Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die fehlende B-Zellmassenzunahme der B6-mt
wire in der Menge der ROS zu sehen. So wire es moglich, dass die p-Zellen im B6-mt" ">
Stamm friihzeitiger durch die verstarkt gebildeten ROS (Weiss et al 2012) geschédigt werden,
so dass sie dadurch ihre Replikationskapazitit verlieren. Fiir diese Annahmen wiirde auch das
Ergebnis sprechen, dass die B6-mt""®

héhere B-Zellmasse als der B6-mt**® Stamm hatten. Wiirden ROS die mtDNA frithzeitig

Tiere zum ersten Messzeitpunkt didtunabhédngig eine

schadigen, konnte die Zellfunktion durch eine gesteigerte Replikation der weiteren B-Zellen

zum Aufrechterhalten der Insulinproduktion dienen. Da dieser Zustand jedoch weitere ROS
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produziert und damit die  Zellen zunehmend  schéddigt, wiirde  dieser
Kompensationsmechanismus moglicherweise nicht weitergefiihrt werden konnen, stattdessen
dekompensieren.

Bekannt ist, dass die p-Zellreplikation eine Altersabhingigkeit mit Minderung der
Replikationskapazitdt mit zunehmenden Alter zeigt (Cnop et al 2010; Lee et al 2010; Perl et al
2010). In dem Fiitterungszeitraum konnte eine generelle altersabhingige Minderung der
Replikationskapazitit, wie Cnop et al., Lee et al. und Perl et al. beschrieben, aufgrund der

kurzen Studiendauer jedoch nicht angenommen werden.

Die Arbeitsgruppe um Kubota konnte zu dem zeigen, dass neben der Zunahme der
B-Zellmasse auch eine verstirkte Insulinsekretion zur Aufrechterhaltung des

Seruminsulinspiegels dient (Kubota et al 2000). Das konnte fiir die B6-mt""®

Maus bedeuten,
dass dieser Genotyp nicht mit einer Zunahme der B-Zellmasse, sondern mit einer Erhéhung
der basalen Insulinsekretion erhohte Blutglucosespiegel und andere Stresssituationen
kompensiert. Die Hypothese von Kubota et al. kann fiir diesen Genotyp angenommen werden,
da die B6-mt'"® Miuse keine Verinderungen der B-Zellmasse, aber dennoch erhohte
Insulinspiegel zeigten. Voraussetzung wére dafiir ein ausreichend hoher ATP-Status.

Dem B6-mt''® Stamm gelingt es zum Beispiel bei Leberschiden seinen Energiestatus
(erhohtes ATP/ADP-Verhiltnis) durch verminderten ATP-Verbrauch aufrecht zu erhalten
(Eipel et al 2011). Trifft dieses Phanomen auch auf die B-Zellen des Pankreas zu, wiirde dem
B6-mt""® Stamm unter HFD geniigend ATP zur Verfiigung stehen, um Insulin sezernieren zu
konnen, ohne die B-Zellmasse anpassen zu miissen. Das wiirde die bei diesem Genotyp
detektierte Hyperinsulindmie ohne B-Zelladaptation erkldren. Die Arbeitsgruppe um Weiss et
al. zeigte jedoch, dass der B6-mt"™ " Stamm bei pankreatischen Inseln unter
Glucosestimulation weniger ATP und keinen Unterschied des ATP/ADP-Verhiltnisses

gegeniiber B6-mt"*}

Maiusen zeigt. Vermutlich sind B-Zellen sensibler fiir metabolische
Belastungen und ihr ATP-Verbrauch hoher als der von Hepatozyten, sodass es der B-Zelle

eingeschriankter moglich ist, einen addquaten Energiestatus aufrecht zu erhalten.

4.4 Auswirkung der mitochondrialen Genvariante auf den Leptinspiegel

Wie erwartet zeigten sich unter HFD signifikant hohere Leptinspiegel als unter CD. Zu beiden

Zeitpunkten hatten die B6-mt™ "

B6-mt"**® Miuse.

Mause unter HFD hohere Leptinkonzentrationen als die
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Bekannt ist, dass Leptin von den Adipozyten direkt proportional zur Korperfettmasse gebildet
wird (Friedman and Halaas 1998) und die Nahrungsaufnahme, das Korpergewicht und die
Glucosehomoostase reguliert (Friedman and Halaas 1998; Margetic et al 2002). Adipositas ist

assoziiert mit einer Hyperleptindmie und begleitender Insulinresistenz (Considine et al 1996).

Unter HFD bildeten beide Mausstimme mehr Leptin als unter CD. Unter Betrachtung der
gleichsam hoheren Gewichte unter HFD, ldsst sich eine vermehrte Adipozytenzahl vermuten,
wodurch diese Leptinspiegel erklart wiirden. Die Arbeitsgruppe um Holmstrom et al. konnte
an leptindefizienten ob/ob-Mdusen bereits darstellen, dass Leptin die mitochondriale Funktion
gewebespezifisch beeinflusst (Holmstrom et al 2013). Die ob/ob-Miuse produzieren ein
defektes (zu kurzes) Leptin, sind jedoch leptinsensitiv. So fiihrt eine Gabe von Leptin bei
diesen Méusen zu einer verminderten Nahrungsaufnahme und gesteigerten mitochondrialen
Substratoxidation, wodurch eine Gewichtsabnahme erfolgte (Holmstrom et al 2013). Eine
Uberproduktion von Leptin bedingt durch HFD fiihrt jedoch zu einer Abnahme der
Leptinsensitivitdt mit konsekutiver funktionellen Leptinresistenz (Huang et al 2004; Zhang et
al 2008) und damit zur kompensatorischen Hyperleptindmie. Diese kann die anorexigenen
und gewichtsreduzierenden Funktionen nicht aufrecht erhalten (Dardeno et al 2010).

Moglicherweise nimmt die Leptinsensitivitit der B6-mt" "

Mause frithzeitiger ab, was durch
eine reaktive Hyperleptindmie kompensiert wird und anschlieBend in eine Leptinresistenz
iibergeht. Eine verminderte Leptinsensitivitit wiirde erkldren, dass bei diesem Genotyp

FVB .
Tiere 1m

hohere Leptinspiegel als bei den B6-mt**® Miusen auftraten. Da die B6-mt
Vergleich zum Kontrollstamm eine eher geringere Korpermasse entwickelten, wire eine in
diesem Stamm hohere Adipozytenzahl bei gleichem Korpergewicht oder eine generell hohere
Leptinsekretionsrate moglich. Die Leptinsekretionsrate steht dabei unter dem Einfluss von
Regulationsmechanismen, wie die Wechselwirkung mit Insulin. Ein Einfluss von Leptin auf
die Insulinsekretion wurde mehrfach gezeigt. So beeinflusst Leptin insulintypische
Signalwege negativ (Morris and Rui 2009). Durch simultane Induktion der Leptinproduktion
durch Insulin wird dieser gegenseitige Einfluss als ,adipo-insuldre Achse bezeichnet (Seufert
2004).

Leptin wirkt insbesondere auf die B-Zellen des Pankreas ein. Uber Leptinrezeptoren der
B-Zellen und intrazelluldre Signalwege nimmt Leptin direkten Einfluss auf die
Insulinproduktion, Insulinsekretion und die B-Zellmasse (Marroqui et al 2012). Es hemmt die
Insulinsekretion der B-Zellen (Emilsson et al 1997; Kulkarni et al 1997). Die Arbeitsgruppe

um Park et al. erklérte die Insulinsekretionshemmung dadurch, dass erhohte Leptinspiegel zu
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einer Translokation der Karp-Kanile in die Plasmamembran und damit zur Hyperpolarisation
fiihren (Park et al 2013), wodurch die Insulinsekretion gesenkt wird. Dieser Mechanismus
kénnte fiir die B6-mt™*® Maus die vergleichsweise niedrigeren Insulinkonzentrationen unter
HFD verglichen mit den B6-mt""® Tieren erkliren. Moglicherweise besteht bei diesem
Genotyp eine linger andauernde pankreatische Leptinsensitivitit gegeniiber den B6-mt"*>
Miusen, was auch die gleichzeitig geringeren Leptinmengen unterstiitzen wiirde.
Physiologische Regelkreise wiren folglich bei den B6-mt**® Tieren linger erhalten. Dass im
B6-mt""® Stamm die Leptinkonzentrationen nach sechs Monaten anstiegen, wogegen die
Insulinspiegel abnahmen, ldsst auch eine Insulinhemmung durch Leptin in diesem Stamm
vermuten.

Da bei erhohter Fettmasse eine Leptinresistenz der B-Zellen besteht (Marroqui et al 2012),
konnte das fiir die generell unter HFD verstirkte Insulinsekretion in beiden Mausstimmen im
Vergleich zur CD mitverantwortlich sein.

Da der mutierte Genotyp gleichzeitig eine eingeschrankte Adaptation der B-Zellmasse zeigte,
lasst sich auch der Einfluss des Leptins auf die B-Zellmasse annehmen (Marroqui et al 2012).
Es konnte in vitro an humanen pankreatischen Inseln gezeigt werden, dass chronisch erhohte
Glucose- und Leptinkonzentrationen die Apoptose der [-Zellen induzieren und eine
Adaptation hemmen (Maedler et al 2008; Maedler et al 2004). Moglicherweise trifft dieser
Pathomechanismus insbesondere auf diesen Genotyp der mt-AtpS-Genvariante zu, so dass

auch in vivo dieser inhibitorische Einfluss des Leptins auf die B-Zellen besteht.

Durch Aktivierung von bereits genannten Kupp-Kandlen werden hypothalamische
Proopiomelanocortin Neuronen hyperpolarisiert, sodass sie weniger sensibel fiir Leptin sind,
was mit einer reaktiven Hyperleptindmie einhergeht (Plum et al 2006). In der Folge werden
weniger anorexigene Neuropeptide gebildet, so dass Energieaufnahme und das Kdrpergewicht
steigen. Da sich die vermehrte Nahrungsaufnahme (weitere Aufnahme von Glucose und
Lipiden) auf die Insulinhomdoostase auswirkt, entwickelt sich konsekutiv eine Insulinresistenz.
Dieser Mechanismus wird als Ursache fiir eine simultane Leptin- und Insulinresistenz bei

FVB

Ubergewicht angenommen (Oswal and Yeo 2010). Fiir die B6-mt" *° Maus wurde bereits

gezeigt, dass die mr-Atp8-Genvariante friihzeitiger als bei den B6-mt™*® Miusen eine

Insulinresistenz entstehen lasst (Weiss et al 2012). Die in der vorliegenden Arbeit detektierten

FVB

erhohten Leptinkonzentrationen der B6-mt Tiere lassen, gerade in Beachtung der

gleichsam erhohten Insulinspiegel, den geschilderten Pathomechanismus von Plum vermuten.

FVB

Allerdings war bei den B6-mt "~ Tieren die Nahrungsaufnahme nicht erhoht (H. Weiss, nicht
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veroffentlichte Daten). Das kann darauf hindeuten, dass in dem beobachteten Zeitraum nur
eine Abnahme der zentralen Leptinsensitivitdt, aber noch keine Leptinresistenz bestand.
Gleichzeitig erkldrt der Mechanismus die bei den B6-mt“*® Tieren funktionierende
Adaptation und Kompensation des metabolischen Stresses durch Aufrechterhalten
physiologischer Regelkreise.

Eine wichtige Verbindung gibt es zwischen Leptin und dem bereits mehrfach genannten
UCP2. Das Adipokin hemmt die Glucose-induzierte Expression des UCP2. Dadurch wird die
Atmungskette weniger durch die UCP2 entkoppelt und kann mehr ATP generieren. Es
resultieren hohere ATP/ADP-Level unter HFD (Brown et al 2002), um den
Energiemetabolismus zu regulieren (durch Triggern der Insulinsekretion). In der Leber der
B6-mt"® Tiere ist jedoch unter HFD die UCP2-Expression erhoht (F. Koch, nicht
veroffentlichte Daten), was gegen diesen Mechanismus sprechen wiirde. Vermutlich ist dieser

FVB

Schutzmechanismus der Leptin-induzierten UCP2-Hemmung bei den B6-mt™ "~ Méusen auch

im Pankreas nicht suffizient genug, da neben hoheren Leptinkonzentrationen unter HFD die

AKR

Insulinspiegel nach sechs Monaten gegeniiber den B6-mt Tieren niedriger waren. Das

konnte auf einen verminderten ATP-Status deuten, der nicht durch eine UCP2-Hemmung
FVB

kompensiert werden kann. Wahrscheinlich liegt auch das an einer bei den B6-mt™ "~ Tieren
verminderten Leptinsensitivitit der B-Zellen.
Bei der geschlechtsspezifischen Analyse fiel dabei auf, dass weibliche B6-mt"™® Miuse

hohere Leptinspiegel als die minnlichen hatten. Dass das weibliche Geschlecht zu erhohter
Leptinproduktion neigt, konnte bereits beim Menschen gezeigt werden und wird zum Teil auf
die Leptinproduktion in den Ovarien zuriickgefiihrt (Kiess et al 2008). Das wiirde implizieren,
dass bei weiblichen Individuen auch bei geringerer Fettmasse vergleichbar hohe
Leptinkonzentrationen gebildet werden wie bei ménnlichen. In der vorliegenden Studie
zeigten die weiblichen Méiuse ein tendenziell geringeres Korpergewicht. Es ist also
anzunehmen, dass entweder das Leptin der Ovarien fiir die erhohten Leptinspiegel der
Weibchen verantwortlich ist oder die bei Weibchen hohere Fettmasse bei gleichem
Korpergewicht.

Die Mutation im mt-AtpS-Gen fiihrte unter HFD zu hoheren Leptinspiegeln. Vermutlich neigt
die mt-AtpS-Genvariante zu einer stirkeren Leptinproduktion, die jedoch den Schutz vor
vermehrter Nahrungsaufnahme und damit zusitzlicher metabolischer Belastung nicht lange

funktionierend aufrecht erhalten kann.
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4.5 Auswirkungen der Genvariante des mt-Atp8-Gens auf die
Lipidakkumulation in der Leber und Ausbildung einer Steatosis hepatis

Der Einfluss einer metabolischen Belastung durch HFD und CD auf die Lipidakkumulation
der Leber wurde fiir die conplastischen Mausstimme B6-mt" "> und B6-mt**® untersucht. Es

FVB

konnte festgestellt werden, dass der Stamm B6-mt™ "~ mit der mitochondrialen Mutation keine

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Diiten zeigte, wogegen der Stamm B6-mt**}

FVB .
Tiere

unter HFD mehr TG in der Leber speicherte. Unter beiden Diédten hatten die B6-mt
signifikant hohere intrahepatische Lipidspiegel als die B6-mt*** Tiere. Auffallend war, dass

die ménnlichen Tiere eine starkere Lipidakkumulation in der Leber zeigten als die weiblichen.

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Frage, welche pathobiochemische Verbindung zwischen der
Didt und der Mutation sowie der Entwicklung einer Steatosis hepatis besteht. Es wurde
geschaut, welchen Einfluss das Geschlecht auf die intrahepatische Lipidspeicherung nimmt.
Durch HFD kommt es aufgrund der Lipidoxidation zu einer verstirkten Bildung von ROS mit
zusitzlicher Lipidtoxizitit, was zu einer Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion fiihrt.
Der Einfluss zeigt sich in einem verminderten Lipid- und Glucosemetabolismus mit Abnahme
der hepatischen Insulinsensitivitit. Diese Beeintrichtigung wird als wesentlicher
Ausgangspunkt fiir die Ausbildung einer Fettleber angesehen (Chavin et al 1999).

Ecclestons Arbeitsgruppe konnte fiir ménnliche B6-Miuse zeigen, dass sich die
Lipidakkumulation in der Leber nach einer Fiitterungsdauer von vier Monaten zeigt
(Eccleston et al 2011). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die gesteigerte Akkumulation
von Triglyceriden in der Leber unter HFD in beiden Stimmen bereits nach 3 Monaten. Die
Arbeitsgruppe um Eccleston konnte fiir die hepatische Lipidspeicherung ein Defizit der
Hydroxymethlyglutaryl-CoA-Synthase 2 und des Elektronen-transferrierenden-Flavoproteins
o nachweisen. Hierdurch wird u.a. die B-Oxidation gestort und die Kopplung an die oxydative
Phosphorylierung herabgesetzt, was in einer Akkumulation von Triglyceriden in der Leber
resultiert. Entsteht die Steatosis hepatis durch Ubergewicht infolge metabolischen Stresses,
so wird hierdurch folglich die ATP-Synthese-Leistung in der Leber vermindert.
Pathobiochemisch liegt dieser verminderten ATP-Synthese-Leistung eine gesteigerte ROS-
Produktion der Atmungskettenkomplexe der Mitochondrien mit Bildung von Lipidperoxiden
zugrunde. Die Lipidperoxide fiihren zu einer zusidtzlichen Schiddigung der mtDNA,
inaktivieren die Cytochrom-c-Oxidase IV (COX IV) der Atmungskette und initiieren eine
Apoptose (Morris et al 2011). In der Folge ist der oxidative Abbau der Fettsduren
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FVB Maus bereits unter

herabgesetzt und es steigen die Triglyceride der Leber. Da die B6-mt
geringem metabolischem Stress (unter CD) vermehrt ROS produziert (Weiss et al 2012),
konnte der genannte Mechanismus die bereits unter CD in diesem Stamm signifikant
vermehrt gespeicherten Lipide erkldren.

Die Arbeitsgruppe um Eccleston fand ferner heraus, dass durch HFD 4 Proteine, die an der
Oxydativen Phosphorylierung beteiligt sind, verdndert werden. Das fiihrt zu einer
verminderten ATP-Produktion bei einem gleichzeitigen Anstieg der ROS-Produktion
(Eccleston et al 2011). Die mitochondriale Fettsdureoxidation, welche NADH + H' und
FADH, als Reduktionsidquivalente fiir die Atmungskette produziert, erfordert eine
Aktivitatssteigerung der Atmungskette (Begriche et al 2011; Fromenty and Pessayre 1995).
Die durch die Fettsdureoxidation erhohte Anforderung an die Atmungskettenaktivitét fiihrt,
wie bereits beschrieben, zu einer gesteigerten ROS-Produktion und Schdden der mtDNA.
Eine durch eine Dysfunktion der Mitochondrien gesteigerte Produktion von ROS kann nicht
suffizient, z.B. durch die Mangan-Superoxiddismutase zu H,O, und weiter durch die
Glutathion-Peroxidase und Glutathion zu H,0, reduziert werden (Begriche et al 2006;
Begriche et al 2011). ROS beeinflussen die ATP-Synthese negativ. Eine zusitzliche mtDNA-
Schiadigung durch Beeinflussung der OXPHOS-Komplexe, wie Eccleston et al. beschrieben,
wiirde den negativen Einfluss der ROS auf die Atmungskettenaktivitit steigern, was zu einer
vermehrten Bildung von Lipidperoxiden und damit zu einer erhdhten Lipidspeicherung der
Leber fiihren kann. Das wiirde die bei dem mutierten Genotyp detektierte, friihzeitiger und
intensiver ausgeprigte Steatosis hepatis im Vergleich zum B6-mt**® Stamm erkliren.

Auffillig war, dass bei den B6-mt""®

Tieren zu beiden Messzeitpunkten die Lipidspeicherung
der Leber didtunabhingiger als bei den B6-mt™*® erfolgte und diese auch signifikant mehr
Lipide in die Leber einlagerten. Die untersuchte Genvariante des mit-AtpS8-Gens der
Fo-Untereinheit der ATP-Synthase scheint hierbei ein Funktionsdefizit der ATP-Synthase zu
bedingen (Weiss et al 2012; Yu et al 2009a; Yu et al 2009b), was die intrahepatische
Stoffwechsellage beeinflusst. Dadurch wird die Insulin-abhéngige Glucoseaufnahme gestort

(Summers et al 1998), was zu einer hepatischen Insulinresistenz fiihrt (Asrih and Jornayvaz

2013; Jornayvaz et al 2011; Jornayvaz et al 2010).

Normalerweise fiihrt Insulin in Verbindung mit Glucose iiber die vermehrte Bildung von
Malonyl-CoA zu einer Hemmung der [-Oxidation freier Fettsduren und somit zur
Aktivierung der de novo Lipogenese (Boden et al 2005; Ruderman et al 1999). Die gesteigerte
ROS-Synthese fiihrt jedoch, in Verbindung mit intrazelluldren Triglyceriden und
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Lipidintermediate wie Diacylglycerol und Ceramide, zu einer Hemmung des
Insulinsignalwegs. Die Abnahme der Insulinsensitivitit bedingt eine gesteigerte Lipolyse und
damit einen Anstieg nicht-veresterter Fettsduren, obwohl bei einer Insulinresistenz-
assoziierten Hyperinsulindmie die hepatische de novo Lipogenese gesteigert ist (Begriche et
al 2013). Dieses Phinomen wird als ,selektive Insulinresistenz® bezeichnet (Brown and
Goldstein 2008). Dabei sind die Insulinwirkungen auf den Glucosemetabolismus gestort
(keine Hemmung der Gluconeogenese), wogegen die auf den Lipidmetabolismus erhalten
bleiben (Lipogenese, Bildung von TG aus Glucose), sodass eine Co-Existenz aus
Hyperglykédmie und Dyslipiddmie entsteht (Nakamura and Terauchi 2013). Die in beiden
Mausstaimmen gesteigerten hepatischen Lipidkonzentrationen unter HFD lassen in
Verbindung mit den entsprechend erhohten Insulinspiegeln den genannten Mechanismus

vermuten. Fiir die B6-mt'¥2

Maus bedeutet das, dass die kompensatorische Hyperinsulindmie
mit einer deutlichen Dyslipiddmie in Form einer gesteigerten Lipidakkumulation einhergeht.
Beides stellte sich in den vorliegenden Untersuchungen korrelierend heraus.

Um eine frithzeitige Abnahme der hepatischen Insulinsensitivitit aufgrund einer HFD zu
vermindern, gibt es fiir die Leber schiitzende Mechanismen. Das Leptin fiihrt physiologisch
zu einer verminderten Lipidakkumulation in der Leber, sodass bei HFD der Lipidgehalt der
Leber weniger steigt als in Adipozyten (Chitturi et al 2002), und erhoht die hepatische

Insulinsensitivitit. Da die B6-mt''2

Maus unter HFD keine stirker ausgeprigte Steatosis
hepatis gegeniiber der CD zeigte, lésst sich ein schiitzender Einfluss durch die bei diesem
Stamm erhdhten Leptinspiegeln vermuten. Dass sich zwischen beiden Messzeitpunkten keine
Unterschiede der Mengen intrahepatischer Lipide zeigten, unterstiitzt auch die Ergebnisse von
Chitturi et al., dass die Leptinmege mit dem Ausmall der Leberlipide korreliert. Allerdings

"B Maus generell hohere Triglyceridgehalte der Leber als der B6-mt"™*®

zeigte die B6-mt
Stamm. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass der schiitzende Einfluss vor einer Steatosis
durch Leptin im Stamm mit dem mutierten m¢-A¢tp8-Gen frithzeitiger gestort wird.

Die Arbeitsgruppe um Chavin untersuchte als weiteren Schutzmechanismus an isolierten
Lebermitochondrien von ob/ob-Miusen den Einfluss des ,uncoupling protein 2 (UCP2) auf
die Mitochondrienfunktion. Eine chronische HFD fiihrt wahrscheinlich kompensatorisch zu
einem Anstieg der UCP2 mRNA- und Proteinexpression (Chavin et al 1999) und stellt einen
Schutzmechanismus dar, durch den der Anteil intrahepatischer Lipide gesenkt werden kann.
In der vorliegenden Arbeit wurde das UCP2 nicht untersucht, jedoch koénnte dieser

Mechanismus ebenfalls eine Rolle gespielt und zu den vorliegenden Ergebnissen gefiihrt

haben. Fiir die B6-mt""”® Maus konnte gezeigt werden, dass bei diesem Genotyp unter HFD
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ein stirkerer Anstieg des UCP2-Genexpression im Vergleich zum B6-mt**® Stamm messbar

ist (F. Koch, unverdffentlichte Daten).

Die vorliegende Arbeit gibt einen Hinweis darauf, dass die Genvariante des m#-Atp8-Gens wie
bei den B6-mt"® Miusen eine Beeintrichtigung der Atmungskette bedingt. Diese
Beeintrachtigung konnte erkldren, dass in diesem Genotyp die physiologischen Regelkreise
gestort sind und bereits unter normokalorischen Konditionen pathologische Prozesse, wie die
hepatische Lipideinlagerung, ablaufen. Das ldsst sich aus den genannten Ergebnissen ableiten.
Unter normokalorischen Bedingungen fiihrt die mitochondriale Mutation zu einem Nachteil
im Stoffwechsel von Nahrungslipiden, da bereits hier die hepatische Lipidakkumulation
signifikant gesteigert ist. Unter hochkalorischen Bedingungen verschafft die Mutation
hingegen einen gewissen adaptiven Vorteil, da sich das gesteigerte Néhrstoffangebot nicht
exzessiv auf die Lipidspeicherung der Leber auswirkt. Identisch verhielt es sich auch bei der
Betrachtung Lipidakkumulation im Verlauf der Lebenszeit. Die bereits nach drei Monaten
Didtdauer signifikant vermehrt gespeicherten intrahepatischen Lipide wurden nach sechs

Monaten unter der jeweiligen Didt nicht zusétzlich gesteigert.

4.6 Himatologische Adaptation der B6-mt""® und B6-mt*** Maus

Die hdmatologische Untersuchung des Blutes beider Mausstamme ergab im Hinblick auf die
Zellassemblierung folgende Ergebnisse. Bei den Erythrozyten zeigte der Kontrollstamm keine
didtabhingigen Unterschiede, wogegen der B6-mt" > Stamm unter HFD weniger Zellen zur
Verfiigung hatte als unter CD. Bei beiden Stimmen sank die Zellzahl zwischen drei und sechs

Monaten.

Erythrozyten

Es ist bekannt, dass Erythrozyten mehr als andere Zellen oxydativen Stress kompensieren
miissen. Als Ursache hierfiir werden das Hamoglobineisen und der transportierte Sauerstoff
gesehen, wodurch H,O, und Lipidperoxide spontan entstehen koénnen (Johnson et al 2005;
Lee et al 2003). Als Schutz vor diesen Peroxiden besitzen Erythrozyten u.a. das Enzym
Peroxidoxin (Syn.: Peroxidoredoxin), was diese Radikale neutralisiert (Rabilloud et al 1995).
Gerade in frither Differenzierungsphase, auf Ebene der erythrozytiren Vorstufen, liegt eine

erhohte Menge dieses Enzyms vor, da hier aufgrund der Differenzierungsvorginge besonders
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hohe Mengen an Peroxiden anfallen (Rabilloud et al 1995). Unter normalen Bedingungen,
also ohne Exposition weiterer ROS, sind Erythrozyten vor Schiden durch Peroxide durch
eigene Enzymsysteme geschiitzt (Valentine and Paglia 1990; Valentine and Paglia 1991).
Eine Exposition von ROS fiihrt zur Bildung von Peroxiden in Erythrozyten und verkiirzt die
Lebensspanne der Zellen, es entsteht eine Andmie (Lee et al 2003; Wang et al 2010). Dieser
dekompensierende Schutzmechanismus unter dem Einfluss von vermehrten ROS konnte die
bei den B6-mt""" Tieren detektierte geringere Anzahl der Erythrozyten unter der HFD
erkldren. Wie bereits mehrfach erwihnt, fiihrt eine HFD zur vermehrten Bildung von ROS
und dieser Mausstamm konditioniert fiir eine verstarkte ROS-Bildung (Weiss et al 2012). Die
somit gesteigerte Exposition von Peroxiden konnte womdglich nicht ausreichend neutralisiert
werden, sodass frithzeitiger Zellschdden anfallen und der Zelltod eintreten wiirden (Lee et al
2003). Dass der Stamm B6-mt**® keine Diitabhingigkeit zeigte, ldsst vermuten, dass bei
diesem Stamm die protektiv wirkenden Enzyme, wie das Peroxidoxin, auch unter einer HFD
noch hinreichend wirken. In der vorliegenden Studie wurden die Erythrozyten nach drei und
sechs Monaten bestimmt. Moglicherweise zeigt der Kontrollstamm nach einer lidngeren
Lebenszeit ein #hnliches Absinken der Erythrozytenzahl unter HFD wie der B6-mt"*>

Stamm.

Leukozyten

FVB Tiere nach sechs

Bei den Leukozyten zeigte sich, dass unter beiden Didten die B6-mt
Monaten eine geringere Zellzahl hatten als die B6-mt"*® Tiere. Unter HFD synthetisierten die

B6-mt" *® Tiere mehr Leukozyten als unter CD.

Eine HFD ist assoziiert mit einer gering-gradigen Inflammation, die zu einer Ausschiittung
von Adipokinen, Leptin und proinflammatorischen Zytokinen ins Blut fithrt (Hotamisligil et
al 1993; Trottier et al 2012). Dadurch kommt es zu einer Rekrutierung von Leukozyten aus
dem Blut in Gewebe wie Adipozyten oder der Leber (Pettersson et al 2011). Im Ergebnis
kann es zu einem Absinken der Leukozytenzahl im Blut kommen und neue Zellen miissen aus
pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks neu gebildet werden (Trottier et al 2012). Ein
u.a. in der antiinflammatorischen Wirkung der Leukozyten anfallendes Produkt sind ROS
(Mohanty et al 2000). Hohe Glucoselevel oder Lipide, wie sie in einer HFD vorliegen, fithren
zu einer Zunahme der ROS-Produktion in Leukozyten, wodurch diese Zellen auch sich selbst

AKR -
KR Tieren

schaden (Mohanty et al 2000). Dieser Pathomechanismus kénnte die bei den B6-mt
detektierten geringeren Leukozytenzahlen unter HFD gegeniiber der CD erkldren. Die an die

Leukozyten gerichtete hohere Anforderung konnte mit einer Steigerung der ROS-Synthese
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und damit einer Zellschidigung einhergehen. Da sich hingegen bei den B6-mt"'® Tieren
gegenteiliges zeigte, obwohl dieser Stamm fiir eine hohere ROS-Synthese als der
Kontrollstamm konditioniert, miisste ein protektiver Faktor unter HFD in diesem Stamm
vorliegen. Ein moglicher Erkldrungsansatz wiirde in der Hohe des Insulinspiegels liegen. Es
konnte gezeigt werden, dass erhohte Insulinspiegel die ROS-Synthese der Leukozyten und
damit derer Zelltoxizitit senken (Dandona et al 2001; Mohanty et al 2000). Da die B6-mt" ">
Maus unter HFD eine Hyperinsulindmie entwickelte, konnte diese Hyperinsulindmie zu einer
verminderten ROS-Produktion der Leukozyten geflihrt und damit das Zelliiberleben gesichert
haben. Die Insulin-Hypothese wiirde auch die bei diesem Mausstamm unter CD niedrigeren
Leukozytenzahlen unterstiitzen, da unter CD ein nur sehr geringer Insulinspiegel gemessen

wurde.
Im Folgenden soll auf einzelne Subpopulationen der Leukozyten eingegangen werden.

Neutrophile infiltrieren als erstes das Fettgewebe oder die Leber wihrend einer Inflammation
und je stirker die Inflammation, desto mehr Neutrophile werden aus den Blutgefdflen in die
Gewebe rekrutiert (Talukdar et al 2012). lhre Synthese im Knochenmark wird von
verschiedenen Zytokinen und Induktoren, wie dem ,Granulocyte colonie stimulating factor®
reguliert (Borregaard 2010). Da die Ausschiittung dieses Faktors insbesondere durch
verschiedene Zytokine nach Apoptose von Neutrophilen induziert wird, ergibt sich daraus,
dass bei hoher Zellzahl in Geweben, dieser Faktor supprimiert wird (Borregaard 2010).
Dadurch sinkt die Neusyntheserate aus Stammzellen und die Neutrophilenzahl im Blut sinkt.
Dieser Pathomechanismus unterstiitzt die in der vorliegenden Arbeit gemessenen

Neutrophilenzahlen unter HFD gegeniiber der CD. Bei den B6-mt™"®

Tieren konnte aufgrund
der gesteigerten ROS-Synthese und friithzeitigeren Abnahme der peripheren Insulinsensitivitdt
unter HFD eine stirker ausgepréigte Inflammation vorliegen. Diese wiirde nach Talukdar et al.
zu einer stiarkeren Rekrutierung der Neutrophilen ins Gewebe und wie beschrieben zum
Absinken der Zellzahl im Blut fiihren. Da es eine kontinuierliche Syntheserate der
Neutrophilen gibt, die Rekrutierung ins Gewebe dagegen vom Ausmaf3 der Inflammation
abhingt (Borregaard 2010; Talukdar et al 2012), kénnte das auch die bei den B6-mt""® Tieren
unter CD hoheren Zellzahlen erklaren. Womdglich liegt hier eine geringere Inflammation vor,
so dass die Zahl der rekrutierten Neutrophilen durch die Neusynthese kompensiert und so kein
FVB

Absinken der Neutrophilen im Blut gemessen werden kann. Da es zwischen den B6-mt

Tieren unter CD und den B6-mt**® Tieren unter HFD keine Unterschiede der
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Neutrophilenzahl gab, wire ein dhnlicher Inflammationsstatus bei diesen beiden Gruppen zu

vermuten.

Neutrophile Granulozyten sezernieren Mediatoren, um andere Immunzellen wie Monozyten
zu rekrutieren (Talukdar et al 2012). Gleichzeitig sind die Zytokine und Adipokine des
Fettgewebes selbst Aktivatoren der Monozyten und rekrutieren diese Zellen (Elgazar-Carmon
et al 2008). Eine stirkere Inflammation wiirde folglich auch mit einer verstirkten
Gewebeinfiltration von Monozyten einhergehen und die Zellzahl im Blut senken (Trottier et
al 2012). Es konnte gezeigt werden, dass eine Hypercholesterindmie die Differenzierung der
Monozyten stimuliert und die Zellzahl im Blut hebt (Soehnlein et al 2013). Diese Annahme
unterstiitzt die in der vorliegenden Arbeit gemessenen hoheren Monozytenzahlen unter HFD
gegeniiber CD. Beide Stamme entwickelten eine Hypercholesterindmie nach sechs Monaten.
Diese Hypercholesterindmie konnte zu einer gesteigerten Differenzierungsrate der Monozyten
geflihrt haben. Da womoglich gleichzeitig unter HFD ein hoherer Inflammationsstatus vorlag,
sind Monozyten in die Gewebe rekrutiert worden, sodass simultan Zellen aus dem Blut ins

Gewebe iibergingen. Dass die B6-mt"" "

Maus nach drei Monaten eine héhere Monozytenzahl
als der Kontrollstamm hatte, ldsst sich eine bei diesem Mausstamm frither beginnende
Inflammation und Differenzierungsrate der Monozyten vermuten. Diese Annahme wird durch
die von Soehnlein et al. beschriebenen Ergebnisse unterstiitzt. Hier fithrten iiber monozytére

Rezeptoren durch HFD induzierte Mediatoren zu einer Zunahme der Monozyten im Blut.

Lymphozyten werden u.a. durch Leptin stimuliert, d.h. erh6hte Leptinspiegel fiihren zu einem
Anstieg der Lymphozytenzahl im Blut (Claycombe et al 2008; Fantuzzi and Faggioni 2000).
Eine Leptinresistenz bzw. eine Abnahme der Leptinsensitivitdt kann die Lymphozytenzahl
senken (Palmer et al 2006). Dadurch wiirden sich die in der vorliegenden Arbeit detektierten
Lymphozytenzahlen erkldren lassen. Da unter HFD erhohte Leptinwerte gemessen wurden,
konnten diese bei den B6-mt"™® Tieren zu der im Vergleich zur CD hoheren
Lymphozytenzahl gefiihrt haben. Dass der Stamm B6-mt" ® geringere Lymphozytenzahlen
nach sechs Monaten hatte als der Kontrollstamm, konnte auf eine bei diesem Stamm

beginnende Abnahme der Leptinsensitivitit deuten.

Bei den Eosinophilen zeigten sich zwischen beiden Stimmen keine signifikanten
Unterschiede. Es kam lediglich zu einer signifikanten Zunahme der Zellzahl von drei auf

sechs Monate.
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Im Hinblick auf die Zahlen aller Blutzellen und die Interpretation muss bedacht werden, dass
die Messungen jeweils nur zu zwei Zeitpunkten (drei und sechs Monate) erfolgte. Die
Schwankungen und Unterschiede zwischen den Staimmen und Didten lagen jeweils im
Referenzbereich der jeweiligen Zelltypen. Moglicherweise wiirden bei einer ldngeren
Studiendauer die Ergebnisse variieren und auch Zellzahlen auBlerhalb des Referenzbereiches

miteinschliefen.
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4.7 Ausblick

Es ist bekannt, dass sich unter einer HFD Kompensationsmechanismen ausbilden, welche die
Entwicklung eines metabolischen Syndroms beeinflussen. Generell fordert eine HFD die
Entstehung eines ,Metabolischen Syndroms® mit Entwicklung von Dyslipiddmien, Steatosis
hepatis, Hypertonie, Arteriosklerose und T2DM.

In dieser Arbeit wurde ein Mausmodell vorgestellt, das es ermdglicht, den Einfluss einer
definierten mitochondrialen Mutation in dem ATP-bildenden OXPHOS Komplex V auf
zelluldrer und metabolischer Ebene zu untersuchen. Die verwendeten B6 Mausstimme FVB
und AKR unterscheiden sich nur im m#-A¢tp8-Gen, sodass es moglich war, differenziert den
Einfluss mitochondrialer Genvariationen zu eruieren.

Da das mt-AtpS8-Gen negative Auswirkungen auf die Aktivitdt mitochondrialer ATP-Synthase
(Komplex V der Atmungskette) somatischer Zellen besitzt, besteht die Maoglichkeit,
verschiedene Adaptationsprozesse im Metabolismus zu untersuchen. Neben der Adaptation
der B-Zellmasse und Insulinkonzentration auf eine metabolische Belastung (HFD), kann der
Lipidmetabolismus in Hinblick auf Dyslipiddmien und einer Steatosis hepatis betrachtet
werden.

Die vorliegende Studie hat 2 wichtige Erkenntnisse iiber die Effekte mitochondrialer

Mutationen auf den Glucose- und Lipidmetabolismus ergeben:

1. Die AtpS8-Mutationen sind stark gewebespezifisch in ihrer Auswirkung auf die
zelluldren Funktionen. Wahrend im endokrinen Pankreas die Insulinsekretionsstérung
durch eine Zunahme der B-Zellmasse kompensiert wird, steht in der Leber die
Fetteinlagerung und Progredienz der Steatose im Vordergrund. Diese Lebersteatose ist
primir nicht durch einen erhohten Inflammationsstatus des (viszeralen) Fettgewebes

bedingt, der bei beiden conplastischen Mausstammen vergleichbar ist.

2. Die mitochondrial-induzierten Verdnderungen sind insbesondere in der frithen
Lebensphase zu beobachten. Dies bedeutet eine Vermeidung von metabolischen
Stresssituationen und Adipositas im Kindes- und Jugendalter bzw. eine detaillierte

Untersuchung adipdser Jugendlicher auf mitochondriale Mutationen.

Aus der Kenntnis dieser mitochondrialen Pathomechanismen lassen sich Therapiekonzepte
ableiten, die einen positiven Einfluss auf zellulirer und mitochondrialer Funktion

insbesondere der Leber nehmen. Dies bedeutet konkret, dass Lebensstil-Intervention bereits
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konsequent im Kindes- und Jugendalter vorgenommen werden miissen, da sich zu dieser Zeit
bereits signifikante Auswirkungen des metabolischen Stresses in Form einer Lebersteatose
zeigen. Diese Verdnderungen verlaufen in einem frithen Stadium klinisch still (im Sinne von
symptomarm), kdnnen jedoch sukzessive mit steigenden Lebensalter durch die Signalfunktion
der Leber fiir die Entwicklung eines metabolischen Syndroms zu vaskuldren Spétschiden
fithren, die das Lebensalter negativ beeinflussen konnen. Daher sollte schon in jungem Alter
eine angemessene Balance aus korperlicher Aktivitdit und Erndhrung (verminderte

Energiedichte und Lipidreduktion) hergestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Chronische metabolische Belastungen durch hyperkalorische Erndhrung fiihren zu dem
Symptomkomplex des metabolischen Syndroms. Im Rahmen des Adipositas kommt es zur
Ausbildung einer Insulinresistenz mit konsekutivem T2DM, Dyslipiddmien, einer Steatosis
hepatis und durch GefédBbeteiligung zur Atherosklerose mit Hypertonie. Bei der Entstehung
des metabolischen Syndroms trégt ein gestorter mitochondrialer Energiemetabolismus in der
Leber zur Ausbildung einer Steatose und ROS Generierung bei. Die Rolle von
mitochondrialen DNA-Mutationen in der Pathogenese des metabolischen Syndroms und der
Lebersteatose wurde bislang nicht im Detail charakterisiert. Es war das Ziel der vorliegenden
in-vivo Studie, anhand eines conplastischen B6-FVB Mausmodells den mitochondrialen
Einfluss des Atp8-Gens, das fiir eine Untereinheit der ATP-Synthase kodiert, auf den
Glucose- und Lipidstoffwechsel und hepatische Adaptationsmechanismen zu untersuchen.

FVB . . AKR
VB Maus unterscheiden sich vom B6-mt Genom

Tiere mit dem Genom der B6-mt
lediglich im mitochondrialen (m¢)-Atp8-Gen. Die ATP-8 Untereinheit vermittelt die korrekte
Assemblierung des ATP-Synthasekomplexes. Zur Simulation einer metabolischen
Stressbelastung erhielten die Tiere der B6-mt""® und B6-mt"**® Kohorten iiber einen Zeitraum
von sechs Monaten eine Hochfettdidt (60 % des Energiegehalts) im Vergleich zu einer
Standard-Kontrolldidt (10% Fett). Als Schliisselparameter fiir die metabolischen Effekte
wurden die Gewichtsverldufe, Blutglucose, Seruminsulin- und Serumleptinkonzentrationen,
Plasmatriglyceride und Plasmacholesterin dokumentiert. Daneben wurde die B-Zellmasse in
Pankreasschnitten histologisch quantifiziert, sowie der intrahepatische Lipidgehalt. Die

systemischen zelluldren Entziindungsparameter wurden anhand von Differenzialblutbildern

dokumentiert.

FVB AKR

Die fettreiche Didt fiihrte sowohl bei den B6-mt als auch B6-mt Tieren zu einer

signifikant hoheren Gewichtszunahme im Vergleich zur Kontrolldiat mit niedrigerer
Energiedichte. Dabei war das Ausmall der Gewichtszunahme zwischen den beiden

conplastischen Stimmen vergleichbar. B6-mt™" "

Tiere zeigten unter fettreicher Didt hohere
Blutglucosespiegel als der B6-mt**® Kontrollstamm mit pridiabetischen Glucosewerten
(7,8 mmol/l — 9,0 mmol/l). In B6-mt""® Tieren konnten in den ersten 3 Monaten der
fettreichen Didt signifikant hohere Seruminsulinspiegel nachgewiesen werden, die in den
Monaten 4 — 6 jedoch gegeniiber den B6-mt“*® Tieren im Rahmen einer PB-Zell-

FVB

Dekompensation abnahmen. Diese fehlende Kompensationsfahigkeit der B6-mt" "~ Tiere an

eine persistente Hochfettdidt zeigte sich auch bei der p-Zellmasse. Wiéhrend der

93



5 Zusammenfassung

Kontrollstamm an den gesteigerten Insulinbedarf unter Hochfettdidt mit einer Verdreifachung

VB Tieren signifikant

der B-Zellmasse reagierte, fiel die Steigerung der f-Zellmasse in B6-mt
geringer aus. Mit Zunahme der Korpermasse und des viszeralen Fettgewebes produzierten
beide Genotypen unter Hochfettdidt signifikant mehr Leptin als unter Kontrolldidt. Dabei

FVB

konnten bei den B6-mt™ "~ Mausen hohere Leptinspiegel als im Kontrollstamm nachgewiesen

FVB Tiere in den ersten 3 Monaten der Hochfettdiit

werden. Im Blutlipidprofil zeigten B6-mt
geringere Mengen an Plasmacholesterin bei signifikant hoheren Triglyceridkonzentrationen
im Vergleich zu den B6-mt**® Tieren. Diese hoheren Plasmalipide der B6-mt™"® Tiere
normalisierten sich im Verlauf der Monate 4 - 6. Interessanterweise konnte bei B6-mt" "
Tieren bereits unter Kontrolldidt ein signifikant hoherer Lipidgehalt in der Leber
nachgewiesen werden. Auf der der Basis dieser Fetteinlagerung fiihrte eine Hochfettdidt nicht

FVB Tieren aufgrund mitochondrial-

zur Entwicklung einer Steatosis hepatis bei den B6-mt
induzierter Adaptationsmechanismen. In einem Geschlechtsdimorphismus zeigten ménnliche
Tiere hohere Cholesterinspiegel und intrahepatische Lipide bei  geringeren
Plasmatriglyceriden. In den Differentialblutbildern fiihrte die Hochfettdidt nicht zu
Verdnderungen, die auf einen erhdhten systemischen Inflammationsstatus schliefen lassen.
Die mt-AtpS-Mutation filihrte zu einer frithzeitigeren und signifikanten Verschlechterung der
Stoffwechsellage, insbesondere unter metabolischer Belastung in der initialen Phase der
Hochfettdidt. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit einer gesteigerten Bildung Reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die fiir die m#-Atp8-Genmutation in zahlreichen Geweben
nachgewiesen werden konnte. ROS konnen die mtDNA schddigen und durch eine
nachgewiesene Abnahme der zelluldiren ATP Produktion die mitochondriale Funktion
beeintrdchtigen. In den B-Zellen des Pankreas und der Leber kann eine metabolische
Belastung zu gravierenden Storungen des Glucosestoffwechsels fiihren. Dabei fiihrt die
mt-Atp8-Genmutation in der initialen Phase der Hochfettdiit, die bezogen auf die Situation
beim Menschen einer juvenilen Adipositas entspricht, zu einer erhdhten Suszeptibilitét
gegeniiber einer Fetteinlagerung in der Leber und erhohten Blutglucosespiegeln. Nach den
Differentialblutbildern sind diese Effekte durch mitochondriale Signalwege und nicht durch
systemische Inflammationsmechanismen bedingt. Auch wenn im weiteren Verlauf der
Hochfettdidt Adaptationsmechanismen die Lebersteatose und die B-Zellproliferation in der
Intensitdt begrenzen, konnen frithe Stressreaktionen bei vorliegenden mitochondrialen
DNA-Mutationen eine Dysfunktion von Schliisselorganen des Metabolismus begiinstigen und

hieriiber die Lebenszeit signifikant beeinflussen.
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Thesen

Thesen

1)

2)

3)

4)

5)

Das Metabolische Syndrom umfasst ein in westlichen Industrielindern héufig
auftretenden Symptomkomplex aus Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2,
Dyslipiddmien, Atherosklerose, Hypertonie und Steatosis hepatis. Die Insulinresistenz
sowie Insulinsekretionsstorung der B-Zellen des Pankreas gelten als wesentliche

pathogenetische Faktoren fiir das metabolische Syndrom.

In den B-Zellen des Pankreas und den insulinempfindlichen Geweben (Leber, Muskel,
Fettgewebe), spielt der mitochondriale Stoffwechsel eine zentrale Rolle in der

Signalgenerierung fiir Sekretionsprozesse und Speicherung von Néhrstoffen.

Fir die PB-Zellen des Pankreas ist ATP das Hauptsignal zur Auslésung der
nédhrstoffinduzierten Insulinsekretion. Dabei sind die Mitochondrien zentraler
Bildungsort des ATP, was sie beim Metabolismus der Glucose und Lipide generieren.
Mutationen der Atmungskettenkomplexe konnen daher Storungen der B-Zellfunktion
zur Folge haben. In der Promotionsarbeit wurden die Auswirkung einer ms-AtpS-
Genmutation im ATP-Synthasekomplex auf die B-Zellfunktion und Suszeptibilitdt
gegeniibber der Ausbildung metabolischer Stérungen im  conplastischen

Mausmodell der B6-mt" "2 Maus untersucht.

Mitochondrien verfiigen iiber ein eigenes Genom, welches unter anderem fiir insgesamt
13 Untereinheiten der Atmungskette, darunter das mt-AtpS-Gen, kodiert. Fiir eine
korrekte Assemblierung und Funktionsweise der ATP-Synthase ist das m#-Atp8-Gen
von essentieller Bedeutung. Dieses wurde im genutzten Modell iiber Riickkreuzung auf

den Maushintergrundstamm C57BL6 (B6) tibertragen.

Das mitochondriale Genom des Kontrollstamms B6-mt**® und des B6-mt"® Stamms
mit der Mutation unterscheidet sich durch einen Polymorphismus an nur einer Stelle im
mt-Atp8-Gen. Somit war eine genaue Untersuchung des Einflusses des
Polymorphismus mdglich. Dabei scheint die Mutation im m#-AtpS-Gen verantwortlich

fiir die erhohte Suszeptibilitdt gegeniiber metabolischer Stérungen zu sein.
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6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

Zur Untersuchung der Auswirkung der Mutation auf den Metabolismus und
Kompensationsfahigkeiten des Mausstammes wurde eine metabolische Belastung mit
einer hochkalorischen Diit durchgefiihrt. Dafiir erhielten die Tiere {iber einen Zeitraum
von sechs Monaten jeweils eine Hochfettdidt (60 % kcal aus Fett) oder eine

Kontrolldiét (10 % kcal aus Fett).

Die Afp8-Mutation fiihrte im Stamm B6-mt""®

zu einer schnellen Entwicklung einer
Hyperinsulindmie und Insulinresistenz. Der AKR Kontrollstamm konnte hingegen die
metabolische Belastung durch eine effektivere Steigerung der Insulinsekretion

kompensieren.

Unter Hochfettdiit iiber sechs Monate zeigten die B6-mt" ">

Tiere geringere Zunahmen
der B-Zellmasse im Vergleich zu den B6-mt™*® Tieren, die mit einer signifikanten

Zunahme der B-Zellmasse auf den gesteigerten Insulinbedarf reagierten.

Die mt-AtpS8-Gen-Mutation flihrte trotz geringerer Gewichtszunahme zu erhdhten
Leptinspiegeln im Serum, in Korrelation zu einer hoheren Fettmasse. Die
mitochondriale Mutation bewirkte somit eine gestorte adipo-insuldre Interaktion

zwischen Leptin und Insulin.

Tiere mit einer mt-AtpS-Gen-Mutation zeigten unter Hochfettdidt im Serum
niedrigere Cholesterinkonzentrationen, aber signifikant hohere Triglyceridkonzentra-
tionen als die B6-mt**® Tiere der Kontrollen. Mit fortschreitender Dauer der

Hochfettdidt konnte keine Eskalation der Dyslipiddmien beobachtet werden.

Die Mutation im mt-AtpS-Gen begiinstigt die Ausbildung einer Steatosis hepatis. Die
Priadisposition zur Fetteinlagerung war bereits unter einer normokalorischen

Kontrolldiit erkennbar.

Mainnliche Tiere beider Stamme lagerten signifikant mehr intrahepatische Lipide ein
als die weiblichen Tiere. Da intrahepatische Lipide in Zusammenhang mit der
hepatischen Insulinsensitivitéit stehen, fithrt der Geschlechtsdimorphismus vermutlich
bei den minnlichen Tieren zu einer schnelleren Entwicklung einer hepatischen

Insulinresistenz.
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13)

14)

15)

Hématologisch zeigten beide Stimme vergleichbare Immunzellpopulationen im
Differentialblutbild, die innerhalb des Referenzbereiches lagen. Das mt-AtpS8-Gen

fithrte unter Hochfettdiét nicht zu einer systemischen Inflammation.

Die Mutation eines einzelnen Gens der mtDNA hat somit einen deutlichen Einfluss auf
die Adaptation der B-Zellmasse und der Lebersteatose unter Adipositas. Hierbei ist die
Suszeptibilitdit im frilhen Lebensalter am hochsten. Die Suszeptibilitit fiir die

Lebersteatose scheint unabhingig von Inflammationsstatus des Fettgewebes zu sein.

Die Daten sprechen fiir eine besondere Beachtung von Lebersteatosen bei
mitochondrialen Mutationen im OXPHOS System unter den Bedingungen einer

Adipositas im Kindes- und Jugendalter.
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