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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubergewicht und Adipositas

Weltweit waren 2016 mehr als 1,9 Milliarden Erwachsene libergewichtig und davon mehr
als 650 Millionen adipds. Seit 1975 hat sich die Privalenz von Ubergewicht fast
verdreifacht, wobei sich dieser Trend auch in Zukunft fortsetzt, denn nach Schatzungen
wird 2030 mehr als die Halfte der Weltbevolkerung libergewichtig sein (1). Obwohl beides
vermeidbar wére, stellen Ubergewicht (Body-Mass-Index (BMI) von 25,0 — 29,9 kg / m?)
und Adipositas (BMI >30,0 kg / m?) (2) damit eine groRe Bedrohung fiir die globale

Gesundheit dar.

Ursdchlich fur die genannten Zahlen sind die sozio6konomischen und demografischen
Veranderungen, die neben der Pravalenz von Krankheiten und dem Lebensstil auch die
Erndhrung betreffen. Letztendlich sind, abgesehen von seltenen genetischen
Pradispositionen, Ernahrung und Bewegung ausschlaggebend fiir die Entstehung von

Ubergewicht.

Die Kombination aus der Aufnahme von zu viel kalorienreicher Nahrung und gleichzeitiger
physischer Inaktivitat fiihrt zu einem Ungleichgewicht zwischen aufgenommener und
aufgewendeter Energie. Folglich bleibt ein Energieliberschuss bestehen, der im Korper

hauptsachlich als Fett gespeichert wird.

Das hieraus resultierende Ubergewicht hat weitreichende gesundheitliche Folgen, denn es
ist ein Risikofaktor fur degenerative muskuloskelettale Verdanderungen, kardiovaskulare
Erkrankungen und Diabetes (2). So zeigen adipdse Patienten eine zwischen funf und 20

Jahren verkirzte Lebenserwartung (3).

Weitere Konsequenzen hiervon sind die betrachtlichen Kosten fir die Gesundheitssysteme
und volkswirtschaftlichen Schaden. In den USA stand beispielsweise bereits 2005 ein Anteil
von 20% aller Gesundheitsausgaben im Zusammenhang mit Adipositas (4). Neben den 65
bis 113 % hoheren direkten medizinischen Kosten adipdser Patienten durch vermehrte

Arztbesuche oder verschreibungspflichtige Medikamente (5), sind auch die indirekten
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Kosten aufgrund von Produktivitatsausfallen zu beachten. In Deutschland betrugen diese

2008 ca. 8,1 Milliarden Euro (6).

1.2 Die Energiehoméostase

Jeder Mensch stellt sich regelmaRig bewusst oder unbewusst die Fragen, ob man etwas
isst, wann man etwas isst, was man isst und wie viel man isst. Die Antworten hierauf und
die daraus resultierenden Entscheidungen werden dabei von unzdhligen Faktoren
beeinflusst und sind deshalb auch immer unterschiedlich. Folglich variiert auch die dem
Kérper in Form von Nahrung zugefiihrte Menge an chemischer Energie von Zeit zu Zeit
stark. Dennoch sollten sich Korpergewicht und Koérperfett ohne dauerhaften

Kalorienliberschuss relativ stabil verhalten (7).

Obwohl ein groRer psychischer Einfluss besteht (8), sind Hunger und Nahrungsaufnahme
eigentlich autonome Prozesse, denen die Energiehomdostase zugrunde liegt (9). Diese
reguliert das Verhdltnis von Energiezufuhr und Energieumsatz Uber lange Zeitrdume
hinweg. Wird dieses Gleichgewicht jedoch gestoért, kann eine dauerhaft positive
Energiebilanz auftreten. Die Giberschissige Energie wird dann in Form von Lipiden in den
Fettdepots des Kdrpers gespeichert und es kommt in der Folge zu Ubergewicht und

Adipositas (10).

1.3 Zentralnervose Regulation der Energiehomoostase

Jeder Organismus muss zu jeder Zeit seine Energiehomdostase aufrechterhalten. Dies
erfordert hoch komplexe Regulationsmechanismen, die durch das zentrale Nervensystem
(ZNS) koordiniert werden. Dabei nimmt der Hypothalamus eine besonders wichtige
Stellung ein, wobei zwei Kerngebiete herausragen: der Nucleus arcuatus (ARC) und der

Nucleus paraventricularis (PVN) (11).

Im ARC findet man zwei Neuronenpopulationen, welche gegensatzliche Funktionen
hinsichtlich der Nahrungsaufnahme haben. Beim ersten Typ handelt es sich um orexigene
Neurone, die Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Protein (AgRP) exprimieren. Der
zweite Typ sind anorexigene Neurone, die Proopiomelanocortin (POMC) und Cocaine and

Amphetamin-regulated Transcript (CART) exprimieren. Beide Zellpopulationen fungieren
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als Antagonisten. Wahrend die Aktivierung von POMC/CART Neuronen zur Reduktion der
Nahrungsaufnahme fiihrt, bewirkt die Aktivierung von NPY/AgRP Neuronen eine

Steigerung derselben (12).

Fir die Vermittlung dieser Effekte kommt es zur Rekrutierung des Melanocortinsystems.
So bilden ARC Neurone aus POMC das Melanozyten-stimulierende Hormon (a-MSH),
welches an den Melanocortin-3 und Melanocortin-4-Rezeptor (MC3/4-R) bindet (13) und
die Nahrungsaufnahme hemmt (14). Des Weiteren nimmt das Melanocortinsystem Einfluss
auf die Thermogenese und damit den Energieumsatz (15). AbschlieRend scheint auch das

nesfatinerge System eng mit dem Energiehaushalt verknipft zu sein.

Diese zentrale Steuerung der Nahrungsaufnahme wird gleichzeitig aber auch von
peripheren Hormonen wie u.a. Leptin und Ghrelin beeinflusst. Das vom Fettgewebe
produzierte Adipokin Leptin (16) zirkuliert im Plasma in Konzentrationen proportional zur
Menge des Fettgewebes (17) und gelangt lber die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn (18).
Dort hemmt es, durch die Beeinflussung der Aktivitdt von NPY/AgRP und POMC/CART
Neuronen im ARC, das Hungergefiihl (19). Weiterhin ist auch das vom Magen produzierte
Hormon Ghrelin zur Modulation der Aktivitat dieser Neuronenpopulation in der Lage.
Hierbei wirkt es allerdings appetitstimulierend und fungiert damit als Antagonist zu Leptin

(20).

Es kommt folglich zu einem Zusammenspiel aus peripheren und zentralen Systemen. Das
ZNS integriert die Informationen aus Langzeit-Energiespeichern (z.B. Leptin) und
kurzzeitigen, mahlzeitbezogenen Signalen (z.B. Ghrelin), um die Nahrungsaufnahme und
den Energieumsatz zu regulieren. Dabei wird das Ziel verfolgt, die Kérperfettmenge tber
die Zeit stabil zu halten. AuBerdem greift das Belohnungssystem in diese Regulation ein,
denn nach Uberfiitterung werden die belohnenden Eigenschaften von Nahrung blockiert

und bei Energiemangel erhéht (11).

1.4 Der Nucleus paraventricularis

Die im vorherigen Kapitel beschriebene Mitwirkung des ARC bei der Energiehomdostase
muss allerdings in einem gréBeren Zusammenhang betrachtet werden. So projizieren seine
POMC/CART und NPY/AgRP Neurone in den PVN (21).

9
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Beim PVN handelt es sich wiederum um das primadre, endokrine Kontrollzentrum des
Gehirns. Gleichzeitig stellt der PVN einen Treffpunkt verschiedener, energieregulierender
Signalwege im Gehirn da und koordiniert so als oberstes Steuerorgan die Kontrolle der

Energiebalance (22).

Zusatzlich zu den Neuronen im ARC projizieren auch Neuronenpopulationen zahlreicher
anderer Hirnregionen wie dem lateralen Hypothalamus, dem Organum subfornicale, dem
Nucleus suprachiasmaticus (SCN) oder der lateralen Area praeoptica ebenfalls in den PVN
(23). Dieser wiederum weist selbst zahlreiche Projektionen in andere Hirngebiete auf (24).
Darunter finden sich beispielsweise auch der Nucleus tractus solitarii (NTS) und die
Ursprungsregion parasympathischer praganglionarer Zellen des Nervus vagus, der Nucleus
dorsalis nervi vagi (25). Dartiber hinaus bestehen ebenso Verbindungen vom PVN zum
Nucleus intermediolateralis im Rickenmark, aus welchem die sympathischen
Nervenfasern hervorgehen (26). Folglich ist der PVN Uber das sympathische und das
parasympathische Nervensystem mit sowohl dem weiRen Fettgewebe (WAT), als auch dem
braunen Fettgewebe (BAT) verbunden (27,28). Dies legt nahe, dass er auf die autonomen

Prozesse der Fettspeicherung und Warmeproduktion Einfluss nehmen kann.

Weiterhin ist der PVN auch an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt, denn eine

Lasion dieses Kerngebiets hat eine Hyperphagie zur Folge (29).

Die endokrin wirksamen Nervenzellen innerhalb des PVN lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Zum einen befinden sich lateral magnozelluldre, neuroendokrine Neurone, die
Axone in den posterioren Anteil der Hypophyse senden (30). Dort setzen sie Oxytocin und
Vasopressin frei (31). Der zweite Anteil sind medial lokalisierte, parvozellulare Neurone.
Diese setzen Signalpeptide in der Eminentia mediana frei, welche so in den anterioren
Anteil der Hypophyse gelangen und dort tber die Produktion der Hypophysenhormone die
verschiedenen physiologischen Hormonachsen des Korpers beeinflussen (32). Auch
innerhalb des PVN bestehen Verbindungen, die von y-Aminobuttersaure-haltigen (33) und

glutamatergen (34) Interneuronen gebildet werden.

Zusammenfassend stellt der PVN einen héchst komplex verschalteten Kern dar, der aus

den unterschiedlichsten Hirnregionen Informationen erhalt und wiederum Projektionen in

10
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viele verschiedene Gebiete aufweist. Auf diese Weise beeinflusst er zahlreiche

Koérperfunktionen und reguliert als primares Steuerorgan die Energiehomdostase.

1.5 Nesfatin-1

Nesfatin-1 (Nucleobindin2 encoded satiety and fat influencing protein) ist ein Peptid mit
pleiotropen Funktionen, welches maRgeblich an der Regulation der Energiehomd&ostase
beteiligt ist. Es wurde urspriinglich von Barnikol-Watanabe et al. (35) entdeckt und als
Ca?* - bindendes Protein identifiziert (36). Im Jahr 2006 haben Oh-I und Kollegen es zuerst

in Zelllinien beschrieben und spater auch im Hypothalamus von Ratten nachgewiesen (37).

1.5.1 Eigenschaften

Das 420 Aminosauren (AS) lange Peptid Nucleobindin 2 (NUCB2) ist das
Transkriptionsprodukt des Nucb2 Gens. Ausgehend von den Erkennungsmotiven fir die
Prohormonkonvertasen 1/3 und 2 wird die Prozessierung in Nesfatin-1 (AS 1 — 82),
Nesfatin-2 (AS 85 — 63) und Nesfatin-3 (AS 166 — 396) vermutet (37). Obwohl diese
Prozessierung bisher nicht nachgewiesen wurde, konnte Nesfatin-1 bereits eindeutig im
Hypothalamus und dem Liquor von Nagern (37) sowie im Blutplasma von Menschen

identifiziert werden (38).

Die Nucb2 mRNA ist zentralnervos in unterschiedlichen Kerngebieten des Hypothalamus,
wie dem Nucleus supraopticus (SON), ARC und PVN (39,40) lokalisiert. Aber auch auRerhalb
des zentralen Nervensystems lasst sich NUCB2 in verschiedensten Geweben finden. Neben
der Mukosa des Magens, wo es am starksten exprimiert wird (41), ist es auch im weiflen

und braunen Fettgewebe (41), Pankreas (42) und Testikel (43) nachweisbar.

Intrazellular befindet sich Nesfatin-1 in Vesikeln nahe des Golgi-Apparates, was eine auto-
oder parakrine Sekretion nahelegt. Peripheres Nesfatin-1 Ubertritt die Blut-Hirn-Schranke
durch Diffusion und gelangt so ins zentrale Nervensystem. Hierbei handelt es sich um einen

Prozess, der sich im untersuchten Konzentrationsbereich als nicht sattigbar erwies (44).

11
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1.5.2 Signaltransduktion und Interaktion mit anderen Systemen

Bisher ist es noch nicht gelungen, einen Rezeptor zu identifizieren, an den Nesfatin-1
bindet. Intrazellular verursacht Nesfatin-1 einen Anstieg der Ca?*-Konzentration, wobei der
Calciumeinstrom durch L-Typ, P/Q-Typ (39) und N-Typ (45) Calciumkanéle erfolgen kann.
Aufgrund der Moglichkeit, diesen Effekt mit Pertussis-Toxin zu blockieren (39,46), scheint

ein Gi-Protein gekoppelter Rezeptor an dieser Signalkaskade beteiligt zu sein.

Gleichzeitig unterscheidet sich die Aktivierung der Proteinkinase A in Abhdngigkeit vom
Gewebe, weshalb in der Literatur auch eine gewebsspezifische Rekrutierung von G-Protein
Untereinheiten diskutiert wird (39,46,47). Insgesamt herrscht jedoch grofle Uneinigkeit

Uber den exakten Mechanismus der Signaltransduktion.

Es Iasst sich allerdings mit Sicherheit sagen, dass Nesfatin-1 mit vielen anderen Systemen

interagiert und so verschiedenste Kérperfunktionen beeinflusst.

Zuallererst bestehen enge Wechselwirkungen mit dem Melanocortinsystem. So bewirkt die
zentrale Applikation von a-MSH einen Anstieg der Nucb2 mRNA (37) sowie eine Aktivierung
von nesfatinergen Neuronen im PVN (48). Weiterhin werden die anorexigenen (49) und

thermogenen (15) Eigenschaften von Nesfatin-1 durch MC3/4-R Antagonisten blockiert.

Die vorhandene Immunoreaktivitat fir Oxytocin und Vasopressin vieler NUCB2
exprimierender Neuronen im PVN und SON ldsst auf eine enge Verknipfung mit dem
Oxytocinsystem schlieBen. Begleitend hierzu beeinflusst Nesfatin-1 die Freisetzung von
Oxytocin im PVN (50), wobei der Einfluss von Nesfatin-1 auf die Nahrungsaufnahme

wiederum unter anderem durch Oxytocin vermittelt wird (50).

Dariiber hinaus lassen sich in der Literatur Belege fiir die Interaktion des nesfatinergen
Systems mit zentralen Prostaglandinen und Leukotrienen (51) sowie den

Neurotransmittern Serotonin (52) und Histamin (53) finden.

1.5.3 Regulation der Nahrungsaufnahme

Bereits in der wegweisenden Publikation von Oh-l et al. wurden die anorexigenen
Eigenschaften von Nesfatin-1 erkannt. So fihrt dessen pharmakologische Applikation in
den dritten Ventrikel zu einer signifikant reduzierten Nahrungsaufnahme wahrend der

Dunkelphase bei ad libitum gefiitterten Ratten. Diese Wirkung bleibt bei der Injektion von

12
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Nesfatin-2 und -3 aus (37). Gleichzeitig hat eine Suppression von Nesfatin-1 den
gegenteiligen Effekt, ndmlich eine gesteigerte Nahrungsaufnahme, zur Folge. Dies wurde
fir den akuten Zustand mithilfe von Antikorpern (37) belegt. Bei der mithilfe von antisense
Morpholino-Oligomeren herbeigefiihrten chronischen Herunterregulation von NUCB2
blieb dieser Effekt jedoch aus. Hierbei konnte lediglich eine Reduktion der Nucb2 mRNA im
Hypothalamus nachgewiesen werden (54,55). Der anorexigene Effekt wird dabei

unabhangig von Leptin vermittelt (56).

Wahrend Nesfatin-1 also entscheidend an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt
ist, ist seine Expression wiederum vom Energiehaushalt abhangig. Nahrungsentzug fiihrt
sowohl zu einem Abfall der Nucb2 mRNA und der NUCB2/Nesfatin-1 Konzentration im
peripheren subkutanen Fettgewebe (57) als auch zentral im PVN und SON (58). Durch

Nahrungszufuhr lasst sich diese Auswirkung jedoch riickgdngig machen (58).

Interessanterweise gelang es der Arbeitsgruppe um Sedbazar nachzuweisen, dass die
Unterdrickung der Nahrungsaufnahme wahrend der frilhen Hellphase mit einem Anstieg
der Nucb2 mRNA im PVN einhergeht. AulRerdem folgte eine verstarkte Nahrungsaufnahme
auf die antikorpervermittelte Neutralisation von Nesfatin-1 nur wahrend der Hellphase,

nicht jedoch in der Dunkelphase (59).

Auf die hedonischen Aspekte der Nahrungsaufnahme, an deren Regulation Nesfatin-1
ebenso entscheidend beteiligt ist (60), wird im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher

eingegangen.

1.5.4 Glukosehoméostase

Passend zu seiner Beteiligung innerhalb der Regulation der Nahrungsaufnahme ist
zentrales Nesfatin-1 auch in die Glukosehomdostase involviert. Diesbezliglich liegen in der
Literatur jedoch Diskrepanzen vor. Die Arbeitsgruppe um Wu zeigte 2014 (61), dass der
Knockdown von NUCB2 in einer peripheren Insulinresistenz resultiert und von einem
gesteigerten hepatischen Glukoseflux begleitet wird. Umgekehrt steigert i.c.v. appliziertes
Nesfatin-1 die periphere Insulinsensitivitdt (62) und moduliert die Erregbarkeit von

Neuronen, die im PVN an der Glukosewahrnehmung beteiligt sind (63).

13
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Nichtsdestotrotz fanden zwei weitere, voneinander unabhangige, Studien keinen Effekt
von zentralnervosem  Nesfatin-1 auf die Plasmaglukosekonzentration, die

Insulinsensitivitat oder die Glukosetoleranz (64,65).

Die bei Patienten und Probanden erhobenen Daten zur Verknlpfung von Nesfatin-1 mit
dem Glukosestoffwechsel und Diabetes Mellitus sind allerdings sehr widerspriichlich. So
wurden bei Patienten mit Typ 2 Diabetes sowohl erhoéhte (66) als auch verringerte (67)
NUCB2/Nesfatin-1 Plasmalevel beschrieben. Gleichzeitig wurde eine entscheidende Rolle

von Nesfatin-1 im Plasma bei der Pathogenese der Insulinresistenz postuliert (68).

1.5.5 Regulation der Wasseraufnahme

Uber die Beteiligung von Nesfatin-1 bei der Regulation der Nahrungsaufnahme ist bisher
nur wenig bekannt. Dennoch zeigten Yosten und Samson bereits 2009, dass die i.c.v.
Applikation von Nesfatin-1 zu einer signifikant verringerten Wasseraufnahme fiihrt. Dabei
ist dieser Effekt unabhangig von der Nahrungsaufnahme und tritt frither ein (49). Weiterhin
zeigte ein zweiter Versuch von der Arbeitsgruppe um Yosten (54), dass das durch
Angiotensin Il induzierte Trinkverhalten reduziert ist, wenn die Nucb2 mRNA Expression

mittels antisense Morpholino-Oligonucleotiden supprimiert wird.

1.5.6 Thermogenese

Die Wirkungen von zentralnervésem Nesfatin-1 gehen weit Uber seine Funktion als
Sattigungsmolekil hinaus. Sein Vorkommen in efferenten Neuronen, die ins braune
Fettgewebe projizieren (39), lasst eine Beteiligung an der Regulation der Thermogenese
vermuten. So erkannten Kénczol et al. 2012, dass diei.c.v. Injektion von Nesfatin-1 zu einer
gesteigerten  Korperkerntemperatur fihrt (69). Diese signifikant gesteigerte
Warmeproduktion konnte dann 2014 erstmals von unserer Arbeitsgruppe mithilfe direkter
Kalorimetrie quantifiziert werden (70). Im Jahr 2017 wurden diese Ergebnisse von unserer
Arbeitsgruppe erneut repliziert und gleichzeitig um die Erkenntnis erweitert, dass der
beobachteten Erhéhung der Thermogenese ein Temperaturanstieg des interskapuldaren
braunen Fettgewebes (iBAT) zugrunde liegt (15). Hierfiir ist die sympathische Aktivierung
des iBAT notwendig (71).
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1.5.7 Stressreaktion und Angstverhalten

Abgesehen von der vielfdltigen Involvierung innerhalb der Energiehomdostase ist
zentralnervéses Nesfatin-1  aullerdem in die Abstimmung von autonomen,
neuroendokrinen und Verhaltensreaktionen bei der Stressantwort beteiligt. Das Peptid
kann die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) modulieren,
denn eine i.c.v. Applikation resultiert in erhohten Plasmaspiegeln von ACTH und
Corticosteron (72,73). AuBerdem erfolgt bei Stress die Rekrutierung des endogenen
nesfatinergen Systems, was sich aus der erhéhten Corticosteronkonzentration (74), der
erhohten c-Fos Expression in NUCB2/Nesfatin-1 Neuronen verschiedener Kerngebiete (75)
und dem Anstieg der Nucb2 mRNA im PVN (72,76) als Antwort auf erzwungene

Bewegungsunfahigkeit ableiten lasst.

Begleitend hierzu ruft Nesfatin-1 Verhaltensdanderungen hervor, die mit Stress und Angst
vergesellschaftet sind. Demzufolge zeigen Versuchstiere nach Nesfatin-1 Injektion in den
Ventrikel eine verstarkte nicht erlernte (elevated plus maze test (EPM), siehe Anhang,
Kapitel 9.1.1) sowie eine verstarkte erlernte Angstreaktion (fear-potentiated startle (FPS),
siehe Anhang, Kapitel 9.1.2). Weiterhin zeigen dieselben Ratten in einer neuen Umgebung
eine verldangerte Latenzzeit bis zur Anndherung an Futter und auch eine reduzierte

Futteraufnahme (77).

Zusammen mit der ausgepragten NUCB2/Nesfatin-1 Expression auf Proteinebene in
Hirnregionen, welche besonders in die Angst- und Stressreaktion involviert sind (Corpus
amygdaloideum, Stria terminalis, PVN und Hippocampus) (39,40,75,78), ist von einer

Beteiligung von Nesfatin-1 bei der Vermittlung der Stressantwort auszugehen.

1.6 Lipidom

In den Zellmembranen und Membranen der intrazelluliren Organellen jeder
eukaryotischen Zelle lassen sich Lipide finden. Obgleich die meisten Lipide in
Biomembranen eingelagert sind, weisen sie unterschiedlichste Funktionen auf. Neben ihrer
Eigenschaft als Energiespeicher (79) fungieren sie auch als Signalmolekile (80), sind in der
Lage Proteine zu rekrutieren (81) und in die postranslationelle Modifikation von Proteinen
involviert (82). Zwischen den verschiedenen Kompartimenten gibt es allerdings grolle
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Unterschiede hinsichtlich der Lipidzusammensetzung, der Lipidkonzentration und dem
Verhaltnis der Lipide zueinander (83). Am haufigsten lassen sich Phospholipide finden,
wobei die Unterklassen der Phosphatidylcholine und Phosphatidylinositole den gréRten
Anteil einnehmen (84). Die Lipidzusammensetzung zeigt stidndige dynamische
Veranderungen (85) und steht dabei unter homoostatischer Kontrolle (86). Dennoch ist die

gesamte Komplexitdt des Lipidmetabolismus bisher nur unzureichend verstanden (87).

Es ist also nicht verwunderlich, dass Storungen der Lipidhomdostase, die (ber
physiologische Schwankungen hinausgehen, schwerwiegende Folgen haben kdnnen.
Beispielsweise bestimmt das Verhdltnis der verschiedenen Fettsdauren zueinander
entscheidend die Fluiditdit der Plasmamembranen. Dabei reduzieren mehrfach
ungesattigte Fettsduren (z.B. Docosahexaensaure (DHA)) die Membransteifigkeit, wodurch

die Endozytose beschleunigt wird (88).

Das vergleichsweise noch sehr junge Forschungsfeld der Lipidomanalyse ermdglicht die
Untersuchung des gesamten Lipidmetabolismus. Es kodnnen gleichzeitig sowohl
verschiedene Lipidklassen als auch die einzelnen Lipide einer Klasse identifiziert und
quantifiziert werden. Dies ermdglicht Gber die Vergleichbarkeit gesamter Klassen zwischen
mehreren Gruppen hinaus auch die Untersuchung der Verhdltnisse der Lipide zueinander
(89). Nichtsdestotrotz liegen bisher erst vereinzelt Daten vor, welche die
Lipidverdanderungen bei diversen Krankheiten beschreiben. Diese Studien deuten allerdings
darauf hin, dass bei pathophysiologischen Prozessen ein Umbau des Lipidoms stattfindet.
Zum einen kénnen Verdanderungen ganzer Lipidklassen mit Pathologien assoziiert sein, was
vor allem fir die Ceramide bisher gut untersucht wurde. So lasst sich eine Erhéhung der
Ceramide bei Diabetes Mellitus Typ Il, Krebs, Alzheimer, zystischer Fibrose und
Entzlindungsreaktionen feststellen (90). Weiterhin geht eine erhdhte Konzentration von
Ceramiden mit einem gesteigerten Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen einher (91),
wahrend darlber hinaus in arteriellen Plaques ein gréBerer Anteil an Ceramiden vorliegt
als im Plasma (92). Dennoch ist auch das Verhéltnis der Lipide zueinander ein
entscheidender Faktor, denn beispielsweise bei der arteriellen Hypertonie scheint eine
Erhohung der Diacylglycerole DG (16:0 / 22:5) und DG (16:0 / 22:6) von Bedeutung zu sein
(93).
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Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen suggerieren auBerdem bereits Interaktionen
zwischen dem nesfatinergen System und dem Lipidmetabolismus. Dabei zeigen peripher
und zentral appliziertes Nesfatin-1 dhnliche Wirkungen in Form von gesteigerter
Mobilisation von Fettsduren sowie gesteigerter B-Oxidation (94,95). Weiterhin wurden in
einer Patientengruppe mit metabolischem Syndrom erniedrigte Konzentrationen von
Nesfatin-1 im Serum nachgewiesen (96). Es ist also durchaus denkbar, dass Nesfatin-1 im
PVN entscheidend an der Regulierung und Kontrolle des Lipidoms im Blut beteiligt ist.

Hierzu liegen bisher allerdings noch keine Erkenntnisse vor.

1.7 Kalorimetrie

Mithilfe der Kalorimetrie lasst sich die Warmeproduktion und damit die Stoffwechselrate
von Versuchstieren quantifizieren. Grundlegend gibt es dabei zwei verschiedene
Methoden, die zur Anwendung kommen kdnnen. Verwendet man die indirekte
Kalorimetrie, auch Respirometrie genannt, werden Sauerstoffverbrauch und CO,-
Produktion des Versuchstieres gemessen und daraus der Energieumsatz berechnet.
Aufgrund der geringen Kosten, der breiten Verfligbarkeit und der geringen Komplexitat ist
dies die am haufigsten verwendete Methode. Dennoch stellt die direkte Kalorimetrie den
Goldstandard dar, denn die Berechnungen der indirekten Kalorimetrie sind nur fir gesunde
Versuchstiere, nicht jedoch flir abweichende metabolische Zustinde validiert.
Beispielsweise wirde eine durch Veranderung der Darmflora gesteigerte
Warmeproduktion des Darms unentdeckt bleiben, da diese fast ausschlieRlich anaerob
stattfindet (97). Um diese Fehler zu vermeiden, kam in der vorliegenden Arbeit die direkte
Kalorimetrie zum Einsatz. Hierfiir wurden, nach der Anleitung von Prof. em. Dr. Ingolf

Lamprecht, selbst gebaute Kalorimeter verwendet (15,70,98).

1.8 RNA-Interferenz

Zur Ausschaltung von physiologisch vorkommender mRNA bei Versuchstieren lasst sich der
Mechanismus der RNA-Interferenz anwenden. Hierbei handelt es sich um einen
natirlichen Prozess, an dessen Ende die Degradierung von mRNA steht und welcher daher,

neben der Genexpression, eine Moglichkeit zur Regulierung der Genaktivitat darstellt.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Adeno-assoziertes Virus (AAV) mittels
stereotaktischer Injektion in das Kerngebiet eingebracht, um die dortigen Nervenzellen zu
infizieren. Der AAV fungiert als Vektor fir die Transfektion, wobei ein Plasmid, welches fiir
doppelstrangige short hairpin RNA (shRNA) codiert, in die spezifischen Neurone
eingebracht wird. Das Gen fiir die shRNA wird bei diesem Vorgang nicht in das Genom der

Wirtszelle aufgenommen, sondern verbleibt episomal im Zellkern (99).

Sobald es nun durch den Transkriptionsapparat der Wirtszelle zur Produktion der shRNA

kommt, beginnt der Vorgang der RNA-Interferenz.

Die shRNA gelangt ins Cytoplasma und wird dort von der RNase Ill Endonuklease Dicer in
Fragmente mit einer Lange von 21 - 22 Basenpaaren, die sogenannte small interfering RNA
(siRNA), gespalten. Diese weist am 3‘-Ende einen Uberhang von zwei Basen auf, welcher

als Erkennungssignal fiir den RNA-Interferenzapparat dient (100).

Nach der nun folgenden Anlagerung der siRNA an den RNA-induced silencing complex
(RISC) wird diese in zwei Einzelstrange gespalten. Wahrend der Passenger Strang aus dem
Komplex freigesetzt wird, lagert sich an den noch gebundenen Leitstrang die
komplementiare mRNA an. Die mRNA wird daraufhin zwischen Base zehn und elf
(ausgehend vom 5°-Ende der komplementaren siRNA) gespalten und anschlieRend weiter

degradiert. (100).

Auf diese Weise wird verhindert, dass die bereits exprimierte mRNA am Ribosom
translatiert werden kann. Das in diesem Versuch verwendete Plasmid codiert fur Nucb2
shRNA und unterdriickt die Expression des Nucb2 Gens im PVN. Bei einer Kontrollgruppe
erfolgt die Transfektion mit einem Plasmid, das fur eine Oligonucleotidsequenz codiert, fiir

die in Nagern und Menschen keine komplementare mRNA bekannt ist.

1.9 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die physiologische Beteiligung von endogenem
Nesfatin-1 im PVN an der Regulation der Energiehomdostase und Stressreaktion zu

entschllisseln und so neue Erkenntnisse lber die Entstehung von Adipositas zu gewinnen.

Innerhalb unserer Gesellschaft gewinnen Ubergewicht und Adipositas immer mehr an

Bedeutung. Beide stellen nicht nur groRe Risikofaktoren fiir die individuelle Gesundheit
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sondern gleichzeitig auch eine groRe Okonomische Belastung fir das gesamte
Gesundheitssystem dar. Daher ist es wichtig, die Pathogenese so genau wie maoglich zu
verstehen, um so neben den bereits bestehenden (Sport, Erndhrung und Chirurgie) auch

neue Therapieansatze finden zu kdnnen.

Adipositas entsteht durch eine unausgeglichene Energiebilanz, wobei der Kérper mit einem
dauerhaften Energieliberschuss konfrontiert ist. Stoérungen des Essverhaltens, Stress,
Nahrungsaufnahme aullerhalb physiologischer Zeiten und genetische Prddispositionen
tragen alle zu diesem Zustand bei. Das anorexigene Peptid Nesfatin-1, welches sowohl die
Nahrungsaufnahme reduziert, als auch den Energieumsatz steigert, scheint in all diese

Prozesse involviert zu sein.

Da bisher noch kein Rezeptor fiir Nesfatin-1 identifiziert werden konnte, haben die meisten
bisher durchgefiihrten Studien Versuchsansdtze gewahlt, die entweder auf der
pharmakologischen Applikation von Nesfatin-1 oder seiner Blockade durch Antikorper

basierten.

Der PVN im Hypothalamus bildet die Schnittstelle verschiedener energieregulierender
Signalwege und stellt so ein entscheidendes Zentrum fiir die Regulation der

Energiehomdoostase dar.

Um die Funktionen von endogenem Nesfatin-1 im PVN zu untersuchen, soll mithilfe eines
AAV ein Knockdown seines Vorldauferpeptids NUCB2 bei Ratten durchgefiihrt werden. Dies
fihrt in der Folge dann zu einem Fehlen von Nesfatin-1. Gleichzeitig erhdlt eine
Kontrollgruppe ein  Kontrollvirus. Durch eine anschlieBende phadnotypische

Charakterisierung sollen folgende Hypothesen tberpriift werden:

e Ldsst sich mit dem Knockdown von NUCB2/Nesfatin-1 im PVN der gegenteilige

Effekt einer pharmakologische Applikation von Nesfatin-1 erzeugen?

e Aufert sich diese Beeinflussung der Energiehoméostase als tempordres Ereignis
oder zeigt sich im zeitlichen Verlauf ein anhaltender Effekt, welcher in der
Ausbildung eines eigenen Phéinotyps, mit Einfluss auf die Kérperzusammensetzung,

resultiert?

e Verdndert sich die Stressreaktion der Versuchstiere?
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Aus den in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen sollen sich neue Erkenntnisse tber die

zentralnervdse Regulation der Energiehomdostase und die Involvierung von Nesfatin-1 in
diese ergeben. Die Erforschung dieser Mechanismen ist wichtig, um die Entstehung von
Ubergewicht und Adipositas zu verstehen und daraus letztlich neue Therapieansitze

abzuleiten.
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2 Material und Methoden

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind alle Herstellerangaben zu den verwendeten
Geraten und Verbrauchsmaterialien separat im Anhang in Tabelle 5 und Tabelle 6

aufgefihrt.

2.1 AAV-Herstellung zum Knockdown von NUCB2

2.1.1 Plasmidpréparation

Die in Kapitel 2.1 beschriebene Herstellung und Aufbereitung des in dieser Arbeit
verwendeten AAV wurde von Christine Eichholz im Labor von Prof. Dr. Olaf J6hren

durchgefiihrt.

Der verwendete Adeno-assoziierte Virus vom Serotyp 2 wurde bei VectorBuilder gekauft
und als Stammprdparation in Agar geliefert. Es erfolgte eine Maxipraparation
entsprechend der Herstellerangaben unter Verwendung des NucleoBond® Xtra Maxi, um

die aufgereinigte Plasmid DNA zu erhalten.

Zuerst wurde eine einzelne E. coli Bakterienkolonie bei 6.000 g und 4 °C fiir 15 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen, um ein Zellpellet zu erhalten. AnschlieRend
erfolgte die Resuspension in 12 ml Resuspensionspuffer (RES + RNase A). Die Losung wurde
auf dem Vortex-Mischer gut gemischt, damit keine Zell-Agglomerate mehr vorhanden
waren. Diese wirden die Zelllyse beeintrachtigen, welche durch Zugabe von 12 ml
Lysepuffer (LYS) und finfmaliges Schwenken zur Durchmischung erfolgte. Die
Zellsuspension wurde nun fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation
wurden 12 ml Neutralisationspuffer (NEU) hinzugefiigt und erneut durch Schwenken
vorsichtig durchmischt. Nachdem die Suspension fiir 5 Minuten auf Eis abgekihlt wurde,
erfolgte das Filtrieren durch den, zuvor mit 25 ml Aquilibrationspuffer (EQU) befeuchteten,
NucleoBond Xtra Column Filter. Das ubrige Lysat im Filter wurde mit 15ml
Aquilibrationspuffer (EQU) ausgespiilt und der Filter entfernt. Danach wurde das
SammelgefaR mit 25 ml Waschpuffer (WASH) gespiilt und weiterhin 15 ml Elutionspuffer
(ELU) hinzugefiigt. Aus dem gesammelten Eluat wurde nun durch Zugabe von 10,5 ml

Isopropanol, Durchmischen und Zentrifugation bei 15.000 g und 4 °C fiir 30 min die DNA
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prazipitiert. Der Uberstand wurde verworfen und 5 ml Ethanol (70 %) zum Prazipitat

hinzugegeben. AbschlieBend erfolgten die erneute Zentrifugation bei 10.000 g und
Raumtemperatur fiir 15 Minuten, das Entfernen des Uberstandes und das Trocknen bei

Raumtemperatur, bevor das Prazipitat in TE Puffer gel6st wurde.

2.1.2 Virusherstellung

Zur Herstellung des Virus wurden HEK (human embryonic kidney) Zellen in Petrischalen
ausgesat und fiir 24 Stunden wachsen gelassen. Es erfolgte die Transfektion der Zellen mit
dem Virusplasmid durch Zugabe von 50 pl Plasmidlésung (inkl. der Helferplasmide DP1 und
DP2), 62,5 ul 2 M Calciumchloridlésung, 387,5 ul Wasser und 500 ul 2x BBS. Nach 24
Stunden Inkubationszeit mit 3 % CO, wurde das Medium gewechselt und erneut fir 48
Stunden bei 5 % CO; inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet. Hierfiir wurden
aus der Petrischale 8 ml Medium abgesaugt, die Zellen mit einem Zellschaber im
verbleibenden Medium abgeschabt und diese Suspension dann in ein 50 ml
ZentrifugiergefaR mit Spitzboden Uberfihrt. Nach Zentrifugation bei 1.000 g und 4 °C fir
10 Minuten, wurde der Uberstand in ein neues konisches Zentrifugenréhrchen iberfiihrt
und das Pellet mit 5ml TNT Extraktionspuffer resuspendiert. Auf eine 10-minitige
Inkubationszeit folgte die Zentrifugation bei 2.100 g und 4 °C fir 10 Minuten und das
Uberfiihren des Uberstands zu dem Ersten. Zum Entfernen von RNA und DNA Resten
wurden 3 ul Benzoase hinzu pipettiert und das ganze bei 37 °C eine Stunde lang im

Wasserbad inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Aufbewahrung bei -80 °C.

2.1.3 Virusaufreinigung

Die wie oben beschrieben hergestellte Viruslosung wurde nun durch

Affinitatschromatographie mithilfe einer Sepharose Saule aufgereinigt.

Dafur erfolgte als erstes die Zentrifugation bei 7.000 g und 4 °C fir 30 Minuten. Zur
Vorbereitung der Sepharose Saule erfolgte das Hindurchlaufen von 10 ml PBS aus einer
Perfusorspritze mit einer Geschwindigkeit von 45 ml/h. Der Uberstand des zentrifugierten
Virus wurde in eine neue Perfusorspritze aufgezogen und in ein konisches
Zentrifugenrohrchen filtriert. Diese Losung wurde erneut in eine Perfusorspritze
aufgezogen und mit der Sepharose Saule verbunden. Sobald die Viruslésung die Sdule

passiert hatte, wurden noch einmal 10 ml PBS hindurchgefiihrt. Die Eluierung des Virus
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erfolgte durch Passage der Saule von 10 ml Glycin-HCl mit einem pH-Wert von 2,7 und
Auffangen des Eluats in einem Becherglas mit 1 ml TE-Puffer (pH = 8,0). AnschlieBend
wurde das Becherglas auf Eis gestellt, das Eluat auf einen Amicon Ultra 4 Centrifugal Filter
pipettiert und das Ganze bei 4.500 g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde wiederholt, bis sich das gesamte Eluat auf dem Filter befand. AnschlieBend erfolgten
zwei Waschvorgange durch Zugabe von jeweils 3 ml PBS und Zentrifugation bei 4.500 g und
4 °C fiir 10 Minuten. Uber einen Acrodisc® Syringe Filter erfolgte eine letzte Filtration,

bevor das injektionsbereite Virus bei -80 °C gelagert werden konnte.

2.1.4 Qualitdtskontrolle des Virus

Im Anschluss an die Herstellung und Aufreinigung des AAV erfolgte die Qualitatskontrolle.
Nach der Inaktivierung einer Virusprobe bei 98 °C fir 10 Minuten wurde eine quantitative
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR), wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben,
durchgeflhrt. So konnte sichergestellt werden, dass das Virus die Nucb2 shRNA Plasmide
tragt (Titer: shNUCB2 3,33 x 10'® DNA Partikel / pL; scrambleRNA 2,87 x 10 DNA
Partikel / uL).

Gleichzeitig wurden die viralen Proteine mithilfe einer Gelelektrophorese nachgewiesen.
Hierfir wurden 10pul des Virus mit 3,5ul  4x  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)-Pufferlosung fiir 10 Minuten auf 98 °C erhitzt
und auf ein 10 % Acrylamidgel aufgetragen. Es folgte das Anlegen einer Spannung von
200V fiir 50 Minuten sowie die Farbung in Coomassie-Brillant-Blau fiir eine Stunde. Nach

der anschlieRenden Entfarbung von einer Stunde wurde das Gel gescannt und ausgewertet.

2.2 Durchfiihrung der Tierexperimente

2.2.1 \Versuchstiere und Tierhaltung

Alle Versuche wurden mit der Genehmigung des Ministeriums fiir Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt und ldandliche Raume des Landes Schleswig-Holstein durchgefiihrt

(Aktenzeichen 99-8/17).

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistar Ratten verwendet, die mit einem Gewicht

zwischen 176 und 200 g von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen
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wurden. Gehalten wurden die Tiere in den Raumen der Gemeinsamen Tierhaltung der

Universitat zu Lubeck im Center of Brain, Behavior and Metabolism (CBBM), Geb&dude 66
der Universitat zu Lubeck in einem vom AuBenlicht abgeschirmten Raum mit einer
konstanten Temperatur von 21 °C. Darin wurde von einer Zeitschaltuhr ein 12h/12h

hell / dunkel Rhythmus erzeugt, wobei die Hellphase von 5:00 bis 17:00 Uhr dauerte.

Die Versuchstiere selbst befanden sich jeweils zu zweit in IVC (individually ventilated cage)
Kunststoffkafigen, um im Sinne des Tierschutzes eine soziale Interaktion zu ermdglichen.
Die Kafige besaRen eine Grundfldche von 1862 cm?, zwei Ebenen und eine Innenhdhe von
38 cm, was den Tieren artspezifisches Verhalten wie Klettern und Springen erlaubten.

Futter und Wasser waren Uber die Dauer des gesamten Versuches ad libitum verflgbar.

Unmittelbar vor der Virusinjektion erfolgte anhand von Koérpergewicht und
Nahrungsaufnahme die Einteilung der Versuchstiere in zwei gleiche Gruppen, wobei beide

Tiere eines Kafigs jeweils derselben Gruppe zugeordnet wurden.

2.2.2 Virusinjektion

Nach einer Eingewdhnungszeit von 8 bis 10 Tagen erfolgte die stereotaktische bilaterale
Virusinjektion in den PVN. Hierfiir wurde das Tier mit der intraperitonealen Gabe von
Ketamin (80 mg/kg) und Xylazin (6 mg/kg) anasthesiert und, sobald das Fehlen von
Lidschluss- und Zwischenzehenreflex eine suffiziente Narkosetiefe anzeigte, im
stereotaktischen Apparat platziert. Eine unterliegende Warmematte verhinderte das
Auskihlen des Versuchstieres, wdhrend die Augen wiederholt mit physiologischer
Kochsalzlésung benetzt wurden, um ein Austrockenen zu verhindern. In regelmaRigen
Abstanden wurden die Reflexe kontrolliert und die Andsthesie gegebenenfalls durch

erneute Gabe von Ketamin (25 mg/kg i.p.) verlangert.

Der Kopf wurde durch zwei Stifte in den duBeren Gehorgangen und eine Auflage fir die
Schneidezdhne fixiert. Diese war dabei ebenfalls nach den Koordinaten von Paxinos und

Watson ausgerichtet und befand sich 3,3 mm unterhalb des knéchernen Gehdérgangs.

Danach erfolgte zundchst die Oberflachenanasthesie der Kopfhaut mit Emla Creme und
anschlieffend deren Eroffnung durch eine Inzision mit dem Skalpell und das Fixieren
derselben mithilfe von vier Bulldog Klemmen, um eine uneingeschrankte Sicht auf das

Operationsfeld zu ermoglichen. Daraufhin wurde das auf der Schadeloberflache
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verbliebene Periost mit einem Knochenschaber entfernt und, falls erforderlich, der Schadel
mit 3 % Wasserstoffperoxidldsung von Blutanhaftungen gereinigt. Sobald freie Sicht auf
den Orientierungspunkt Bregma (Schnittstelle von sutura coronalis und sagittalis) gegeben
war, wurde eine mit Viruslésung geflllte Injektionskapillare in die
Mikromanipulationseinheit des stereotaktischen Apparates eingespannt und die
Koordinaten des Bregmas bestimmt. Ausgehend von diesen erfolgte nun das Aufsuchen
und Markieren der Injektionsstelle basierend auf den Koordinaten des Nucleus
paraventrikularis nach Paxinos und Watson (AP:-1,80 mm; ML:+/-0,30 mm;
DV: - 7,90 mm; normiert fir mannliche Wistar Ratten mit einem Gewicht von 270g —310g

(101)).

Im Anschluss wurde der Schadel mit dem elektrischen Bohrer (Durchmesser 0,7 mm)
eroffnet und die Injektionskapillare eingefiihrt. Sobald diese in Position war, wurde die
Injektion der Viruslosung (1 ul) mit einer Geschwindigkeit von 0,5 pl/min durchgefihrt.
Nach erfolgter Injektion blieb die Kapillare fiir weitere 8 Minuten in der gleichen Position,
um die ungestorte Diffusion der Losung ins Gewebe zu ermdglichen. Daraufhin wurde die
Kapillare wieder entfernt. Dies erfolgte sehr langsam Uber einen Zeitraum von 1 Minute,
um Ruickfluss der Losung durch einen moglicherweise entstehenden Unterdruck zu

verhindern.

Die Injektionskapillare wurde nun neu ausgerichtet und es erfolgte die Virusinjektion in den
kontralateralen PVN. Zum Schluss erfolgte der Verschluss der Operationswunde durch die

Naht der Kopfhaut.

Im weiteren Verlauf bis zum Aufwachen wurde der Erhalt der Kérpertemperatur durch eine
Heizmatte sichergestellt. In der folgenden Woche erfolgte die tagliche Kontrolle von
Koérpergewicht, Nahrungs- und Wasseraufnahme, um den Erholungsprozess des Tieres zu

Uberwachen.

Bevor mit dem weiteren Versuchsablauf fortgefahren wurde, mussten die Versuchstiere
die vollstéandige Erholung von der Operation anzeigen. MaRgeblich hierfiir waren die
Rickkehr zum Korpergewicht vor der Operation, normales Verhalten und das Fehlen von
Krankheitszeichen. Es wurde jedoch immer ein Mindestabstand von fiinf Tagen zur
Operation eingehalten.
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Abbildung 1: Versuchstier Abbildung 2: Versuchstier mit Abbildung 3: Stereotaktische
eingespannt im stereotaktischen  erdffneter Kopfhaut; Darstellung  Injektion des AAV in den rechten
Apparat des Orientierungspunktes PVN
Bregma

2.2.3 Messrhythmus

Jedes Versuchstier unterlag nach der Virusinjektion einem 14-tagigen Messzyklus, welcher
insgesamt vier Mal wiederholt wurde. Jeder Messzyklus bestand aus der ersten Woche, in
der jeweils einmal die Korperzusammensetzung, die Thermogenese und die direkte
Warmeabgabe bestimmt wurden. Daran schloss sich eine Woche Pause an, welche die
zweite Woche eines jeden Messzyklus darstellt. Auch innerhalb der ersten Woche wurde
durch die Kontrolle des Korpergewichts sichergestellt, dass die Versuchstiere zwischen den

einzelnen Messungen genug Erholungszeit erhielten.

Weiterhin erfolgte die Erfassung von Korpergewicht, Nahrungsaufnahme und
Wasseraufnahme durch dreimal wdchentliches Wiegen von Futter, Wasser und
Versuchstier. Da diese MalRnahmen nicht mit Stress fiir das Versuchstier verbunden sind,
wurden sie auch wahrend der Pausenwochen durchgefiihrt. In Tabelle 1 ist der

Versuchsablauf schematisch dargestellt.

Tag1l Tag 2 Tag3 Tag 4 Tag5 Tag6 Tag7
Wiegen + .
Wiegen +
Messung der Thermo- . .
. . Wiegen Pause Direkte Pause Pause
Kérperzusam graphie . .
Kalorimetrie
-mensetzung
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Tag 8 Tag9 Tag 10 Tag 11 Tag 12 Tag 13 Tag 14

Wiegen Pause Wiegen Pause Wiegen Pause Pause

Tabelle 1: Schematische Darstellung des Messrhythmus

2.3 Messmethoden

2.3.1 Zeitliches Profil der Nahrungsaufnahme

Nachdem sich ein Unterschied in der Nahrungsaufnahme zwischen den beiden Gruppen
zeigte, wurde sieben Wochen nach Virus-Applikation zusatzlich zur routinemafigen
Kontrolle der Nahrungsaufnahme ein 24-Stunden-Profil angefertigt, um strukturelle
Veranderungen in der circadianen Rhythmik der Nahrungsaufnahme zu erfassen. Auf dem

folgenden Zeitstrahl sind die genauen Messzeitpunkte aufgefiihrt.

17:00 18:00 20:00 23:00 5:00 6:00 8:00 11:00 17:00

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Messzeitpunkte fiir das 24-Stunden-Profil der
Nahrungsaufnahme

2.3.2 Direkte Kalorimetrie

Die nicht-evaporative Warmeabgabe der Versuchstiere wurde mittels direkter Kalorimetrie
quantifiziert. Da es keine kommerziell erhaltlichen direkten Kalorimeter fiir Ratten gibt,
wurde ein von unserer Arbeitsgruppe selbst konstruiertes Kalorimeter verwendet, welches
auf dem von Prof. em. Dr. Ingolf Lamprecht der Freien Universitdat Berlin entwickelten
System basiert (98). Dabei dient eine modifizierte Kiihlbox als Kalorimeter. Diese enthalt
ein Thermo-Element, welches normalerweise nach dem Anlegen einer elektrischen
Spannung eine Temperaturdifferenz zwischen Innen- und Aulenseite erzeugt (Peltier-

Effekt) und so den Innenraum herunterkihlen kann.

Die Funktionsweise unseres Kalorimeters beruht auf der Umkehrung dieses Prinzips, indem
das Thermo-Element als Warmesensor fungiert und eine Spannung liefert (Seebeck-Effekt).
Diese Spannung ist innerhalb des von uns untersuchten Temperaturbereichs proportional
zur erzeugten Warme. Sie wird im Versuch mit einem Voltmeter gemessen und durch eine

Software (VC 820/840 Inferface Program Ver. 1.00) jede Minute Uber einen Zeitraum von
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acht Stunden aufgezeichnet. Im Vorfeld der Messungen erfolgte eine 4-Punkt-Kalibrierung

mit einem elektrischen Widerstand von 1,5 kQ und einer Spannungsquelle.

Um eine Beeinflussung des Messsignals durch die Verdanderung der Kontaktflache des
Versuchstieres mit dem Kalorimeter (z.B. durch den Wechsel von Stehen zu Liegen) zu
verhindern, muss die Warmeleitung zwischen Tier und Kalorimeter unterbunden werden.
Hierzu befindet sich in dem Kalorimeter eine Aluminiumbox (180 mm x 125 mm x 160 mm),
die mit Polypropylen-Distanzstiicken im Abstand von 2 mm zu den Seitenwdanden und
6 mm zu Boden und Vorderwand fixiert ist. So ist der Warmetransport nur durch

Konvektion und Warmestrahlung moglich.

Zum Luftaustausch befindet sich an einer Schmalseite der Aluminiumbox in Bodennahe ein
5mm hoher Schlitz Giber die gesamte Seitenbreite. Weiterhin saugt eine Membranpumpe
die bodennahe CO,-reiche Luft tiber PE-Schldauche ab. Die Flussrate der Pumpe betragt

200 + 10 ml/min, wahrend Offnungen im Deckel die Zufuhr von Frischluft ermdglichen.

An jedem Versuchstag erfolgte eine ausfuhrliche Kontrolle der gesamten Apparatur sowie
der Funktionsfahigkeit und Flussraten der Pumpen mithilfe eines Durchflussmessers, um
die Sicherheit der Versuchstiere und die Korrektheit der erhobenen Daten zu
gewadhrleisten. Sowohl unmittelbar vor Beginn einer Kalorimeter-Sitzung als auch direkt
danach wurde das Gewicht des Versuchstiers bestimmt. Mit Abschluss der Messung hatte

das Tier wieder freien Zugang zu Futter und Wasser.

Abbildung 5: Versuchstier im Kalorimeter
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2.3.3 Ruhe-Infrarot-Thermographie

Die Temperaturen von Interskapularregion, Gehorgang und Schwanz wurden mittels
Infrarot-Thermographie bestimmt. Wahrend die Gehdérgangstemperatur, aufgrund der
Korrelation beider Variablen (102), als MaR fir die Kérperkerntemperatur verwendet
werden kann, stellt die Schwanztemperatur ein Mal} fiir die Vasodilatation oder -
konstriktion dar. Die Temperatur der Interskapularregion gibt Auskunft UGber die

Warmeproduktion des interskapularen braunen Fettgewebes.

Bei den Versuchen kam eine Infrarot-Thermographie Kamera mit einer Infrarot-Auflésung
von 640 x 512 Pixel und einer Thermal-Sensitivitdt < 0,05 °C bei +30 °C zum Einsatz. Im
Vorfeld der ersten Messung erfolgte eine umfangreiche Habituation der Versuchstiere
sowohl an den Versuchsraum als auch an das notwendige Handling. Weiterhin wurde zwei
Tage vor der Messung die Interskapularregion rasiert. Am Versuchstag selbst wurden die
Tiere um 7:00 Uhr morgens in den Versuchsraum gebracht und fiir zwei Stunden ungestort
belassen, so dass die meisten Tiere zu Beginn des Versuches schliefen. AnschlieRend
wurden die Tiere rasch und vorsichtig aus dem Kafig genommen, unter der Kamera platziert
und ein Set aus drei Bildern pro Kérperregion aufgenommen. Danach wurden die Tiere in
den Kafig zuriickverbracht. Diese gesamte Prozedur dauerte weniger als 30 Sekunden pro

Versuchstier.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mithilfe der Software FLIR Quick Report 1.2. Dabei
wurde die entsprechende Region jeweils markiert und die Durchschnittstemperatur
ermittelt. Zur weiteren Analyse wurde die jeweils hochste Durchschnittstemperatur eines

jeden Bildersets verwendet.
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Abbildung 6: Infrarotbild der Abbildung 7: Infrarotbild des Abbildung 8:Infrarotbild des
Interskapularregion Gehérgangs Schwanzes

2.3.4 Stress-Infrarot-Thermographie

Bei der Stress-Infrarot-Thermographie kam dasselbe (in Kapitel 2.3.3 beschriebene)
Protokoll wie bei der Durchfiihrung der Ruhe-Infrarot-Thermographie zur Anwendung.
Nachdem ein erstes Bilderset als Referenzwert erstellt war, erfolgte die Applikation von
Restraint Stress fir jedes Versuchstier. Hierfiir wurde das Tier in einem Plexiglaszylinder
fixiert, wodurch keine Bewegung mehr moglich war. Da es sich um einen durchsichtigen

Zylinder handelte, konnte das Versuchstier von aulRen die ganze Zeit Gberwacht werden.

Nach fanf Minuten im Zylinder wurde sofort ein weiteres Bilderset erstellt und das Tier
zurick in den Kafig verbracht. Weiterhin wurden ein Bilderset 30 Minuten und eines 75

Minuten nach Ende des Stresses angefertigt.

Die Auswertung wurde so durchgefiihrt, wie schon in Kapitel 2.3.3 beschrieben.

2.3.5 Kérperzusammensetzung

Die Messung der Kérperzusammensetzung erfolgte mit Hilfe des Minispec LF110. Dabei
ermoglicht das nicht invasive Time-Domain Nuclear Magnetic Resonance (TD-NMR)
Verfahren eine Quantifizierung von Fett, Muskel und freier Fllssigkeit nach dem gleichen
Prinzip wie die Bildgebung bei der Magnetresonanztomographie, basierend auf der
relativen Relaxationszeit der Wasserstoffkerne. Zur Verwendung kam hierbei zusatzlich die

Software Opus 7.0.

An jedem Messtag erfolgte eine Kalibrierung nach den Angaben des Herstellers. Fiir die
Messung selbst wurde das Versuchstier in einem Plexiglaszylinder fixiert, so dass keine

Bewegungen mehr moglich waren. Im Anschluss wurde der Plexiglaszylinder im Analysator
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platziert und die Quantifizierung der Kérperzusammensetzung durchgefihrt. Hierflir war
eine Verweildauer von maximal 120 Sekunden erforderlich, bevor das Versuchstier wieder
in den Kafig verbracht wurde. Fir die Auswertung wurden die absoluten Massen der
verschiedenen Gewebe in Bezug auf das Korpergewicht normalisiert und der Ausgangswert

vor Virusinjektion fiir beide Gruppen jeweils als 100% festgesetzt.

2.3.6 Tétung und Organentnahme

Die Totung der Versuchstiere erfolgte durch Dekapitation. Anschliefend wurde sofort der
Glukosespiegel im Dekapitationsblut gemessen und die Gehirne sowie Proben von
folgenden Geweben und Organen wurden entnommen: Blut, iBAT, und Nebennieren. Es
erfolgte die sofortige Prdparation und Wagung der Nebennieren. Die Proben wurden
unverziglich auf Trockeneis eingefroren. Danach erfolgte die Lagerung bis zur weiteren

Analyse bei -80 °C.

2.4 Gehirne

2.4.1 Gefrierschnitte

Zur weiteren Analyse erfolgte die Anfertigung von 20 um dicken Gefrierschnitten der
Gehirne im Kryostat bei -20°C, wobei das Gehirn mittels Einbettmedium an der
Schnittplattform befestigt war. Es wurde die gesamte PVN-Region nach den Koordinaten
von Paxinos und Watson (1,60 mm bis 2,20 mm hinter Bregma) auf Membranobjekttrdagern

gesammelt (101). Die Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80 °C.

Abbildung 9: Gehirn, befestigt an Schnittplattform im Kryostat
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2.4.2 Immunfluoreszenz

Die Verteilung des Virus im PVN konnte mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops begutachtet
werden. Dafiur erfolgte die Begutachtung der Hirnschnitte sowie die Anfertigung von
Fotographien, um diese auf die Expression des fluoreszierenden Proteins mCherry

(Absorptionsmaximum: 587 nm; Emissionsmaximum: 610 nm) zu Gberprifen.

Abbildung 10: Darstellung der mCherry Expression im Abbildung 11: Darstellung der mCherry Expression in
PVN in der Fluoreszenzmikroskopie (10-fache der Fluoreszenzmikroskopie nach der Entfernung
Vergréferung) beider PVN mittels LCM (10-fache Vergréfierung)

2.4.3 Laser-Capture Mikrodissektion

Um den Virus Knockdown von NUCB2 im PVN zu validieren, erfolgte das Ausschneiden des
Kerngebietes unter Anwendung der Laser-Mikrodissektion (LCM). Nach Identifikation des
PVN erfolgte die Erstellung einer Schablone um diesen Kern mittels der PALM
RoboSoftware (siehe Abbildung 12). So war es moglich, mit dem Laser, exakt die
gewinschte Region in den korrespondierenden Schnitten auf den Membranobjektragern
auszuschneiden (siehe Abbildung 13). Von jedem Versuchstier wurden so insgesamt
Proben von sechs PVN (drei links und drei rechts) aus drei konsekutiven Schnitten
gesammelt. Die an einem Tier gewonnen Proben wurden dann gemeinsam fir die cDNA-

Synthese weiterverarbeitet.
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Abbildung 12: PVN beidseitig von Schablone Abbildung 13: Beidseitig ausgeschnittener PVN nach
umrandet Laser-Mikrodissektion

2.5 Molekulare Analysen

Die in den Kapiteln 2.5.1 bis 2.5.4 beschriebene qRT-PCR und die vorbereitenden Arbeiten
wurden mit der Unterstiitzung von Christine Eichholz im Labor von Prof. Dr. Olaf J6hren

durchgefihrt.

2.5.1 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA aus den mit der Laser-Mikrodissektion gewonnen Praparaten erfolgte
unter Verwendung des Absolutly RNA Nanoprep Kit. Um die Zellen zu lysieren und die RNA
zu gewinnen, wurde sofort nach Einsammeln der Prdparate bei der LCM 100 pl
Pufferlosung (hergestellt aus 100 pl Lysepuffer und 0,7 ul Mercaptoethanol) zu jeder Probe
hinzugegeben. Weiterhin erfolgte die Zugabe von 80 % Sulfolanlésung und der Transfer der
Losung in den dafiir vorgesehenen nano spin cup, in dem eine silica-based fiber matrix die
RNA bindet. Dieses Gefals wurde in ein 2 ml Eppendorfgefal} gestellt und bei 12.000 g fiir
60 Sekunden zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen und eine DNase-Behandlung

durchgefiihrt, um DNA-freie RNA zu erhalten.
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Hierfir erfolgte die Zugabe von low salt wash buffer und die Zentrifugation bei 12.000 g fur

60 Sekunden. Nach Verwerfen des Sediments und erneuter Zentrifugation bei 12.000 g fir
120 Sekunden, um die Matrix zu trocknen, wurden 15 pl eines Mix aus 2,5 ul RNase-freier
DNase | und 12,5 ul DNase Digestion Buffer direkt auf die Membran pipettiert. Es erfolgte
die Inkubation bei 37 °C fur 15 Minuten.

Durch Hinzugeben von 300 pl high-salt wash buffer und Zentrifugation bei 12.000 g fiir 60
Sekunden wurde die DNase Losung wieder ausgewaschen. Nach Verwerfen des Sediments
erfolgte eine weitere Waschung mit 300 pl low-salt buffer und erneuter Zentrifugation

(12.000 g, 60 Sekunden). Dieser Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt.

Durch dreiminitige Zentrifugation, nach Verwerfen des Sediments, wurde die Membran
wieder getrocknet. Daraufhin wurde das 2 ml SpitzbodengefdR gegen ein Neues

ausgetauscht.

AbschlieBend erfolgte das Herauslosen der RNA aus der Membran durch Zugabe von 10 pl
Elutionspuffer direkt auf die Membran, Inkubation bei Raumtemperatur fir 120 Sekunden
und Zentrifugation (12.000g, 5 Minuten). Die isolierte RNA konnte nun aus dem

Sammelgefall entnommen und weiterverarbeitet werden.

2.5.2 Nanodrop

Im Anschluss an die Isolation der RNA erfolgte die Uberpriifung der Reinheit der RNA-
Losung. Hierfir wird mittels Spektralphotometer die optische Dichte (OD) bei den
Wellenldangen 260 nm (Absorptionsmaximum der Nucleinsduren) und 280 nm
(Absorptionsmaximum der aromatischen Gruppen der Proteine) bestimmt und der
Quotient OD,6o / OD2so errechnet. Ein Wert > 2 wird als Beleg fiir eine hohe Reinheit der
RNA-L6sung gewertet, wahrend niedrigere Werte als Indikator fur Verunreinigungen zum
Beispiel durch Proteine oder Phenol gelten. Die in dieser Arbeit analysierten RNA-Losungen

wiesen einen OD260 / OD2s0 - Wert von 1,87 + 0,65 auf.

2.5.3 cDNA-Synthese

Aus der isolierten RNA erfolgte die cDNA Synthese unter Verwendung von Oligo(dt)20-

Primern und einem Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit. Weiterhin wurde ein
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Thermocycler verwendet. Die Pipettierschemata zur Herstellung des Primer- sowie des

Mastermix sind im Anhang unter Kapitel 9.5 zusammengefasst.

Es folgte das Mischen auf einem Ruttler fir 5 Sekunden, die Denaturierung von RNA und
Primern im Thermocycler bei 65 °C fir 5 Minuten und das anschlieBende Abkihlen auf Eis.
Daraufhin erfolgte die Zugabe von 8 pl Mastermix zu jeder Probe, das Mischen auf dem
Rattler fur 5 Sekunden und die Inkubation im vorgeheizten Thermocycler bei 50 °C fir 60
Minuten. Abschliefend wurde die Reaktion durch Inkubation fiir 5 Minuten bei 85 °C

beendet und die Proben bei -20 °C bis zur qRT-PCR gelagert.

2.5.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Zur Quantifizierung der im PVN vorhandenen mRNA von Nucb2 und Crf wurde die
synthetisierte cDNA mittels gRT-PCR amplifiziert. Die Quantifizierung erfolgt hierbei tiber
Fluoreszenzmessungen, wobei hierfiir der Platinum® SYBR® Green qRT-PCR SuperMix UDG
verwendet wurde. Die gleichzeitige Analyse der Verdlinnungsreihe eines Standards
ermoglicht die Berechnung der Anzahl an mRNA-Kopien (103). Die verwendeten Primer

sind in der nachfolgenden Tabelle 2 aufgefiihrt:

. . GroRRe des Amplikons
gRT-PCR-Primer Primersequenz (5‘ - 3Y)

[Basenpaare]
r CRF 37F AAAGGGGAAAGGCAAAGAAA 137
r CRF 137R GTTTAGGGGCGCTCTCTTCT
r NUCB2 247F TTTCTCTTGGTTCCGTGCGT
r NUCB2 357R TGGCGGTTCTATCCTTGCA 142
r beta-Actin 968F TGTTGCCCTAGACTTCGAGCA 168
r beta-Actin 1135R ATGCCACAGGATTCCATACCC

Tabelle 2: Primersequenzen fiir gRT-PCR

Nach dem Pipettierschema, welches im Anhang in Tabelle 8 zu finden ist, erfolgte die

Herstellung des Mastermix.

Daraufhin wurde die Verdiinnungsreihe des Standards durch Hinzugabe von TE-
Pufferlésung in den Verdiinnungsstufen 107, 10°, 10°, 10% und 10° angefertigt. Fiir CRF
erfolgte die Herstellung der Verdiinnungsstufen 109, 10°, 108, 10’ und 10°. AnschlieRend
wurden 40 pl des Mastermix in jedes Well einer 96-Well-Platte pipettiert und 10 pul cDNA

(1 Well / Probe), Wasser (2 Wells) oder Standardlésung (2 Wells / Verdiinnungsstufe)
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hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer Folie verschlossen, bei 1.000 g zentrifugiert und

in den Thermocycler mit der Software fiir die Sequenzdetektierung gestellt. Es erfolgte ein
2-Stufen Zyklus, wobei erst fir zwei Minuten eine Temperatur von 50 °C herrschte, diese
dann auf 95 °C erhéht und wieder fiir zwei Minuten gehalten wurde. Danach liefen 50

Zyklen mit 90 °C fiir 15 Sekunden und 60 °C fiir 30 Sekunden.

2.5.5 Radioimmunoassay

Aus dem Dekapitationsblut erfolgte die Bestimmung der Corticosteronkonzentration im
Plasma. Hierbei handelt es sich somit um die Konzentration von Corticosteron im
Ruhezustand, da vor der Tétung keine Manipulation der Versuchstiere stattgefunden hat.
Diese Messungen wurden von Dr. Sandro Catzeddu mithilfe eines kommerziell erhaltlichen
Radioimmunoassays, unter Berilicksichtigung der Anweisungen des Herstellers,
durchgefiihrt. Die angewendete Prozedur wurde bereits ausfihrlich in einer vorherigen

Publikation beschrieben (104).

2.5.6 Massenspektrometrie

Zur Analyse des Lipidoms der Versuchstiere kam das Verfahren der Massenspektrometrie
zum Einsatz. Hierfir wird eine Serumprobe zuerst mittels Flissigchromatographie
aufgetrennt und die Lipide im nachgeschalteten Massenspektrometer fragmentiert und
detektiert. Das im folgenden Abschnitt beschriebene Protokoll wurde von MSc. Julica
Folberth im Labor des Instituts fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und

Toxikologie der Universitat zu Libeck angewendet.

Zuerst erfolgte zu 50 ul Serum die Zugabe von 1.000 ul einer Mischung aus Methanol,
Methyl-tert-butylether und Chloroform (Verhaltnis 1,33:1:1), die zusatzlich 100 pg/I
Butylhydroxytoluol sowie 2,5 pl SPLASH Internal Standard Mix enthielt. Die Probe wurde
far 30 Sekunden auf einem Rittler durchmischt, bei 25 °C und 950 rpm fir 30 Minuten auf
dem Schittelinkubator inkubiert und erneut fir 30 Sekunden durchmischt. AnschlieBend
wurde die Probe fiir zehn Minuten bei 2.000 g zentrifugiert, der Uberstand gesammelt, im
Vakuumkonzentrator fir ca. zwei Stunden getrocknet und in 50 ul Methanol und
Isopropanol (Verhaltnis 1:1) resuspendiert. Auf die erneute Zentrifugation bei 16.000 g flr

zehn Minuten folgte das Uberfiihren in die LC Glasbehilter.
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Nach Durchlauf der Flissigchromatographie, wahrend der die Molekiile aufgetrennt
werden, gelangt die Probe ins Massenspektrometer. Hier befindet sich ein HESI-lonisator
(Heated Electrospray Source), der die Probe erhitzt, sodass das Losungsmittel verdampft.
Gleichzeitig werden die zu untersuchenden Molekiile in die Gasphase tberfiihrt und
ionisiert. Die lonen werden durch ein elektrisches Feld beschleunigt und im Analysator
nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhadltnis aufgetrennt. Die simultane Messung einer
definierten Lipidmenge (enthalten in dem SPLASH Internal Standard Mix) ermdglicht neben
der Identifizierung auch die Quantifizierung der untersuchten Lipide. Zusatzlich wurden

Proben zur Qualitatskontrolle mitgemessen.

Die Auswertung der Messung erfolgte unter Verwendung der Software TraceFinder™ 4.1.
Dabei wurden fiir jedes Lipid dieselben Kriterien angewendet. So musste bei drei
wiederholten Injektionen der gleichen Qualitatskontrolle, fir mindestens drei
verschiedene Konzentrationen, die Variation CV % <20 % sein. Weiterhin musste die
Linearitdt im gewahlten Konzentrationsbereich mit einem BestimmtheitsmaR R? > 0,95
gegeben sein und es durfte kein carry over (Verschleppung der Lipide in die nachste
Messung) stattgefunden haben. In den gleichzeitig gemessenen Blanks (reines
Losungsmittel) und Extraction Blanks (extrahiertes Wasser) dirfen keine Lipide

nachweisbar sein.

Unter diesen Voraussetzungen ist es moglich, die Lipide Uber das Masse-zu-Ladung-
Verhaltnis, Retentionszeit, Fragmente und Isotopenmuster eindeutig zu identifizieren,
wobei die Peaks mit einem internen Standard (Deuterium markierte Lipide) normalisiert
werden. Sofern es sich um die gleiche Lipidklasse handelt, werden diese dann auch gleich

quantifiziert (105,106).

2.6 Statistische Auswertung

Die zur statistischen Auswertung verwendete Software waren Microsoft Excel 15.33 und
GraphPad Prism 6.0. Bei allen dargestellten Daten handelt es sich um
Mittelwert + Standardabweichung. Die Korrelation zweier Variablen wurde tber Pearsons
Rangkorrelationskoeffizienten bestimmt. Das Signifikanzniveau fir alle Tests wurde als

p < 0,05 festgelegt.
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Der Effekt des Virus-Knockdowns wurde mit einer univariaten Varianzanalyse (ANOVA) mit

Messwiederholungen auf statistische Signifikanz hin (berprift. Dabei ist die
virusvermittelte NUCB2-Unterdriickung als Intersubjektfaktor und die Zeit als

Innersubjektfaktor anzusehen.

Stellte sich bei dieser Analyse fiir einen oder mehrere dieser drei Faktoren (Genotyp, Zeit
und Interaktion von Zeit und Genotyp) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen oder ein Trend mit p < 0,09 heraus, so erfolgte eine Post-hoc
Uberpriifung der einzelnen Messzeitpunkte nach Holm-Sidak. Die relevanten Zeitpunkte
sind dabei in den Graphen als signifikant (* flr p < 0,05), hoch signifikant (** fiir p < 0,01)
und hochst signifikant (*** fir p < 0,001) markiert. Hinsichtlich der Analyse des Lipidoms
erfolgte die Korrektur fiir multiples Testen mittels der Benjamini-Hochberg-Prozedur unter

Verwendung von MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) (107,108).

2.6.1 Fallzahlen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die AAV-Injektion in den PVN an insgesamt
zwolf Versuchstieren durchgefiihrt. Bei sechs Tieren wurde der NUCB2-Knockdown
durchgefihrt, wahrend 6 Tiere der Kontrollgruppe zugeordnet wurden. Hinsichtlich der
Messungen der Blutglukosekonzentration (Kap. 3.3), der direkten Kalorimetrie (Kap. 3.4),
der Ruhe-Infrarot-Thermographie (Kap. 3.5), des Kérpergewichts (Kap. 3.6), des Lipidoms
(Kap. 3.8) , der Stress-Infrarot-Thermographie (Kap. 3.9), des Nebennierengewichts (Kap.
3.10, 3.11) sowie der Corticosteronkonzentration (Kap. 3.12) und der mRNA im PVN (Kap.
3.13) betragt die Fallzahl daher n =6 pro Gruppe. Lediglich in Kapitel 3.4.1 Woche sechs
und Kapitel 3.13 musste jeweils ein Versuchstier der NUCB2-Knockdowngruppe aus
technischen Griinden ausgeschlossen werden. Die Messung der Kérperzusammensetzung
(Kap 3.7) konnte aufgrund des eingeschriankten Zugangs zum Minispec aus
Kapazitatsgriinden nur an insgesamt acht Versuchstieren durchgefiihrt werden, weshalb
die Fallzahl hierbei n = 4 pro Gruppe betragt. Weiterhin wurden jeweils zwei Versuchstiere
derselben Gruppe in einem Kéfig gehalten, weshalb keine Differenzierung zwischen beiden
Tieren moglich war, sodass Nahrungsaufnahme (Kap 3.1) und Wasseraufnahme (Kap. 3.2)

jeweils pro Kafig (Fallzahl n = 3 pro Gruppe) ausgewertet wurden.
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3 Ergebnisse

Um die physiologischen Funktionen von endogenem NUCB2/Nesfatin-1 im PVN auf die
Energiehomoostase zu untersuchen, wurde im Rahmen einer tierexperimentellen Studie
bei mannlichen Wistar Ratten eine AAV-vermittelte Suppression von paraventrikuldarem
NUCB2 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Versuchstiere im Hinblick auf
Korpergewicht und -zusammensetzung, Lipidom, Wasser- und Futteraufnahme,
Wadrmeabgabe, Thermogenese und Stressreaktion phanotypisch charakterisiert.
AbschlieBend erfolgte auf molekularer Ebene die Untersuchung der mRNA Expression im

PVN.

Fir alle in dieser Arbeit dargestellten Abbildungen gilt, dass die Kontrollgruppe in
dunkelgrau und die NUCB2-Knockdowngruppe in hellblau abgebildet ist. Einzig bei den
Abbildungen 23 B, 24 B, 25 B und 47 wurde auf diese Unterscheidung verzichtet, da hier
beide Gruppen zusammengefasst sind. Die Prdsentation aller Daten erfolgt als

Mittelwert + Standardabweichung.

3.1 Nahrungsaufnahme
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Abbildung 14: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Nahrungsaufnahme; n = 3 (Der Pfeil symbolisiert den
Zeitpunkt der Virusinjektion); modifiziert nach Stephan et al. (109)

Zu Beginn des Versuches bestand zwischen beiden Versuchsgruppen kein Unterschied
bezliglich der Nahrungsaufnahme (F(1,4) =2,27; n.s.). Nach der Operation zeigte die
statistische Analyse (ANOVA mit Messwiederholungen) einen signifikanten Unterschied fiir

die Interaktion aus Zeit und Genotyp zwischen den Gruppen (F (7,28) = 3,91; p = 0,0043),
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wobei eine Post-Hoc Untersuchung den Unterschied in Woche drei als statistisch signifikant

identifizierte.

3.1.1 Zeitliches Profil der Nahrungsaufnahme
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Abbildung 15: Effekt des NUCB2-Knockdown auf das zeitliche Profil der Nahrungsaufnahme; n = 3 (in Woche
sieben nach Virusinjektion)

In der Dunkelphase war kein Unterschied zwischen beiden Gruppen zu erkennen
(F(1,4) =0,23; n.s.), wahrend sich in der Hellphase eine erhohte Nahrungsaufnahme der
Knockdowngruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte. In der ANOVA mit
Messwiederholungen fand sich fiir die Hellphase hinsichtlich der Interaktion aus Genotyp
und Zeit ein statistischer Trend, der nicht ganz Signifikanzniveau erreichte (F (3,12) = 3,48;
p = 0,0505). Diese gesteigerte Nahrungsaufnahme lieR sich auf die 2. Halfte der Hellphase,
also zwischen Stunde 18 und 24 terminieren, in der die Knockdowntiere die doppelte
Nahrungsmenge der Kontrolltiere zu sich nahmen. Der Post-Hoc Test zeigte fir diesen

Zeitpunkt einen hoch signifikanten Unterschied.
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3.2 Wasseraufnahme
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Abbildung 16: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Wasseraufnahme; n = 3 (Der Pfeil symbolisiert den
Zeitpunkt der Virusinjektion.)

Bei der Wasseraufnahme war weder vor der Virusinjektion (F(1,4)=0,22; n.s.) noch
danach (F (1,4) = 0,48; n.s.) ein Unterschied zwischen Knockdown- und Kontrolltieren zu

beobachten (ANOVA mit Messwiederholungen).

3.3 Blutglukosekonzentration
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Abbildung 17: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Blutglukosekonzentration, n = 6; ibernommen aus
Stephan et al. (109)

Zum Zeitpunkt der Totung und Organentnahme erfolgte die gleichzeitige Messung der
Blutglukosekonzentration. Dabei lieR sich ein ~11 % erhohter Blutzuckerspiegel bei den
NUCB2-Knockdowntieren im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen (124,5 + 10,9 mg/dl
vs. 112,2 + 7,2 mg/dl). Dieser Unterschied erwies sich im Student’s T-Test als statistisch

signifikant.
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3.4 Direkte Kalorimetrie

Die nicht-evaporative Warmeabgabe wurde mittels direkter Kalorimetrie quantifiziert. Flr
die Auswertung wurde die erste Stunde entfernt, da in dieser Zeit die Equilibrierung der
Gerate stattfindet. Die Einbeziehung dieser Daten wiirde zu einer Verfdlschung des Faktors
Zeit in der Statistik fiihren und ebenso die durchschnittlichen Werte der Warmeproduktion

deutlich beeinflussen. Daher erfolgt lediglich Auswertung der Stunden zwei bis acht.
3.4.1 Nicht-evaporative Wérmeabgabe

Woche zwei

A B

Warmeproduktion [W/kg° 75]
¢
Warmeproduktion [Wlkg0 75]

_
Stunde 2 -8

Zeit [h]

Abbildung 18: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die nicht-evaporative Wédrmeabgabe in Woche zwei nach
Virusinjektion; n = 6 (A: stiindlich; B: durchschnittlich von Stunde zwei bis acht)

Zwei Wochen nach der Virusinjektion lieB sich kein statistisch signifikanter Effekt (ANOVA
mit Messwiederholungen) des Genotyps auf die stindliche Warmeabgabe feststellen
(F(1,20) = 0,56; n.s.), wie Abbildung 18 A verdeutlicht. Lediglich der Einflussfaktor Zeit war
statistisch gesehen signifikant (F (6,60)=7,96; p<0,0001). Die durchschnittliche
Wadrmeabgabe von Stunde zwei bis acht, in Abbildung 18 B dargestellt, zeigte auch keinen

Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen (Student’s T-Test).
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Woche vier
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Abbildung 19: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die nicht-evaporative Wédrmeabgabe in Woche vier nach
Virusinjektion; n = 6 (A: stiindlich; B: durchschnittlich von Stunde zwei bis acht)

Auch in der vierten Woche nach Virusinjektion war kein Unterschied zwischen den Gruppen
erkennbar. So lieferte die ANOVA mit wiederholten Messungen (Abbildung 19 A) ein nicht
signifikantes Ergebnis (F (1,10) =0,05; n.s.). Gleichzeitig zeigte auch die Analyse der
durchschnittlichen Warmeabgaben von Stunde zwei bis acht (Abbildung 19 B), dass die

Warmeabgabe beider Versuchsgruppen annahernd gleich ist (Student’s T-Test).

Woche sechs
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Abbildung 20: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die nicht-evaporative Wédrmeabgabe in Woche sechs nach
Virusinjektion; n = 6; 5 (A: stiindlich; B: durchschnittlich von Stunde zwei bis acht); iibernommen aus Stephan
etal. (109)

Nach sechs Wochen liel8 sich in der direkten Kalorimetrie eine signifikante Reduktion
(ANOVA mit Messwiederholungen) der nicht-evaporativen Warmeabgabe in den NUCB2-
Knockdowntieren gegeniiber den Kontrolltieren erkennen (F (1,9) = 28,4; p = 0,0005). Zur

Analyse einzelner Zeitpunkte wurde der Holm-Sidak Post-Hoc Vergleich angewendet. Da es
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sich beim Knockdown nicht um einen akuten sondern um einen chronischen Effekt handelt,
wurde die durchschnittliche Warmeabgabe von Stunde zwei bis acht im Kalorimeter
berechnet. Zu erkennen war eine statistisch hochst signifikante Reduktion um ~15 %
(4,58 + 0,18 W/kg®”> vs. 5,37 + 0,28 W/kg®’>, p < 0,001; Student’s T-Test) verglichen mit
der Kontrollgruppe (Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die nicht-evaporative Wérmeabgabe in Woche acht nach
Virusinjektion; n = 6 (A: stiindlich; B: durchschnittlich von Stunde zwei bis acht)

In der achten Woche lieR sich kein Unterschied (ANOVA mit Messwiederholungen)
hinsichtlich der nicht-evaporativen Warmeabgabe im Kalorimeter mehr feststellen
(F(1,10) = 0,18; n.s.). Auch die Analyse der durchschnittlichen Warmeabgabe von Stunde
zwei bis acht (Student’s T-Test) zeigte, dass diese bei beiden Gruppen ungefihr gleich ist

(4,90 + 0,18 W/kg®75 vs. 4,76 + 0,74 W/kg®75, p = 0,68; n.s.).

3.4.2 Korrelation von nicht-evaporativer Wérmeabgabe und Kérpergewichtsverlust
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Abbildung 22: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Korrelation der nicht-evaporativen Wédrmeabgabe mit
dem Kérpergewichtsverlust im Kalorimeter (A: Kontrollgruppe, n = 24, B: NUCB2-Knockdowngruppe, n = 23)
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Korreliert man die durchschnittliche, nicht-evaporative Warmeabgabe von Stunde zwei bis
acht mit dem Korpergewichtsverlust der Versuchstiere wahrend der Zeit im Kalorimeter
unter Verwendung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson, so zeigte sich fir die
Kontrollgruppe eine nur schwach positive, nicht signifikante (r=0,2667; p =0,21; n.s.)
Korrelation. Gleichzeitig wies die NUCB2-Knockdowngruppe eine stark positive, hochst
signifikante (r = 0,6881; p = 0,0003) Korrelation beider Variablen auf. Die Gruppengréfe
betragt n = 24 fir die Kontrolltiere und n = 23 fir die Knockdowntiere. Es wurden alle
Messungen im Kalorimeter mit einbezogen, sodass jedes Versuchstier mit Werten von vier
verschiedenen Zeitpunkten (ein Tier der Knockdowngruppe nur an drei Zeitpunkten)

vertreten ist.

3.5 Ruhe-Infrarot-Thermographie

Zur Ermittlung der Thermogenese des braunen Fettgewebes wurde die Temperatur der
Interskapularregion unter der Verwendung von Infrarot-Thermographie erfasst.
Gleichzeitig diente die Ermittlung der Gehorgangstemperatur als MaB fir die
Koérperkerntemperatur wahrend die Temperatur des Schwanzes Auskunft Uber die

Vasokontraktilitat gab.

3.5.1 Temperatur von iBAT, Gehérgang und Schwanz
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Abbildung 23: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die iBAT-Temperatur nach Virusinjektion (A: Kontroll- und
NUCB2-Knockdowngruppe getrennt, n = 6; B: Kontroll- und NUCB2-Knockdowngruppe gemeinsam, n = 12);
modifiziert nach Stephan et al. (109)
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Bei der unter Verwendung einer Infrarotkamera ermittelten Temperatur des iBAT bestand
kein Unterschied (ANOVA mit Messwiederholungen) zwischen der NUCB2-Knockdown
Gruppe und den Kontrolltieren (Abbildung 23 A; F (1,10) = 0,08; n.s.). Allerdings erwies sich
der Faktor Zeit als statistisch signifikant (F (3,30) = 40,61; p <0,0001). Kombiniert man
beide Gruppen (Abbildung 23 B), so ist eine statistisch hochst signifikante Reduktion der
Temperatur des braunen Fettgewebes um ~5 % (39,0 £ 0,79 °Cvs. 37,2 £ 0,29 °C) nach acht

Wochen erkennbar (Dunnett’s Test).
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Abbildung 24: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Gehérgangstemperatur nach Virusinjektion (A: Kontroll-
und NUCB2-Knockdowngruppe getrennt, n = 6; B: Kontroll- und NUCB2-Knockdowngruppe gemeinsam,
n = 12); maodifiziert nach Stephan et al. (109)

Hinsichtlich der Gehdrgangstemperatur zeigte die ANOVA mit wiederholten Messungen,
dass kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen bestand (Abbildung 24 A;
F (1,10) = 1,84; n.s.). Jedoch stellte auch hier die Zeit einen signifikanten Einflussfaktor dar
(F(3,30) =19,89; p <0,0001.). AnAbbildung 24 B lasst sich erkennen, dass die Temperatur
des Gehorgangs aller Versuchstiere von Woche zwei bis vier signifikant um ~3 %
(37,9+0,48 °Cvs. 39,2 + 0,37 °C) anstieg (Dunnett’s Test). Im Anschluss nahm diese wieder
ab und erreichte in der achten Woche fast das Ausgangsniveau (37,9 +0,48 °C vs.

38,1+0,34°C).
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Schwanz
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Abbildung 25: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Schwanztemperatur nach Virusinjektion (A: Kontroll-
und NUCB2-Knockdowngruppe getrennt, n = 6; B: Kontroll- und NUCB2-Knockdowngruppe gemeinsam,
n = 12); maodifiziert nach Stephan et al. (109)

Bei der Messung der Temperatur des Schwanzes ergab sich erneut kein Unterschied
(ANOVA mit Messwiederholungen) zwischen den beiden Versuchsgruppen (Abbildung
25A; F(1,10)=0,37; n.s.). Die Zeit war auch hier ein signifikanter Einflussfaktor
(F(3,30) =17,01; p = 0,0002). Es zeigte sich bei allen Versuchstieren (Abbildung 25 B) eine
hoch signifikante Reduktion der Schwanztemperatur um ~4% (33,8+0,76°C vs.

32,6 £ 0,72 °C) in Woche acht verglichen mit dem Ausgangswert (Dunnett’s Test).
3.5.2 Korrelationen der Temperaturen der drei Kérperregionen
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g A c B
= =
=] >
® 404 n ® 40
@ - @
g s = g
[ | n —
2 = 2
» 384 u n ® 38 /
=) a - o
(= L] FL c
< <
o o
i S
:0 He)
S 36 r T T T S 36 T T r r
O 36 38 40 42 (O] 36 38 40 42
iBAT Temperatur [°C] iBAT Temperatur [°C]

Abbildung 26: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Korrelation von iBAT- und Gehdrgangstemperatur (A:
Kontrollgruppe, n = 24; B: NUCB2-Knockdowngruppe, n = 24)

Fir beide Versuchsgruppen zeigten sich hoch signifikante, positive Korrelationen der

mittels Infrarot-Thermographie ermittelten Temperaturen von iBAT und Gehdrgang, unter
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Verwendung von Pearson’s Korrelationskoeffizienten. Dabei ist die GroRBe der
Korrelationen fir beide Gruppen fast identisch (Kontrolle: r =0,5205; p = 0,009; NUCB2-
Knockdown: r = 0,5463; p = 0,006). Verwendet wurden alle Daten aus allen Messungen, so

dass fur jedes Tier insgesamt vier Werte in die Berechnung mit einbezogen wurden.

Korrelation von iBAT und Schwanztemperatur
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Abbildung 27: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Korrelation von iBAT- und Schwanztemperatur (A:
Kontrollgruppe, n = 24; B: NUCB2-Knockdowngruppe, n = 24)

Korreliert man die Temperatur vom iBAT mit der des Schwanzes, so ergab sich eine hoch
signifikante, positive Korrelation beider Variablen fir die zwei Versuchsgruppen. In der
Knockdowngruppe zeigte sich eine groRRere positive Korrelation (r = 0,5519; p = 0,005) als
in der Kontrollgruppe (r = 0,4224; p = 0,040). Die Berechnung erfolgte erneut mit Pearson’s

Korrelationskoeffizienten unter Einbeziehung aller Messergebnisse jedes Versuchstieres.

Korrelation von Gehérgangs- und Schwanztemperatur
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Abbildung 28: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Korrelation von Gehérgangs- und Schwanztemperatur

(A: Kontrollgruppe, n = 24; B: NUCB2-Knockdowngruppe, n = 24)

Analysiert man den Zusammenhang zwischen

Gehorgangstemperatur  und

Schwanztemperatur mithilfe von Pearson’s Korrelationskoeffizienten und verwendet alle
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vier Messungen, so zeigten sich nur schwache, positive Korrelationen in beiden Gruppen
(Kontrolle: r =0,323; NUCB2-Knockdown: r = 0,3815), welche jedoch als nicht signifikant
angezeigt wurden (Kontrolle: p = 0,124; NUCB2-Knockdown: p = 0,066).

3.6 Korpergewicht
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Abbildung 29: Effekt des NUCB2-Knockdown auf das Kérpergewicht, n = 6 (Der Pfeil symbolisiert den
Zeitpunkt der Virusinjektion); modifiziert nach Stephan et al. (109)

Vor der Operation bestand zwischen beiden Gruppen hinsichtlich des Kérpergewichts kein
Unterschied (F (1,10) = 0,09; n.s.). Das mittlere Kérpergewicht beider Versuchsgruppen
Uber die Dauer des gesamten Versuchs ist in Abbildung 29 dargestellt. Die Analyse mit einer
univariaten ANOVA mit Messwiederholungen zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Gruppen (F (1,10) = 5,68; p = 0,0384), wobei die Knockdowngruppe von
der zweiten bis zur achten Woche ~10 % schwerer war. Die mittels Holm-Sidak Post-Hoc

Vergleich als statistisch signifikant erkannten Zeitpunkte sind im Graphen gekennzeichnet.

3.7 Koérperzusammensetzung

Unter Verwendung der TD-NMR Technologie erfolgte eine Quantifizierung der
Korperzusammensetzung der Versuchstiere. Fiir die Auswertung wurden die absoluten
Massen der verschiedenen Gewebe in Bezug auf das Korpergewicht normalisiert.
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AnschlieBend wurden die Ausganswerte vor der Virusinjektion flir beide Gruppen jeweils

als 100% festgelegt und die folgenden Messwerte hierzu in Bezug gesetzt.
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Abbildung 30: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Muskelmasse, n = 4 (Der Pfeil symbolisiert den
Zeitpunkt der Virusinjektion.); (ibernommen aus Stephan et al. (109)

Hinsichtlich der Muskelmasse zeigten beide Gruppen eine Abnahme lber den Zeitraum von
acht Wochen. Dabei lie sich allerdings kein Unterschied (ANOVA mit

Messwiederholungen) zwischen den beiden Gruppen feststellen ( F (1,6) = 0,23; n.s.).
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Abbildung 31: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Freie Fliissigkeit, n = 4 (Der Pfeil symbolisiert den
Zeitpunkt der Virusinjektion.); ibernommen aus Stephan et al. (109)

Die Knockdowntiere zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren einen starkeren Anstieg der
freien Flussigkeit. Dies ist in Abbildung 31 gezeigt, wobei die relative Masse an freier

FlUssigkeit bezogen auf den Ausgangswert vor der Operation dargestellt wird. Hierbei

50



Ergebnisse

handelte es sich um einen in der univariaten ANOVA mit Messwiederholungen als
statistisch signifikant angezeigten Unterschied (F(1,6) =26,11; p =0,0022), wobei die

einzelnen Zeitpunkte erneut mit dem Holm-Sidak Post Hoc Test tGberprift wurden.
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Abbildung 32: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Fettmasse, n = 4 (Der Pfeil symbolisiert den Zeitpunkt
der Virusinjektion.); ibernommen aus Stephan et al. (109)

Der vorliegende Graph in Abbildung 32 zeigt die relative Masse des Fettgewebes bezogen
auf den Ausgangswert vor der Operation. Zu erkennen ist eine deutlich starkere Zunahme
des Fettgewebes in der Knockdowngruppe lber die gesamte Dauer des Versuches, welche
in einer fast 3-fach hoheren Zunahme der Fettmasse in Woche acht verglichen zur
Kontrollgruppe resultierte (~48 % vs ~17 %). Dabei handelte es sich um einen statistisch
signifikanten Unterschied, wie die univariate ANOVA mit Messwiederholungen zeigte

(F(1,6) = 12,17; p = 0,0130). Die Uberpriifung einzelner Zeitpunkte erfolgte mit dem Holm-
Sidak Post-Hoc Vergleich.

3.8 Lipidom

3.8.1 Quantifizierung der verschiedenen Lipide

Die Quantifizierung der Serumlipide erfolgte zehn Wochen nach Virusinjektion mittels an
Flassigkeitschromatographie gekoppelter Tandem-Massenspektrometrie. Die Auswertung
der einzelnen aus dem Plasma der Versuchstiere quantifizierten Lipide erfolgte relativ zur

Kontrollgruppe, welche immer als 100 % definiert wurde.
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Hierbei zeigten 13 der 99 analysierten Lipide in der NUCB2-Knockdowngruppe signifikant
erhohte Serumspiegel, wie in Kapitel 9.6 im Anhang dargestellt (Sphingomyelin (d32:1),
Lysophosphatidylcholin (18:1), Lysophosphatidylethanolamin (18:1), Phosphatidylcholin
(31:1, 32:2, 33:1, 35:1, 35:2, 37:1, 37:2) und Phosphatidylinositol (34:1, 36:1, 36:2)). Nach
der Korrektur fiir multiples Testen erwies sich allerdings keines der untersuchten Lipide

mebhr als signifikant verandert.

class I
.‘ Kontrolle

‘ NUCB2-Knockdown

Abbildung 33: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Lipidkonzentrationen im Serum zehn Wochen nach
Virusinjektion. Die Darstellung der Durchschnittswerte erfolgt als Heatmap fiir alle 99 analysierten Lipide,
n=6

Obwohl keine einzelnen Lipide als signifikant erhoht identifiziert wurden, zeigt Abbildung
33 insgesamt dennoch eine eindeutige Tendenz zu einer generellen Erhéhung der
Lipidkonzentration im Serum der NUCB2-Knockdowngruppe verglichen mit den

Kontrolltieren.
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Abbildung 34: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Lipidkonzentrationen im Serum zehn Wochen nach
Virusinjektion. Dargestellt sind alle Werte beider Gruppen als Heatmap fiir die 13 initial als signifikant
verdndert identifizierten Lipide, n = 6; libernommen aus Stephan et al. (109)

Betrachtet man die Konzentrationen der 13 initial als signifikant erhoht identifizierten
Lipide im Vergleich zur Kontrollgruppe, wie in Abbildung 34 dargestellt, so zeigt sich eine
deutlich (jedoch nicht signifikant) verdnderte Lipiddistribution im Serum der NUCB2-

Knockdowntiere.

3.8.2 Korrelationen der Lipide zum Phdnotyp

Aufgrund eines moglichen Zusammenhangs zwischen Lipidom und Phanotyp wurden alle
analysierten Lipide einzeln mit den drei Parametern Kérpergewichtszunahme, Zunahme
der Fettmasse und Blutglukosekonzentration unter der Verwendung von Pearson’s

Korrelationskoeffizienten auf Korrelationen untersucht.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Tabellen im Anhang in Kapitel 9.7 abgebildet.
Wadhrend Tabelle 13 nur die Zusammenfassungen der als signifikant erkannten
Korrelationen fir die jeweilige Lipidklasse angibt, ist die Auflistung aller Lipide separat in

Tabelle 14 dargestellt.

Bei den Ceramiden weist ein Anteil von 67 % der untersuchten Lipide eine signifikante
Korrelation mit der Kérpergewichtszunahme auf. Auch die Phosphatidylcholine (63 %) und
die Lysophosphatidylethanolamine (60 %) zeigen eine hohe Anzahl signifikanter

Korrelationen mit selbiger.
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Gleichzeitig zeigt sich fir die Blutglukosekonzentration der groRte Anteil an signifikanten
Korrelationen in der Klasse der Lysophosphatidylethanolamine (60 %). Fiur die

Phosphatidylinositole liegt dieser Anteil bei 50 % und flr die Phosphatidylcholine bei 38 %.

Im Gegensatz dazu lasst sich fur die Zunahme der Fettmasse eine vergleichsweise deutlich
geringere Anzahl an signifikanten Korrelationen mit den verschiedenen Lipidklassen
feststellen. So betragt diese bei den Phosphatidylinositolen 33 %, den

Phosphatidylcholinen 28 % und den Lysophosphatidylethanolaminen 20 %.

3.9 Stress-Infrarot-Thermographie
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Abbildung 35: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die stressinduzierte Thermogenese des iBAT, n = 6 (A:
Temperatur absolut (Der Pfeil symbolisiert den Zeitpunkt der Stressapplikation.); B: Temperatur relativ zum
Ausgangswert); iibernommen aus Stephan et al. (109)

Nach Induktion der Thermogenese im braunen Fettgewebe durch Anwendung von
Restraint Stress von Minute null bis fiinf zeigte sich hinsichtlich der Temperatur des iBAT
ein in der ANOVA mit Messwiederholungen als statistisch signifikant identifizierter
Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen (F (1,10) =12,18; p = 0,0058). So kam es
bei den NUCB2-Knockdowntieren zu einem um ~35% (0,9 +0,43 °C vs. 0,3+0,33 °(C)
verminderten Temperaturanstieg verglichen mit den Kontrolltieren (Abbildung 35 A).
Weiterhin war bei den Knockdowntieren bereits bei der Ausgangsmessung vor
Stressapplikation die Temperatur des iBAT geringer (38,0 0,57 °C vs. 37,5+ 0,43 °C),
jedoch nicht statistisch signifikant. Um diesen Unterschied auszugleichen, erfolgte zum
Zeitpunkt von 30 Minuten nach Stressapplikation (bedeutendster Zeitpunkt aufgrund der

Wirkungskurve von Cortisol) die Relativierung der Werte in Bezug zum Ausgangswert. Auch
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hier zeigte sich ein verminderter Temperaturanstieg bei den Knockdowntieren (Abbildung

35 B), welcher statistische Signifikanz aufwies (Student’s T-Test).
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Abbildung 36: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Gehérgangstemperatur bei stressinduzierter
Thermogenese, n = 6 (A: Temperatur absolut (Der Pfeil symbolisiert den Zeitpunkt der Stressapplikation.); B:
Temperatur relativ zum Ausgangswert)

Wie schon beim iBAT, war auch der Temperaturanstieg im Gehdrgang nach der Applikation
von Stress bei den NUCB2-Knockdowntieren im Vergleich zu den Kontrolltieren in der
ANOVA mit Messwiederholungen signifikant reduziert (Abbildung 36 A; F (1,10) = 10,56;
p = 0,0087). Nivelliert man den bei der Ausgangsmessung bestehenden, statistisch aber
nicht signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen durch Bezug der Werte zum
Zeitpunkt 35 Minuten auf den Ausgangswert, so zeigte sich im Student’s T-Test, dass
zwischen beiden Gruppen kein Unterschied hinsichtlich der relativen Temperaturerhéhung

bestand (Abbildung 36 B).
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Abbildung 37: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Schwanztemperatur bei stressinduzierter
Thermogenese, n = 6 (A: Temperatur absolut (Der Pfeil symbolisiert den Zeitpunkt der Stressapplikation.); B:
Temperatur relativ zum Ausgangswert)

Bezliglich der Schwanztemperatur bestand kein Unterschied (ANOVA mit
Messwiederholungen) zwischen den Knockdown- und den Kontrolltieren (F (1,10) = 0,08;

n.s.).

3.10 Gewicht der Nebenniere bei der Totung
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Abbildung 38: Effekt des NUCB2-Knockdown auf das Nebennierengewicht, n = 6 (A: in g; B: in % des
Kérpergewichts)
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Die Nebennieren der Tiere der Knockdowngruppe waren kleiner als die der Kontrollgruppe.
So wiesen diese bei den Tieren, welche das Virus zum NUCB2-Knockdown erhielten, ein um
~13 % reduziertes Gewicht gegenilber den Tieren auf, die den Kontrollvirus injiziert
bekamen (Abbildung 38 A: 53,7 + 3,3 mgvs. 61,4 £ 7,9 mg). Im Student’s T-Test erwies sich
dieser Unterschied als statistischer Trend (p = 0,052). Nach Normalisierung der Werte in
Bezug auf das Korpergewicht, wie in Abbildung 38 B dargestellt, zeigten die NUCB2-

Knockdowntiere ein signifikant reduziertes Nebennierengewicht.
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3.11 Korrelation von Nebennierengewicht und Stressreaktion
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Abbildung 39: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Korrelation von Nebennierengewicht und Stressantwort
fiir alle Versuchstiere, n=12 (A: iBAT Temperatur absolut; B: iBAT Temperatur relativ zum Ausgangswert)

Es konnte, unter Bericksichtigung aller Messdaten, mithilfe von Pearson’s
Korrelationskoeffizienten, eine schwache, positive Korrelation zwischen dem Gewicht der
Nebennieren und dem Temperaturanstieg im iBAT 30 Minuten nach Stressapplikation
nachgewiesen werden. Der relative Temperaturanstieg (Abbildung 39 B) zeigte hierbei eine
starkere Korrelation (r=0,4561) als der absolute Temperaturanstieg (Abbildung 39 A;

r =0,3334), jedoch besaR keine dieser beiden Korrelationen statistische Signifikanz.

3.12 Corticosteronkonzentration im Blutplasma
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Abbildung 40: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die Konzentration von Corticosteron im Plasma, n =4; 6

Die Messung der Corticosteronkonzentration im Plasma der Versuchstiere erfolgte aus
Dekapitationsblut in der zehnten Woche nach Virusinjektion. Hierbei zeigte sich im

Student’s T-Test kein Unterschied zwischen den Versuchstieren.
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Abbildung 41: Effekt des NUCB2-Knockdown auf die mRNA-Expression im PVN, n = 6; 5

Hinsichtlich der mRNA Expression von Nucb2 und Crfim PVN liel sich mithilfe des Student’s

T-Test kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen feststellen.
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4 Diskussion

Im Jahr 2006 wurde Nesfatin-1 von der Arbeitsgruppe um Oh-I wiederentdeckt (37). Es
handelt sich bei Nesfatin-1 um ein Peptid mit pleiotropen Funktionen, welches aus dem
Vorlauferpeptid NUCB2 gebildet und sowohl in der Peripherie (Mukosa des Magens,
weilles Fettgewebe (41), Pankreas (42) und Hoden (43)), als auch im zentralen
Nervensystem (110) exprimiert wird. Die Expression ldsst sich in verschiedenen Gebieten
des Gehirns wie Hypothalamus und Hirnstamm (39), aber auch in einzelnen Kerngebieten
nachweisen. Hierunter findet sich auch der PVN (110), ein wichtiges Regulationszentrum

der Energiehomoostase (22,111).

Neben seiner anorexigenen Wirkung und dem daraus resultierenden Effekt auf die
Nahrungsaufnahme, welcher bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben
wurde (37,50,70,112), nimmt Nesfatin-1 auch Einfluss auf den Energieumsatz und steigert
nach zentralnervdser Applikation die nicht-evaporative Warmeabgabe (70). Auch tber die
Energiechomdostase hinaus interagiert Nesfatin-1 mit anderen Systemen und ist so zum
Beispiel an der Vermittlung der Stressantwort beteiligt (77). Doch nicht nur Nesfatin-1 ist
von Bedeutung. So erfiillt schon das Vorlauferpeptid NUCB2 physiologische Funktionen im

Rahmen der Calciumhom©oostase (36,113).

Aufgrund der fehlenden Rezeptoridentifikation beschranken sich viele Studien auf die
pharmakologische Applikation von Nesfatin-1, welche meistens in sehr hohen, nicht
physiologischen Dosen stattfindet (15,37,70). Das Ausschalten von endogenem Nesfatin-1
durch Antikorper stellt eine Moglichkeit dar, seine Funktionen auf physiologischer Ebene
zu untersuchen. Ein solcher Versuch wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits

durchgefihrt (114).

Ein drittes Versuchsmodell stellt die Unterdrickung der NUCB2/Nesfatin-1 Produktion
durch Abbau der Nuch2 mRNA dar. Dies lasst sich entweder durch die Gabe von antisense
Morpholino-Oligonucleotiden gegen Nucb2 mRNA erreichen, was zum Beispiel von den
Arbeitsgruppen um Yosten & Samson (49) oder Garcia-Galiano (55) durchgefiihrt wurde.

Ein Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass regelmaBige Injektionen erfolgen missen.
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Dies ldasst sich umgehen, indem man mithilfe eines AAV einen chronischen Knockdown von

NUCB2 erzeugt, was auch in der vorliegenden Arbeit praktiziert wurde.

Das Ziel der Arbeit war es, durch das Ausschalten von endogenem Nesfatin-1 im PVN mehr
Uber dessen physiologische Funktionen herauszufinden. Dabei zeigte sich, dass der
Knockdown von NUCB2 im PVN zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme und einer
verminderten Warmeabgabe fiihrt. Hieraus resultierte ein signifikant erhohtes
Koérpergewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe, welches fast ausschlielich auf eine
verstarkte Zunahme der Fettmasse zuriickzufiihren ist. Insgesamt entwickelten die NUCB2-
Knockdowntiere einen Adipositas-dahnlichen Phanotyp mit gleichzeitiger Veranderung des
Lipidhaushalts. Weiterhin kam es zu einer abgemilderten Stressreaktion infolge des

Knockdown von NUCB2.

4.1 Auswirkungen des NUCB2-Knockdown im PVN auf den

Energiestoffwechsel

Bei Nesfatin-1 handelt es sich um ein anorexigenes Peptid, welches nach zentralnervoser
Applikation die Nahrungsaufnahme reduziert (37,50,70). Folglich ist zu erwarten, dass sein
Fehlen zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme flhrt. Tatsachlich wurde dies schon von
verschiedenen Arbeitsgruppen sowohl in antikérperbasierten (115) als auch in antisense
Morpholino-Oligonucleotid basierten (37) Versuchsmodellen nachgewiesen. Dazu passend
wurden vergleichbare Beobachtungen auch bei den chronischen, AAV-vermittelten

NUCB2-Knockdown Modellen gemacht (116,117).

Hinsichtlich der Nahrungsaufnahme unterschieden sich die Tiere, die den NUCB2-
Knockdown aufwiesen, signifikant von der Kontrollgruppe. Das Fehlen von
NUCB2/Nesfatin-1 fiihrte zu einer erhohten Nahrungsaufnahme. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit befinden sich daher im Einklang mit den Erwartungen und dienen als
Bestatigung der Funktion von endogenem Nesfatin-1 als Sattigungsmolekil sowie als
Positivkontrolle fir die Wirkung des Virus und einen vorhandenen Knockdown-Effekt. Der
zeitliche Verlauf der Entwicklung eines nachweisbaren Phanotyps als Folge eines AAV-
vermittelten NUCB2-Knockdown war bei den Studien von Nakata et al. (116), Darambazar
et al. (117) sowie der hier vorliegenden Arbeit jeweils unterschiedlich. Wahrend wir die

erste statistisch signifikante Erhéhung der Nahrungsaufnahme nach drei Wochen
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nachweisen konnten, was sich mit den Daten von Nakata (116) deckt, so war diese bei der
Arbeitsgruppe um Sedbazar (59) bereits vier Tage nach Transfektion eingetreten.
AulRerdem stellte Nakata (116), im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, auch nach acht
Wochen noch einen signifikanten Unterschied fest. Diese Differenzen lassen sich
moglicherweise auf Unterschiede hinsichtlich des Versuchsaufbaus zurlickfiihren. Sedbazar
et al. (59) fihrte den Knockdown ebenfalls im PVN von Ratten durch, verwendete jedoch
nicht wie unsere Arbeitsgruppe einen AAV, sondern ein polymerbasiertes Reagenz (in vivo-
jetPEI™) zur Transfektion. Nakata verwendete dagegen Mause als Versuchstiere sowie

einen anderen AAV (116). Es ist durchaus denkbar, dass der Effekt dadurch langer anhielt.

Interessanterweise zeigt sich dieser Unterschied in der Nahrungsaufnahme nicht wahrend
der Dunkelphase. In der Hellphase lasst sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Versuchsgruppen feststellen. Dieser manifestierte sich vor allem in der spaten
Hellphase, wahrend der die NUCB2-Knockdowntiere doppelt so viel Nahrung zu sich
genommen haben, wie die Kontrolltiere. Dies bestdtigt die Hypothese, dass ein
Tagesrhythmus der Nucb2 mRNA Expression existiert, welcher die Nahrungsaufnahme in
der Hellphase beeinflusst und so zu einem circadianen Rhythmus der Nahrungsaufnahme
beitragt. Wegweisend hierflir war die Arbeitsgruppe um Sedbazar, die gezeigt hat, dass
Nesfatin-1 Antikdrper nur in der Hellphase, nicht aber wahrend der Dunkelphase zu einer
gesteigerten Nahrungsaufnahme fiihren. Auf molekularer Ebene liegt dieser Beobachtung
zugrunde, dass die Nucb2 mRNA im PVN in der friihen Hellphase ansteigt. Parallel dazu
kommt es zu einer Suppression der Nahrungsaufnahme. Erst in der spaten Hellphase, wenn

die Nucb2 mRNA Level wieder fallen, beginnt erneut die Nahrungsaufnahme (59).

In der vorliegenden Arbeit sollte jedoch in den NUCB2-Knockdowntieren die Nucb2 mRNA
Expression unterdriickt sein, sodass sich die Hypothese aufstellen lasst, dass der mRNA
Spiegel tagsiiber deutlich geringer ist als in der Kontrollgruppe. Dies misste allerdings
anhand von mRNA Messungen Uber den Tag noch bestatigt werden. Anfangs reicht der
Spiegel noch aus, um die Nahrungsaufnahme zu unterdriicken, doch sobald in der spaten
Hellphase der Spiegel wieder abfillt, ist die Hemmung geringer ausgepragt als in den
Kontrolltieren und die NUCB2-Knockdowngruppe konsumiert mehr Nahrung. Diese

Verknlpfung des tageszeitlichen Rhythmus von NUCB2 mit dem circadianen Rhythmus der
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Nahrungsaufnahme wird moglicherweise von Oxytocin vermittelt. Ein Hinweis dafur ist,

dass Oxytocin ein substantieller Mediator des anorexigenen Effekts von Nesfatin-1 ist (50).

Ein circadianer Rhythmus der Nahrungsaufnahme ist eine Voraussetzung fir eine korrekte
Energiehomdostase (118). Stérungen von diesem sind mit Ubergewicht und Adipositas
vergesellschaftet (119,120). Weiterhin bestehen anatomische und funktionelle
Verbindungen zwischen dem PVN und dem SCN, dem Sitz der zentralnervésen Haupt-Uhr
(121). Man kann nun also postulieren, dass sowohl eine gestoérte circadiane Rhythmik als
auch eine gestorte Nesfatin-1 Expression wesentliche Bestandteile der Pathogenese von
Adipositas sind. Dabei kann das eine Ursache des anderen sein, gleichzeitig aber auch
davon verursacht werden. Die genauen Wechselwirkungen zwischen dem nesfatinergen

System und der circadianen Steuerung missen somit weiter untersucht werden.

Wie in Material und Methoden Kapitel 2.2.1 geschildert, wurden in unserem Experiment
die Tiere aus Tierschutz-Griinden zu zweit in einem Kafig gehalten, um soziale
Interaktionen tber den mehrwdchigen Versuchszeitraum zu ermdéglichen. Hinsichtlich der
Nahrungsaufnahme war der Versuchsaufbau mit zwei Tieren (mit jeweils gleicher PVN -
Behandlung) pro Kafig nicht ideal, da sich so nur die gesamte Nahrungsaufnahme beider
Tiere gemeinsam bestimmen ldsst. Dennoch ldsst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass
lokal im PVN synthetisiertes Nesfatin-1 eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
Nahrungsaufnahme spielt. Trotz des méglichen Ubertritts von Nesfatin-1 aus der
Peripherie Giber die Blut-Hirn-Schranke, ist ein NUCB2/Nesfatin-1 Mangel im PVN nicht zu

kompensieren.

Im Anschluss an die Nahrungsaufnahme steigt der Blutzuckerspiegel im Blut und fiihrt zur
Freisetzung von Insulin aus den B-Zellen des Pankreas. Insulin bewirkt die Aufnahme von
Glucose in die Zellen, steigert die Glykolyse und die Glykogensynthese in der Leber und
hemmt gleichzeitig die Lipolyse. (122). Wenn die Insulinsensitivitat des Kérpers abnimmt
und aufgrund der Insulinresistenz ein erhohter Blutzuckerspiegel vorliegt, spricht man von
Diabetes Mellitus Typ 2 (123). Diese Krankheit ist sehr haufig im Rahmen des
metabolischen Syndroms mit Hypertonie und Adipositas vergesellschaftet. Wie in Kapitel
4.3 ausfihrlich beschrieben, entwickelte sich innerhalb der NUCB2-Knockdowngruppe ein
Adipositas-ahnlicher Phanotyp. Deshalb erfolgte die Messung der

Blutglukosekonzentration und es zeigte sich, dass diese, zum Zeitpunkt der Tétung, bei der
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NUCB2-Knockdowngruppe um ~11 % signifikant erhéht war. Wahrend bereits viele
Erkenntnisse Uber die Wirkung von peripherem Nesfatin-1 auf den Glukosestoffwechsel
vorliegen, weill man Uber die Rolle von zentralem Nesfatin-1 dagegen bisher nur sehr

wenig.

Im PVN befinden sich glukosesensible Neurone, deren Erregbarkeit durch Nesfatin-1
moduliert wird (63). Neben dieser Beteiligung bei der Glukoseerkennung scheint Nesfatin-
1 im zentralen Nervensystem auch zahlreiche weitere Aufgaben bezlglich des
Glukosemetabolismus zu Gbernehmen. So bewirkt die i.c.v. Applikation von Nesfatin-1 die
Stimulation des Insulinrezeptorsignalweges der Leber, was in der Inhibition der
Glukoneogenese resultiert. Zusatzlich hierzu ist in der Folge die Insulinsensitivitdt im
ganzen Korper erhoht (62). Im Gegensatz dazu kommt es beim Knockdown von NUCB2
aufgrund einer Insulinresistenz zu einem gesteigerten hepatischen Glukoseflux und zur
reduzierten Glukoseaufnahme in peripheren Geweben. Interessanterweise zeigte sich dies
sowohl bei fettreich als auch bei normal erndhrten Ratten (61). Nichtsdestotrotz macht das
Scheitern zweier weiterer Arbeitsgruppen, die Verknipfungen zwischen zentralem
Nesfatin-1 und dem Glukosestoffwechsel zu bestatigen, deutlich, dass diesbezliglich noch

Diskrepanzen in der Literatur zu finden sind (64,65).

Fir peripheres Nesfatin-1 ldsst sich eine enge Verknipfung mit der Glukosehomd&ostase
herstellen (124,125). Des Weiteren sind auch schon Verbindungen zwischen dem
nesfatinergen System und Diabetes mellitus beschrieben worden. Diese Daten sind jedoch
nicht eindeutig, zum Teil widerspriichlich und deshalb nur mit Vorsicht zu interpretieren.
So wurden bei Patienten mit Diabetes Mellitus Typ Il sowohl erhéhte (66) als auch
verringerte (67) Nesfatin-1 Plasmakonzentrationen festgestellt. Auferdem wiesen
Betazellen dieser Patienten reduzierte Nucb2 mRNA Konzentrationen auf, was signifikant
mit der Insulinsekretionskapazitat korrelierte (126), wobei jedoch die Gruppengréfle in
diesem Versuch sehr klein war. Ein Knockdown von NUCB2 in den Betazellen geht dagegen

mit einer gestorten glukoseabhadngigen Insulinsekretion einher (127).

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Wu (61), dass das
zentralnervose nesfatinerge System eng mit der Glukosehomoostase vergesellschaftet ist.

Seine Unterdrickung im PVN fuhrt zu erhéhten Blutzuckerspiegeln, sodass man ihm eine
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protektive Funktion gegentiiber der Hyperglykdmie im Rahmen von Diabetes Mellitus Typ Il
zuschreiben konnte. Hierzu missen jedoch noch weitere Untersuchungen, wie zum
Beispiel die Messung der Insulinsekretion in Ruhe und nach Nahrungsaufnahme, ein oraler

Glukosetoleranztest und regelmaRige Blutzuckermessungen, durchgefiihrt werden.

Im Gegensatz zur Nahrungsaufnahme zeigte sich kein Unterschied bei der
Wasseraufnahme zwischen beiden Versuchsgruppen. Dies war unerwartet, denn in der
Literatur sind einige Publikationen zu finden, die einen Einfluss von Nesfatin-1 auf die
Wasseraufnahme beschreiben. So zeigten Yosten und Samson bereits 2009 (49), dass i.c.v.
appliziertes Nesfatin-1 die Wasseraufnahme signifikant reduziert. Weiterhin sei dieser
Effekt von Nesfatin-1 unabhdngig von dem Effekt auf die Nahrungsaufnahme, denn auch
nach dem durch Angiotensinogen Il angeregtem Durst verursachte die zentrale Gabe von
Nesfatin-1 eine signifikante Reduktion der Wasseraufnahme (54). Weiterhin ist mit
verschiedenen Versuchsmodellen die zu erwartende gegenteilige Auswirkung, namlich
eine Steigerung der Wasseraufnahme bei fehlendem NUCB2/Nesfatin-1, ebenso belegt
worden. Hierfir kamen sowohl Antikdrper gegen Nesfatin-1 im PVN (114), als auch

antisense Morpholino-Oligonucleotide (54) zum Einsatz.

Das Trinkverhalten wird also auch physiologisch von endogenem Nesfatin-1 moduliert, was
wir in dieser Arbeit allerdings nicht nachweisen konnten. Ein méglicher Grund dafr ist,
dass es sich bei dem Knockdown von NUCB2 um einen chronischen Zustand handelt.
Wahrend also das Trinkverhalten durch variierende Nesfatin-1 Konzentrationen akut
beeinflusst wird, treten bei langer andauernden Zustanden Kompensationsmechanismen
auf, um das Gleichgewicht des Flissigkeitshaushaltes sicherzustellen. Neben dem PVN
nimmt auch das subfornische Organ eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Wasserhaushalts ein und kann das, durch die Manipulation im PVN, verdnderte
Trinkverhalten korrigieren. Darliber hinaus kdnnen an unserem Versuchsaufbau noch
Verbesserungen vorgenommen werden. Eine Einzelkdfighaltung sowie eine
Unterscheidung zwischen Hell- und Dunkelphase wiirden die Messungen verbessern,
womit zusdtzliche Erkenntnisse gewonnen werden konnten. Aullerdem sind die
verwendeten Wasserflaschen fiir eine solche Messung nicht geeignet, da es bei

Bewegungen des Kafigs oder der Flaschen zum Auslaufen von unterschiedlichen Mengen
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Wasser kommen kann. Diese Ungenauigkeit muss bei zukilnftigen Versuchen

ausgeschlossen werden.

4.2 Auswirkungen des NUCB2-Knockdown im PVN auf den Energieumsatz

In Bezug auf die nicht-evaporative Warmeabgabe lieRen sich in der zweiten und vierten
Woche keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen feststellen. In der
sechsten Woche konnte jedoch ein Unterschied aufgezeigt werden, wobei die NUCB2-
Knockdowngruppe eine signifikant verringerte nicht-evaporative Warmeabgabe
gegenlber der Kontrollgruppe aufwies. Bei dem angewendeten Versuchsmodell handelt es
sich nicht um einen akuten, pharmakologischen Effekt, sondern einen chronischen
Zustand. Deshalb sind die einzelnen Messzeitpunkte innerhalb einer kalorimetrischen
Messung von untergeordneter Bedeutung und es findet hauptsachlich die
durchschnittliche nicht-evaporative Warmeabgabe Beachtung. Diese war gegenilber den
Kontrolltieren um ~15 % reduziert. Nach acht Wochen war dieser Unterschied nicht mehr

nachzuweisen.

Uber seine anorexigene Wirkung hinaus beeinflusst Nesfatin-1 auch den Energieumsatz. So
konnte unsere Arbeitsgruppe 2014 (70) unter Verwendung der direkten Kalorimetrie
erstmals die nicht-evaporative Warmeabgabe nach Nesfatin-1 Gabe quantifizieren. Dabei
zeigte sich, dass die i.c.v. Applikation diese von der dritten bis zur sechsten Stunde post
injectionem signifikant erhoht. Passend zu diesem Befund bewirkt Nesfatin-1 eine

Steigerung der Korperkerntemperatur (69) sowie der sympathischen Aktivitat (128).

Wie wir im vorliegenden Experiment zeigen konnten, fihrt im Umkehrschluss das Fehlen
von Nesfatin-1 zu einer verringerten nicht-evaporativen Warmeabgabe. Damit bestatigen
wir in einem chronischen experimentellen Modell die Experimente unserer Arbeitsgruppe
(115), in denen wir zeigen konnten, dass zentral applizierte Nesfatin-1 Antikoérper in der

Aktivitatsphase die nicht-evaporative Warmeabgabe bei Ratten senken.

Fraglich ist allerdings, warum dieser Effekt erst in der sechsten Woche nachweisbar war.
Eine mogliche Erklarung ist, dass die Wirkung auf die Thermogenese vorher noch nicht stark
genug ausgepragt war, um nachgewiesen werden zu kénnen. Auch wenn sich bereits bei
anderen, mit der Energiehomdostase vergesellschafteten Systemen, die Beeinflussung
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durch fehlendes NUCB2/Nesfatin-1 bemerkbar machte, so stellt die direkte Kalorimetrie
nur eine Momentaufnahme dar. Anders als beispielsweise bei dem Kérpergewicht, fehlt
hier der kumulierende Effekt. Dass bei den Versuchstieren nach acht Wochen kein
Knockdown-Effekt auf die nicht-evaporative Warmeabgabe mehr erkennbar war, lasst sich
am ehesten damit erkldren, dass der Effekt schlichtweg nicht mehr vorhanden oder zu
gering zum Nachweisen ist. Daflir spricht auch, dass reduzierte NUCB2 Proteinspiegel
bisher maximal in der vierten Woche nach Virusinjektion nachgewiesen wurden (116),
nicht aber zu spdteren Zeitpunkten. Ndheres hierzu findet sich in Kapitel 4.5. Auch die
Arbeitsgruppe um Nakata (116) konnte acht Wochen nach Virusinjektion keinen
Unterschied beziglich des O,-Verbrauchs und des respiratorischen Quotienten feststellen.
Insgesamt findet man in der Literatur allerdings noch grof3e Diskrepanzen beziglich solcher
Zeitverlaufe. Daher sind definitiv noch weiterfiihrende Versuche, in denen die Expression
von Nucb2 mRNA, die NUCB2/Nesfatin-1 Proteinlevel und &hnliche Parameter zu

verschiedenen Zeitpunkten nach der Virusinjektion untersucht werden, notwendig.

Interessanterweise zeigt sich innerhalb der NUCB2-Knockdowngruppe eine stark positive,
hochst signifikante Korrelation zwischen Kérpergewichtsverlust im Kalorimeter und nicht-
evaporativer Warmeabgabe. Gleichzeitig weist die Kontrollgruppe eine nicht signifikante,
nur schwach positive Korrelation auf, was auf eine héhere Effizienz der Knockdowngruppe
bei der Umwandlung von gespeicherter Energie in Warme hindeutet. Folglich stellt der
durch den Knockdown von NUCB2 im PVN reduzierte Energieumsatz einen entscheidenden

Einflussfaktor bei der Akkumulation von Fett dar.

Dasselbe Ergebnis findet man auch bei Dore et al. (15). Auch hier lieR sich eine positive
signifikante Korrelation zwischen Korpergewichtsverlust und nicht-evaporativer
Wadrmeabgabe nur fur Nesfatin-1 behandelte Tiere feststellen, nicht jedoch bei allen

anderen Versuchsgruppen.

Mit der direkten Kalorimetrie als Grundlage ldsst sich allerdings noch keine Aussage lber
die zugrundeliegende Ursache der reduzierten nicht-evaporativen Warmeabgebe treffen.
Es sind durchaus Hinweise darauf vorhanden, dass der Knockdown von NUCB2 im PVN zu
einer generell reduzierten Stoffwechselaktivitat der Versuchstiere flihrt, welche sich
folglich in einem reduzierten Energieumsatz widerspiegelt. Dabei stellt die

Warmeproduktion einen wesentlichen Bestandteil des Energieumsatzes dar, weshalb sich
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als nachster Schritt die Untersuchung der Auswirkungen des NUCB2-Knockdown auf die
Thermogenese anschloss. Hierfir wurden mittels Infrarot-Thermographie die

Temperaturen von iBAT, Gehoérgang und Schwanz ermittelt.

Es lieR sich fiir keine der genannten Lokalisationen ein Unterschied zwischen beiden
Versuchsgruppen feststellen. Jedoch liel8 sich fiir beide Gruppen gemeinsam zeigen, dass
es Uber die Dauer des Versuches bis zur achten Woche zu einer signifikanten Abnahme der
Temperaturen von iBAT und Schwanz kam. Auch die Temperatur des Gehdrgangs wies
intraindividuelle Veranderungen auf. Auf einen anfanglichen Anstieg in der zweiten Woche,

folgte ein signifikanter Abfall bis zur achten Woche.

In der Literatur gibt es bisher nur zwei Versuche, deren Daten sich zum Vergleich
heranziehen lassen. So hat unsere Arbeitsgruppe 2017 (15) gezeigt, dass die i.c.v. Injektion
von Nesfatin-1 die iBAT Temperatur in den Stunden zwei bis sieben post injectionem,
gegenilber einer mit PBS behandelten Kontrollgruppe, signifikant erhoht. Auch die
Temperaturen von Gehorgang (Stunde drei bis sieben) und Schwanz (Stunde eins, vier, fiinf
und acht) waren signifikant erhoht. Dabei spielt das Melanocortinsystem bei der
Vermittlung dieser Effekte eine entscheidende Rolle. Diese Ergebnisse konnten 2019 von

uns bestatigt werden (71).

Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die berichteten, dass
zentral appliziertes Nesfatin-1 akut den Plasmaspiegel der Katecholamine (129) und bei
subchronischer Behandlung die Konzentration von Uncoupling Protein 1 (UCP1) erhoht
(130). Weiterhin steigert die PVN spezifische Nesfatin-1 Gabe die sympathische
Nervenaktivitat (128). Hierflr spricht auch, dass Nesfatin-1 in sympathischen und

parasymphatischen pragangliondren Neuronen lokalisiert ist (40,75,110).

Fasst man alle diese Erkenntnisse zusammen, so lasst sich die Aussage aufstellen, dass auf
hypothalamischer Ebene Interaktionen zwischen Nesfatin-1 und dem Melanocortinsystem
bestehen. Es handelt sich bei Nesfatin-1 wahrscheinlich um einen Upstream Regulator des
Melanocortinsystems, welcher durch die Rekrutierung selbigen eine Steigerung der
sympathischen Nervenaktivitdat von Fasern, die das iBAT innervieren, verursacht. Hieraus
resultiert dann eine verstarkte Thermogenese im iBAT, welche in einer erhdhten
Koérperkerntemperatur endet.
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Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass der Knockdown von NUCB2 den
gegenteiligen Effekt habe und die Versuchstiere reduzierte Temperaturen von iBAT,
Gehorgang und Schwanz aufweisen missten. Dies war aber nicht der Fall. Allerdings
deuten die signifikanten positiven Korrelationen zwischen den Temperaturen von iBAT und
Gehorgang sowie iBAT und Schwanz in beiden Versuchsgruppen auf eine funktionale

Thermoregulation hin.

In den Wochen zwei, vier und acht war schon in der direkten Kalorimetrie kein Unterschied
zwischen den Gruppen hinsichtlich der nicht-evaporativen Warmeabgabe zu erkennen,
obwohl es sich hierbei um die deutlich sensitivere Messmethode handelt. Es ist also nicht
verwunderlich, dass auch die Infrarot-Thermographie keinen Unterschied fir die
Warmeproduktion anzeigte. Allerdings war in der sechsten Woche die nicht-evaporative
Wadrmeabgabe in der NUCB2-Knockdowngruppe signifikant reduziert, sodass man
durchaus auch eine verringerte iBAT Warmeproduktion hadtte erwarten kdnnen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten den Riickschluss implizieren, dass der reduzierte
Energieumsatz nicht als Folge einer verringerten Warmeproduktion des iBAT oder einer
niedrigeren Korperkerntemperatur angesehen werden kann. Nichtsdestotrotz liefert die

Literatur hierflr Belege (131).

Der fehlgeschlagene Nachweis dieses Zusammenhangs lasst sich moglicherweise darauf
zuriickfihren, dass das zentrale nesfatinerge System nur im physiologischen Bereich
manipuliert wurde. Die auf der pharmakologischen Applikation basierenden Versuche
hingegen arbeiteten mit Dosierungen, welche weit iber den physiologischen Bereich
hinausgehen. So wurden fir die direkte Kalorimetrie 25 pmol pro Versuchstier appliziert
(70). Die Messung der erhohten Temperaturen mithilfe der Infrarot-Thermographie
erforderte schon die vierfache Menge, namlich 100 pmol pro Versuchstier (15). Zum
Nachweis von gesteigerter sympathischer  Nervenaktivitait und erhdhtem
Katecholaminspiegel war dann erneut eine Vervierfachung der applizierten Menge, auf 400
pmol pro Versuchstier, erforderlich (128,129). Beruhend auf dem physiologischen Ansatz,
nur endogenes Nesfatin-1 auszuschalten, kbnnte man daher einen geringer ausgepragten

Effekt erwarten.

Des Weiteren beschrankte sich der NUCB2-Knockdown auf den PVN. Es ist denkbar, dass

dies nicht ausreichend war, um die Aktivitdit des sympathischen Nervensystems im
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Ruhezustand zu verringern. Bei gezielter Aktivierung des sympathischen Nervensystems
durch Stress zeigte sich jedoch, bedingt durch das Fehlen von NUCB2, eine Verringerung
seiner Aktivitat (s. Kapitel 4.4). Grund hierfir sind POMC exprimierende Neurone, welche
neben dem Hypothalamus auch in andere Regionen wie Amygdala oder NTS projizieren
(132). Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass der Effekt des NUCB2-Knockdown auf das
sympathische Nervensystem auf einem nicht aktivierten Basislevel kompensiert werden
kann, diese Kompensation aber nicht mehr ausreichend ist, sobald es zu einer Aktivierung

kommt.

Zusammenfassend hat diese Arbeit einen Beweis daflir geliefert, dass physiologisches
Nesfatin-1 im PVN entscheidend an der Steuerung der Energiehomoostase beteiligt ist. Es
Ubernimmt durch die Regulation der Warmeabgabe wichtige integrative und koordinative
Funktionen bei der Regulation des Energiehaushalts. Auf diese Weise stellt es eine wichtige
Schnittstelle fur die Verkniipfung von Energieaufnahme und -abgabe dar und tragt damit

zur Kontrolle der Energiebilanz bei.

4.3 Auswirkungen des NUCB2-Knockdown im PVN auf Kérpergewicht,

Korperzusammensetzung und Lipidhaushalt

Der Knockdown von endogenem NUCB?2 fiihrte zu einem gesteigerten Korpergewicht der
Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bereits ab der zweiten Woche nach der

Virusinjektion war dieser Effekt signifikant.

Beachtet man die bisherigen Erkenntnisse liber Nesfatin-1 sowie die in dieser Arbeit bereits
dargestellten Ergebnisse, so entspricht diese Beobachtung den Erwartungen. Bereits bei
seiner Wiederentdeckung 2006 (37) wurde ein korpergewichtssenkender Effekt fiir
Nesfatin-1 postuliert. Hierflir waren wiederholte Injektionen {iber einen Zeitraum von 10
Tagen notwendig, um einen langerfristigen und nicht bloB einen akuten Effekt zu erzielen.
Umgekehrt bedeutet dies aber auch, dass das Fehlen von Nesfatin-1 ein erhohtes
Koérpergewicht zur Folge haben sollte. Unsere Arbeitsgruppe hat dies mit Hilfe einer
einmaligen Applikation von Nesfatin-1 Antikérpern in den PVN untersucht, konnte jedoch
keine signifikanten Effekte beobachten (115). Wiederholte Applikationen, um eine

langerfristige Senkung des endogenen Nesfatin-1 zu erreichen, wurden nicht getestet. Das
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in der vorliegenden Arbeit gewahlte Versuchsmodell des Knockdown ist dagegen geeignet,
eine langerfristige Senkung von NUCB2/Nesfatin-1 zu erzielen. Bereits Nakata hatte 2016
mit diesem Ansatz gezeigt, dass der NUCB2-Knockdown ab der vierten Woche post
injectionem zu einem gesteigerten Korpergewicht fihrt (116). Dieses Ergebnis konnten wir
replizieren, wobei sich die zeitliche Differenz von zwei Wochen sowohl auf das verwendete
AAV, als auch auf die Spezies der Versuchstiere zurlickfiihren lasst. Dies wurde bereits in

Kapitel 4.1 ausfuhrlich diskutiert.

Zugrundeliegend fir das gesteigerte Korpergewicht der Versuchstiere ist ein gestorter
Energiehaushalt, der durch den Mangel an Nesfatin-1 bedingt ist. So bewirkt die
Suppression von NUCB2 eine Fehlregulation in Form von gesteigerter Nahrungsaufnahme
und verringerter Warmeabgabe. Die Kombination aus erhdhter Energiezufuhr und
verringertem Energieumsatz fihrt zu einer dauerhaft positiven Energiebilanz. Diese
Uberschissige Energie wird im Korper in Form von Fett gespeichert. Handelt es sich dabei

um einen andauernden Zustand, so manifestiert sich dies als Adipositas.

Um zu Uberprifen, ob sich das zusatzliche Kérpergewicht der Knockdowngruppe auf eine
gesteigerte Fettmenge zurlckfihren Ildsst, erfolgte die Quantifizierung der
Korperzusammensetzung. Interessanterweise zeigte sich hierbei fir die NUCB2-
Knockdowntiere eine signifikant hohere Zunahme der Fettmasse im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Ebenso war ein héherer Anstieg der freien Flissigkeit gegeniber den
Kontrolltieren ersichtlich. Lediglich in Bezug auf die Muskelmasse war kein Unterschied
zwischen beiden Gruppen feststellbar. Alle Versuchstiere zeigten eine Abnahme der

Muskelmasse nach sechs Wochen.

Hinsichtlich des Korperfettanteils wies die Knockdowngruppe schon in der zweiten Woche
post injectionem eine Steigerung um ~5 % gegenliber dem Ausgangswert auf. Dies deutet
auf einen bereits friih einsetzenden NUCB2-Knockdowneffekt hin, welcher sich durch die
Beeinflussung der mit Nesfatin-1 vergesellschafteten Systeme erklaren lasst. Bereits zu
Beginn dieses Kapitels wurde ausfiihrlich beschrieben, dass der Knockdown von NUCB2 ein
Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und Energieumsatz zur Folge hat. Daraus
resultiert eine dauerhaft positive Energiebilanz mit einer Gibermafligen Akkumulation von
Lipiden im Korper. Obwohl zu diesem frilhen Zeitpunkt die Unterschiede in

Nahrungsaufnahme und Energieumsatz zwischen den Gruppen noch nicht signifikant
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waren, spiegeln Kérpergewicht und Korperfettanteil den gesamten Energiehaushalt wider.
Folglich kommt es zur Akkumulation mehrerer kleiner Veranderungen, die im Einzelnen
erst spater Signifikanz erlangen, aber in ihrer Gesamtheit bereits zu Beginn nachgewiesen

werden kdénnen.

Dies beschreibt den wesentlichen Pathomechanismus, welcher tber die Entwicklung von
Ubergewicht schlieRlich zu Adipositas fiihrt. Eben jene, bereits friilh einsetzende,
Entwicklung manifestiert sich auch bei den Versuchstieren der vorliegenden Arbeit im
weiteren Versuchsverlauf. So wiesen sie Gber den Beobachtungszeitraum von acht Wochen
eine Zunahme der Fettmasse von ~48 % auf, wahrend die Kontrollgruppe im selben
Zeitraum eine Zunahme von nur ~17 % zeigte. Auch wenn sich dabei noch nicht von
Adipositas sprechen lasst, so weisen die NUCB2-Knockdowntiere definitiv einen Adipositas-
ahnlichen Phanotyp auf. Unterstltzt wird dies von der Erkenntnis, dass der gesamte
Unterschied hinsichtlich des Koérpergewichts zwischen den beiden Versuchsgruppen
ausschlieBlich auf die Fettmasse zurlickzufiihren ist. In der achten Woche nach der
Virusinjektion waren die NUCB2-Knockdowntiere 27 g schwerer als die Kontrolltiere,
wiesen jedoch gleichzeitig eine um 29 g hdhere Fettmasse auf. Es bleibt zu untersuchen,

wie sich die Tiere Giber einen Zeitraum von acht Wochen hinaus entwickeln.

Aus der Literatur sind uns bisher noch keine anderen Daten bekannt, welche NUCB2-
Knockdownmodelle mit der Koérperzusammensetzung in Verbindung bringen. Die
vorliegenden Publikationen zu einem Zusammenhang zwischen Nesfatin-1 und
Ubergewicht hingegen beziehen sich nur auf peripheres Nesfatin-1. So ist die
Serumkonzentration von Nesfatin-1 in Patienten mit metabolischem Syndrom (96,133) und
Diabetes Mellitus Typ Il (133) erniedrigt. Begleitend sind die Plasmaspiegel von Nesfatin-1
in nichternen, nicht Ubergewichtigen Mannern mit BMI, relativen und absolutem
Kérperfett und Blutzuckerspiegel negativ korreliert (38). Im Gegensatz dazu zeigen aber
Mause, die NUCB2/Nesfatin-1 tberexprimieren, eine hohere Anfalligkeit fiir Adipositas bei
Fatterung mit fetthaltiger Nahrung (134). Weiterhin wurden bereits Assoziationen
zwischen verschiedenen Polymorphismen im Nucb2 Gen und BMI, Kérpergewicht und
Fettmasse aufgezeigt (135). Beispielsweise korreliert der 1012C>G Polymorphismus des

Nucb2 Gens mit einem verringerten Risiko zur Entwicklung des metabolischen Syndroms
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(136). Die Hypothese von Nesfatin-1 als wichtigem Regulator in der Entstehung von
metabolischen Storungen wird aullerdem auf molekularer Ebene unterstitzt.
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe im Anschluss an diese Arbeit zeigten signifikant
verringerte mRNA Spiegel der an der Lipolyse beteiligten Enzyme Hormonsensitive Lipase
und Adipozyten-Triglycerid-Lipase sowie signifikant reduzierte mRNA Spiegel des Cell Death
Inducing DFFA Like Effector A und Glukosetransporter Typ 4 im epididymalen WAT (eWAT)
von PVN NUCB2-Knockdownratten (109). Die hieraus resultierende beeintrachtigte
Glukosesensitivitat und Lipolyseaktivitat deutet auf eine bedeutende Beteiligung von

zentralem Nesfatin-1 bei der Entwicklung des metabolischen Syndroms hin.

Die vorliegende Arbeit liefert einen ersten Hinweis darauf, dass zentralnervoses Nesfatin-
1 eine protektive Wirkung gegeniiber der Entwicklung von Ubergewicht und Adipositas
ausubt. Welche pathophysiologische Rolle endogenem NUCB2/Nesfatin-1 bei der
Entstehung von Adipositas unter nicht-experimentellen Bedingungen zukommt, bleibt zum
jetzigen Zeitpunkt allerdings offen. Weitere Experimente, wie zum Beispiel die
Untersuchung endogener Nucb2/Nesfatin-1 Expression auf mRNA- und Proteinebene an

Tieren mit didtinduzierter Adipositas, konnen hier zur Aufklarung beitragen.

Der auf die Suppression von NUCB2 im PVN zurlickzufiihrende Adipositas-dhnliche
Phanotyp lasst sich, wie bereits erldautert, durch die dauerhaft positive Energiebilanz,
welche mit einer Ablagerung Uberschissiger Lipide in den subkutanen und viszeralen
Fettspeichern einhergeht, erklaren. Generell sind metabolische Storungen haufig auch mit
einem verdnderten Lipidmetabolismus vergesellschaftet, was sich in erhohten
Plasmakonzentrationen von Triglyceriden und Low Density Lipoproteinen bei Patienten mit
metabolischem Syndrom widerspiegelt (10). Es sind also Veranderungen des
Lipidstoffwechsels durch den Knockdown von NUCB2 denkbar. Um diese zu erfassen,
wurde mithilfe der Massenspektroskopie eine umfassende Analyse der Lipide im Serum

durchgefiihrt.

Durch die gleichzeitige Quantifizierung der Lipide konnten initial die Konzentrationen von
13 der 99 untersuchten Lipide im Serum der NUCB2-Knockdowntiere als signifikant erhéht
identifiziert werden  (Sphingomyelin  (d32:1), Lysophosphatidylcholin  (18:1),
Lysophosphatidylethanolamin (18:1), Phosphatidylcholin (31:1, 32:2, 33:1, 35:1, 35:2, 37:1,

37:2) und Phosphatidylinositol (34:1, 36:1, 36:2)). Nach der Korrektur fir multiples Testen
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erwies sich jedoch keine der einzelnen Lipidkonzentrationen als signifikant verandert.
Diese Besonderheit bei der Auswertung des Lipidoms ist bereits von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben worden. Beispielsweise untersuchten Aherrahrou et al. 234
Lipide im Zusammenhang mit dem Cytochrom P450 Enzym CYP17A1 und identifizierten 28
davon als signifikant verdandert. Durch die Anwendung einer korrigierten p-Wert Schwelle
aufgrund der Falscherkennungsrate zeigte sich jedoch nur noch ein Lipid als signifikant
verandert (105). Ursachlich hierfir sind unter anderem kleine GruppengrofRen sowie nur

geringe Veranderungen bei vergleichsweise hoher Variabilitat.

Auf die Zusammenfassung der ausgewerteten Lipide zu Lipidklassen wurde im Rahmen
dieser Arbeit bewusst verzichtet. Innerhalb einer Klasse wurden nur wenige Lipidspezies
gemessen, sodass keine korrekte Aussage liber die Gesamtkonzentration moglich ist.
Weiterhin sind die Kettenlangen und Doppelbindungen aus biochemischer Sicht duflerst
relevant, weshalb es auch innerhalb einer Lipidklasse grofRe Unterschiede beziglich der
Funktionen und Stoffwechselwege gibt. Insgesamt ldsst sich dennoch eine Verdanderung
des Lipidhaushalts in Richtung erhéhter Serumkonzentrationen der Lipide in NUCB2-

Knockdowntieren erkennen, auch wenn diese fiir einzelne Lipide nicht signifikant war.

Die Literatur liefert bereits Hinweise fir die Verbindung des nesfatinergen Systems mit
dem Lipidstoffwechsel. Neben der Mobilisierung von Fettsdauren aus Adipozyten und
gesteigerter B-Oxidation durch zentrales Nesfatin-1 bei Mausen (94), zeigte sich eine
erhohte oxidative Kapazitdt der Adipozyten gesunder Ratten (137) sowie eine ebenso
gesteigerte B-Oxidation in Ratten mit Diabetes Mellitus Typ Il (138) nach peripherer
Applikation von Nesfatin-1. Weiterhin ist selbiges im Plasma von Diabetes Mellitus Typ I
Patienten mit verschiedenen Parametern des metabolischen Syndroms assoziiert (139). Die
postulierte Verknipfung zwischen metabolischen Stérungen und nesfatinergem System
wird folglich durch den verdnderten Lipidhaushalt aufgrund des NUCB2-Knockdown im
PVN untermauert. Allerdings steht eine Disruption der Lipidhomdostase selbst im
Zusammenhang mit metabolischen Risikofaktoren, kardiovaskularem Risiko und schwerer
Gewebeschadigung. Dies spiegelt sich in der Assoziation verschiedener Lipide mit Diabetes

Mellitus Typ I, Insulinresistenz, Dysglykamie, Dyslipidamie, Leberfettgehalt, BMI und
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Adipositas (140) sowie der hochregulierten Konzentration von Ceramiden bei Alzheimer

Patienten und Entziindungen (90) wider.

An die Auswertung der Massenspektrometrie schloss sich die Frage an, welche der
veranderten Lipide im Zusammenhang mit der Entwicklung von Ubergewicht stehen. Uber
die Korrelation aller Lipide mit den phanotypischen Merkmalen Kérpergewichtszunahme,
Blutzucker und Zunahme der Fettmasse, lieRen sich zum Beispiel LPE (18:1) oder PC (33:1)
als signifikant identifizieren. Dies liefert einen ersten Hinweis darauf, welche Molekiile
Relevanz fir weitere Untersuchungen aufweisen, um auf lange Sicht neue Biomarker zu
identifizieren, die Uber ihre Plasmakonzentration den Fortschritt einer Erkrankung

anzeigen.

Wahrend sich einerseits viele Lipidstoffwechselstérungen auf genetisch bedingte
Veranderungen der am Metabolismus beteiligten Enzyme zuriickfihren lassen (141), ist
andererseits jedoch haufig unklar, ob es sich bei beschriebenen Lipidveranderungen um
die Ursache oder eine Folge bestimmter Krankheitsbilder handelt. Dies ist jedoch von
entscheidender Bedeutung. Sollte eine verschobene Lipidkomposition die Ursache einer
Erkrankung darstellen, so ist eine kausale Therapie zumindest theoretisch moglich, indem,
beispielsweise durch Substitution oder einen Eingriff in den Metabolismus, die
physiologische Situation wiederhergestellt wird. Falls eine Lipidverschiebung jedoch nur

Folge einer Krankheit ist, dann ist auch maximal eine symptomatische Therapie maoglich.

Letztendlich handelt es sich bei der Untersuchung des Lipidoms um ein sehr neues
Forschungsfeld (142). Auch wenn schon viele Erkenntnisse gewonnen wurden, ist noch
weitaus mehr zu entschliisseln, wodurch auch die Verkniipfung der verschiedenen
molekularen Resultate mit den Krankheitsbildern erschwert ist. Somit ist es auch uns nur
gelungen zu zeigen, dass die Suppression von paraventrikularem NUCB2 zu einer gestorten
Energiehomdoostase flihrt, was mit einer veranderten Lipidzusammensetzung einhergeht.
Inwiefern dies aber zur Pathogenese von Adipositas beitrdgt oder nur eine Folge der
generell erh6hten Lipidkonzentrationen im Korper ist, lasst sich nicht mit abschlieBender
Gewissheit sagen. Hierzu sind noch weitere Untersuchungen notwendig, um auch einzelne
Stoffwechselwege auf molekularer Ebene zu fokussieren und so ein Gesamtbild zu

schaffen, zu dem unsere Ergebnisse einen Beitrag leisten. Dabei ware die Analyse
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verschiedener Gewebe zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowie die Bestimmung der

Enzymaktivitaten neben den Lipidkonzentrationen sinnvoll.

Ebenfalls quantifiziert wurde die Muskelmasse der Versuchstiere. Es liegen in der Literatur
unseres Wissens nach keine Daten vor, welche einen Einfluss von Nesfatin-1 auf die
Muskelmasse zeigen. Daher war kein Unterschied zwischen den Gruppen zu erwarten, was
sich so bestdtigt hat. Es war zu erkennen, dass die Versuchstiere, in beiden Gruppen
gleichermalien, mit zunehmendem Alter Muskelmasse verlieren. Dabei handelt es sich um

einen normalen, physiologischen Teil des Alterungsprozesses (143).

AbschlieBend wird fiir Nesfatin-1 ein hemmender Effekt auf die Flissigkeitsaufnahme
diskutiert, was bereits in Kapitel 4.1 ausfiihrlich dargestellt wurde (49). Folglich flhrt die
Suppression von NUCB2 zu einer gesteigerten Wasseraufnahme (54). Es war uns nicht
moglich, die gesteigerte Wasseraufnahme nachzuweisen, was wohl am Ehesten auf den
Versuchsaufbau zurlickzufiihren war (siehe Kapitel 4.1). Gleichwohl liefert die gesteigerte
Menge an freier Flussigkeit in den NUCB2-Knockdowntieren einen Hinweis darauf, dass

Nesfatin-1 Einfluss auf die Regulation des Flissigkeitshaushalts nimmt.

4.4 Auswirkungen des NUCB2-Knockdown im PVN auf die Stressreaktion

Um die Beteiligung von Nesfatin-1 bei der kérperlichen Antwort auf Stress zu untersuchen,
wurde mit Hilfe von Restraint Stress eine Stressreaktion bei den Versuchstieren provoziert
und die iBAT Temperatur mittels Infrarot-Thermographie ermittelt. Diese stellt ein MaR fur
die Thermogenese des braunen Fettgewebes dar, wodurch sich Riickschliisse auf die
Aktivierung des sympathischen Nervensystems und damit auch die Starke der
Stressreaktion ziehen lassen. Tatsadchlich ist flr Restraint Stress bereits belegt, dass er
einen Anstieg der iBAT Temperatur zur Folge hat (144). Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen. Bei den Versuchstieren, welche den
NUCB2-Knockdown aufwiesen, war der Temperaturanstieg 30 Minuten nach

Stressapplikation um ~35 % geringer als in der Kontrollgruppe.

In der Literatur lassen sich von anderen Arbeitsgruppen Ergebnisse finden, welche eine
Beteiligung von Nesfatin-1 bei Stress- und Angstreaktionen suggerieren. So zeigte Merali
2008 (77), dass Ratten nach deri.c.v. Injektion von Nesfatin-1 im elevated plus maze (EPM)
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Test (Goldstandard zur Uberpriifung der ungelernten Angstreaktion) ein verstirktes
Angstverhalten zeigen. Dasselbe Ergebnis wurde auch beim fear-potentiated startle (FPS)
Test (Uberpriifung der erlernten Angstreaktion) erzielt. Weiterhin wiesen die Versuchstiere
nach zentraler Nesfatin-1 Gabe, in einer neuen Umgebung, eine langere Latenzzeit bis zur
Nahrungsaufnahme sowie eine reduzierte Nahrungsaufnahme auf. Dies stellt einen
weiteren Indikator flr Angstverhalten dar. Durch Nesfatin-1 werden Verhaltensweisen, die
mit Stress und Angst assoziiert sind, gefordert. Gleichzeitig ldsst sich das nesfatinerge
System auch durch Stress aktivieren (72,75). Zwei weiteren Arbeitsgruppen gelang es, diese
Zusammenhdnge zwischen dem nesfatinergen System und dem Angstverhalten zu
bestatigen (49,145). Beachtet man alle diese Erkenntnisse, so sollte das durch die NUCB2-
Suppression ausgeloste Fehlen von Nesfatin-1 zu einer geringer ausgepragten
Stressreaktion flihren. Dies miusste sich durch eine geringere Warmeproduktion des
braunen Fettgewebes und damit einem geringeren Temperaturanstieg des iBAT dul3ern.
Die  Messzeitpunkte  wurden  entsprechend des  zeitlichen  Profils  der

Plasmakonzentrationen von Corticosteron nach Stressapplikation (74,146,147) gewahlt.

Wie bereits beschrieben, konnten wir diese Hypothese mit den vorliegenden Ergebnissen
beweisen. Auch die Temperatur des Gehorgangs, die als Mall fur die
Koérperkerntemperatur gilt (102), unterstiitzt diese Aussage. So flhrt die geringere
Warmeproduktion des braunen Fettgewebes nach NUCB2-Knockdown auch zu einem
geringeren Anstieg der Gehdrgangstemperatur, verglichen mit der Kontrollgruppe. Als
GegenregulierungsmalBnahme ware infolge der gesteigerten Thermogenese eigentlich
auch eine erhdhte Schwanztemperatur als Indikator fiir Vasodilatation und Warmeabgabe
Uber den Schwanz zu erwarten gewesen. Jedoch lieR sich kein Unterschied zwischen beiden

Gruppen beziiglich der Schwanztemperatur feststellen.

Die physiologische Stressreaktion des Korpers wird durch zentralnervése Mechanismen
gesteuert, wobei der PVN eine herausragende Rolle bei der Vermittlung dieser Effekte
einnimmt. Hierflr bestehen neben indirekten Verbindungen lber die HPA-Achse auch
direkte Verbindungen vom PVN zum iBAT (148) und WAT (149) Gber sympathische Fasern.
Die sympathisch vermittelte Thermogenese im BAT unterliegt der Kontrolle spezieller
Tyrosinhydroxylase-positiver Neuronen im PVN (150). Zusétzlich zu einer reduzierten iBAT

Thermogenese in Folge des NUCB2-Knockdown gelang es unserer Arbeitsgruppe im
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Anschluss an diese Arbeit zu zeigen, dass die mRNA Level der Tyrosinhydroxylase im PVN
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert sind (109). Folglich kann diese
Neuronenpopulation im PVN als direkte Verbindung zwischen PVN und iBAT angesehen
werden. Der Knockdown von NUCB2 fiihrt daher zu einer Beeintrachtigung dieser
Verbindung und beeinflusst dementsprechend die autonome Stressreaktion, was sich in

einer reduzierten Thermogenese des iBAT widerspiegelt.

Neben dieser direkten, unter Rekrutierung des Sympathischen Nervensystems
stattfindenden, Stressreaktion erfolgt ebenfalls die Aktivierung der HPA-Achse als
endokrine Stressantwort. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass die i.c.v.
Applikation von Nesfatin-1 erhohte Plasmaspiegel von ACTH und Corticosteron (72,73)
verursacht, was eine Einflussnahme dieses Peptids auf die Aktivitdit der HPA-Achse
vermuten ldsst. Diese Hypothese wird von gesteigerter c-Fos Expression in Nesfatin-1-
immunoreaktiven Neuronen im PVN, ausgelost durch Restraint Stress, unterstitzt (73).
Dennoch lielRen sich keine veranderten Corticosteronkonzentrationen im Plasma in Ruhe
nachweisen. AnschlieRende Messungen zeigten auch nach Stressexposition keinen
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (109), wodurch eine normale Funktion der
HPA-Achse nahegelegt wird. Interessanterweise bestand aber keine signifikante
Korrelation zwischen dem Nebennierengewicht und der Stressantwort, was darauf
hindeutet, dass bei einem Versuchstier die endokrine und die autonome Antwort auf Stress

nicht in gleichem Mal3e verdndert sind.

Weiterhin fihrte der Knockdown von NUCB2 im PVN zu einem reduzierten Gewicht der
Nebennieren. Dabei erwies sich dieser Unterschied hinsichtlich des absoluten Gewichts als
statistischer Trend, wahrend das Nebennierengewicht, verglichen mit den Kontrolltieren in

Bezug zum Korpergewicht signifikant reduziert war.

Es gibt bisher nur sehr wenig verfligbare Literatur, die zum Vergleich und zur Interpretation
dieses Ergebnisses herangezogen werden kann. Wie bereits in diesem Kapitel berichtet,
aktiviert die zentralnervose Applikation von Nesfatin-1 die HPA-Achse (72,73). Umgekehrt
lassen sich nach einer beidseitigen Entfernung der Nebennieren im PVN gesteigerte Nucb2
MRNA Konzentrationen, moglicherweise als Folge eines fehlenden endokrinen Feedbacks,

nachweisen (72). Gleichzeitig flihrt chronischer Stress, welcher Nesfatin-1 immunoreaktive
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Hirnkerne (darunter auch der PVN) (75) aktiviert, zu einer Erhdhung des
Nebennierengewichtes (74). Die Arbeitsgruppe um Ulrich-Lai zeigte 2006, dass hierbei
hauptsachlich der Cortex betroffen ist, denn es lieBen sich sowohl Zellhypertrophien, als

auch -hyperplasien innerhalb der Zona fasciculata nachweisen (151).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Reduktion des Nebennierengewichtes bei der
NUCB2-Knockdowngruppe befindet sich somit im Einklang mit den vorherigen Studien
anderer Arbeitsgruppen. Dabei bleibt jedoch wunklar, worauf diese Reduktion
zuriickzufiihren ist. Obwohl vorherige Ergebnisse (151) eine reduzierte Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und damit eine geringer
ausgepragte endokrine Stressantwort nahelegen, zeigten die NUCB2-Knockdowntiere im
Rahmen dieser Arbeit nichtsdestotrotz eine normale Aktivitdit der HPA-Achse.
Nachfolgende molekulare Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten weiterhin, dass
die mRNA Level verschiedener Enzyme der Corticosteroidsynthese in den Nebennieren
nicht verandert waren (109), was die Hypothese einer normalen Funktion der HPA-Achse
unterstitzt. AuRerdem hatte der Knockdown von NUCB2 im PVN keinen Einfluss auf die Crf
mRNA Konzentration im PVN (109). Ob das reduzierte Nebennierengewicht auf eine
reduzierte Stimulation oder andere indirekte Mechanismen zurlickzufiihren ist, sollte

daher Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.

Alles in allem, konnten wir mithilfe der Stress-Infrarot-Thermographie zeigen, dass die
autonome Reaktion auf Restraint Stress bei den Versuchstieren, die den NUCB2-
Knockdown aufweisen, geringer ausfallt als bei den Kontrolltieren. Die Nebennierenrinde
ist an der Vermittlung dieser Reaktion jedoch nicht beteiligt, da die Aktivierung des iBAT
Uber das sympathische Nervensystem und damit tGber die Medulla vermittelt wird. Es sind
also vornehmlich die direkten Verbindungen zwischen PVN und iBAT durch den Knockdown
von NUCB2 beeintrachtigt, wahrend die Aktivitat der HPA-Achse nicht oder nurin geringem
MalRe beeinflusst wird. Um den Versuchsaufbau zu spezifizieren, sollten zwei weitere
Versuchsgruppen hinzugefiigt werden, die allerdings nicht gestresst werden. So lie3e sich
das Ergebnis validieren und sicherstellen, dass der Temperaturanstieg wirklich auf den
applizierten Stress zurlckzufiihren ist. Aufgrund der begrenzten Anzahl an Versuchstieren
war dies in der vorliegenden Arbeit nicht mdglich. Dennoch sollte es bei der Planung

zuklnftiger Experimente Beachtung finden. Der Versuch liefert einen weiteren Beleg fir
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die Involvierung von zentralem NUCB2/Nesfatin-1 in die Vermittlung und Regulation der

autonomen Stressantwort.

4.5 Molekularbiologische Charakterisierung des NUCB2-Knockdown im
PVN

Die Versuchstiere wiesen nach dem NUCB2-Knockdown phanotypisch genau die
Eigenschaften auf, die zu erwarten waren. Damit bestatigt die vorliegende Arbeit die zu
Beginn aufgestellten Hypothesen. Um den gesamten Versuch zu validieren und gleichzeitig
die Aussagekraft der Erkenntnisse zu starken, wurden molekulare Analysen durchgefiihrt.
Fiir den Nachweis der, durch die RNA-Interferenz ausgelosten, Reduktion der mRNA im
PVN, wurden Hirnschnitte angefertigt und aus diesen mithilfe der Laser-Capture
Mikrodissektion der PVN isoliert. Aus diesen Proben erfolgte dann die Analyse der mRNA
mittels gRT-PCR. Im Gegensatz zu den phanotypischen Ergebnissen lieRen sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede in der Nucb2 und der Crf mRNA Expression nachweisen.

Vergleicht man den Befund zur Nucb2 mRNA Expression mit den Versuchsergebnissen der
anderen Arbeitsgruppen, die bisher einen NUCB2-Knockdown durchgefiihrt haben, so ldsst
sich unser Ergebnis unter anderem mit dem spaten Messzeitpunkt, acht Wochen nach
Virus-Applikation, erkldaren. Sedbazar (59) konnte vier Tage post injectionem eine
signifikante Reduktion der Nucb2 mRNA im PVN nachweisen. Nach acht Tagen war dieser
Effekt allerdings schon nicht mehr vorhanden. Weiterhin hat keine andere Arbeitsgruppe
MRNA-Messungen zur Validierung durchgeflhrt. Stattdessen wurden mittels Western Blot
die Protein Level quantifiziert und immunhistochemische Darstellungen der Neurone an
Hirnschnitten durchgeflihrt. Dabei fanden sich bei allen signifikant reduzierte Proteinlevel

im PVN (81,6 % (116) und 56 % (117)) und Hypothalamus (66 % (61)).

Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass auch diese Messungen zu deutlich friiheren
Zeitpunkten stattfanden. Wahrend unsere mRNA Messungen in der neunten Woche nach
Virusinjektion durchgefiihrt wurden, erfolgten diese bei Nakata (116) und Darambazar
(117) in der vierten Woche und bei Wu (61) sogar schon drei Tage spater. Es ist also
durchaus denkbar, dass der Effekt des Knockdown zu unserem Messzeitpunkt schlichtweg

nicht mehr vorhanden war. AuRerdem muss in Betracht gezogen werden, dass die
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Messungen ungenau gewesen sein kdnnten. So kann es sowohl bei der Wahl der
Schnittebene, als auch bei der Identifikation der Kerngebiete zu UnregelmaRigkeiten
gekommen sein, durch welche die nachfolgende gRT-PCR beeinflusst wurde. Bei einer
Gruppengrofle von nur sechs Versuchstieren je Gruppe kénnen schon wenige Ausreiller
oder ungenau gesammelte Proben die Messungen massiv beeinflussen, worunter folglich

auch die statistische Aussagekraft leidet.

Eine weitere Fragestellung, der nachgegangen werden muss, ist die Auswirkung der
Suppression von NUCB2 auf die betroffenen Neurone. Andere Versuche unserer
Arbeitsgruppe, deren Ergebnisse bisher noch nicht veroffentlicht sind, weisen auf einen
Zelltod mit vollstandigem Verlust nesfatinerger Neurone nach NUCB2-Knockdown hin.
Untermauert wird diese Vermutung dadurch, dass es sich bei NUCB2 nicht nur um das
Vorlauferpeptid von Nesfatin-1 handelt. Im Lumen des Golgi-Apparat bindet es mit seiner
EF-hand Domane zweiwertige Calciumionen (36). Viele wichtige Signaltransduktionswege
der Zelle sind eng mit Ca?* verkniipft, sodass eine, durch das Fehlen von NUCB2 ausgel6ste,
Storung der Calciumhomoostase moglicherweise nicht kompensiert werden kann. Es ware
daher auch denkbar, dass es zum Zelltod kommt und andere Zellen diesen Platz
einnehmen. Zu diesem Zeitpunkt ist es jedoch noch nicht moglich, eine abschlieBende
Aussage hiertber zu treffen. Daflir sind weitere Untersuchungen notwendig, in denen zum
Beispiel zu verschiedenen Zeitpunkten und auch bereits deutlich friiher nach Virusinjektion
MRNA-Messungen durchgefiihrt werden. Gleichzeitig sollten auch andere Methoden wie
Western Blot und Immunohistochemie in Betracht gezogen werden. Nur so kann eine

umfassende Charakterisierung erfolgen.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass ein Effekt des NUCB2-Knockdowns vorhanden gewesen
sein muss. Dies wurde durch den Phdanotyp, welcher sich entwickelte, eindeutig belegt.

Leider ist es nicht gelungen, dies auch auf einer molekularen Ebene zu bestatigen.
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4.6 Erlauterungen zur vorliegenden Publikation

Aus den Daten der vorliegenden Arbeit ist die Publikation mit dem Titel: ,Knockdown of
endogenous NUCB2/nesfatin-1 in the PVN leads to obese-like phenotype and abolishes
stress- and metformin-induced thermogenic response in rats“ von Daniel Stephan, Natalie
Taege, Riccardo Dore, Julica Folberth, Olaf Johren, Markus Schwaninger, Hendrik Lehnert
und Carla Schulz in der Fachzeitschrift ,Hormone and Metabolic Research” (109)
hervorgegangen (Im folgenden Abschnitt ,Publikation” genannt). Im Anschluss an die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden weitere Untersuchungen von
Natalie Taege durchgefiihrt. Hierbei wurden zum einen die durch diese Arbeit bereits
etablierten Methoden in Teilen wiederholt und zum anderen zusatzliche Parameter
gemessen wie beispielsweise die Corticosteronkonzentration im Rahmen der
Stressthermographie. Die Publikation ist anschlieend als gemeinsame Darstellung und
Diskussion der Ergebnisse aus beiden Projekten entstanden. Im folgenden Abschnitt ist
dargestellt, inwiefern sich die Publikation von der vorliegenden Arbeit unterscheidet und
worauf diese Unterschiede zurilickzufiihren sind. Dabei bezieht sich die Nummerierung der

Abbildungen auf die Publikation.

e Abbildung 1: Die dargestellten Ergebnisse sind unverandert aus der vorliegenden Arbeit
Ubernommen worden. Lediglich in Bezug auf Koérpergewicht (A) und
Nahrungsaufnahme (B) wurde fiir die Publikation ein kiirzerer Zeitraum gewahlt, da der
Knockdown-Effekt von vorrangigem Interesse war, wdhrend im Rahmen der
vorliegenden Arbeit der zeitliche Verlauf iber die Dauer des ganzen Versuches, unter
anderem aufgrund der Etablierung der Knockdown-Methode, von Bedeutung war.

(Entspricht folgenden Abbildungen der vorliegenden Arbeit: 14, 17, 29, 30, 31, 32, 34)

e Abbildung 2: Die vorliegenden Daten zur direkten Kalorimetrie und Thermographie sind
identisch und wurden unverandert aus der vorliegenden Promotionsarbeit in die
Publikation Gbernommen. (Entspricht folgenden Abbildungen der vorliegenden Arbeit:

20, 23, 24, 25)

e Abbildung 3: Die Durchfiihrung der i.c.v. Injektionen von Metformin war nicht Teil
dieser Promotionsarbeit. Es handelt sich um die Ergebnisse der Untersuchungen von

Natalie Taege.
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Abbildung 4: Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Expressionsanalysen im PVN und NTS wurden beziglich ihrer Aussagekraft bereits in
Kapitel 4.5. ausfiihrlich diskutiert. In den Untersuchungen von Natalie Taege wurden
die Analysen um zusatzliche Gene erweitert, weshalb diese Ergebnisse fiir die

Publikation herangezogen wurden.

Abbildung 5: Genexpressionsanalysen aus dem Fettgewebe wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt. Es handelt sich in der Publikation um die

Ergebnisse aus den Untersuchungen von Natalie Taege.

Abbildung 6: Die Ergebnisse der Thermographie (A) sind unverandert aus der
vorliegenden Arbeit Ubernommen worden. Die Messung der
Corticosteronkonzentration im Serum (B) wurde erst im Anschluss, nach zusatzlicher
Genehmigung (siehe Anhang), durch Natalie Taege durchgefiirt. Um ein Verzerren der
Daten zu verhindern und stark schwankende GruppengréRen zu vermeiden, sind die in
der Publikation dargestellten Ergebnisse des Nebennierengewichts (C) und der
Genexpressionsanalysen (D) ebenso ausschlielRlich auf die Untersuchungen von Natalie

Taege zuriickzufihren. (Entspricht folgenden Abbildungen der vorliegenden Arbeit: 35)
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5 Zusammenfassung

Jeder Organismus muss sich ununterbrochen der hochkomplexen Aufgabe stellen, seinen
Energiehaushalt zu regulieren. Dabei muss ein Gleichgewicht zwischen zugefiihrter und
aufgewendeter Energie herrschen, sonst kommt es zu einer Energiedysbalance. Eine
dauerhaft positive Energiebilanz fiihrt in der Folge zu Ubergewicht und Adipositas. Diese
Krankheit wird durch weitere Risikofaktoren wie Stérungen der circadianen Rhythmik,

Stress oder genetische Pradispositionen beglnstigt.

Obwohl es sich, unabhdngig von der Starke der Auspragung, um eine eigentlich
vermeidbare Krankheit handelt, nimmt die Pravalenz drastisch zu und stellt damit nicht nur
eine erhebliche Gefahr fiir die individuelle Gesundheit der Patienten, sondern auch ein
o0konomisches Risiko fiir die Gesundheitssysteme dar. Aus diesem Grund ist es wichtig, die
Pathogenese besser zu verstehen, woflir genaue Kenntnisse iber die Regulation der

Energiehomoostase erforderlich sind.

Ein dullert wichtiges zentralnervdses Kontrollzentrum dafir ist der PVN im Hypothalamus.
Er verarbeitet und integriert die Informationen verschiedener energieregulierender
Signalwege. Wie 2006 entdeckt wurde, ist hierbei das aus dem Vorldaufermolekil NUCB2
gebildete Nesfatin-1 beteiligt. Nesfatin-1 ist ein anorexigenes Peptid, das die
Nahrungsaufnahme reduziert und unter Rekrutierung des Melanocortinsystems die
Thermogenese des interskapularen braunen Fettgewebes und damit auch die
Wadrmeabgabe steigert. Weiterhin ist es an der Vermittlung der Stressantwort beteiligt und

zeigt einen tageszeitlichen Rhythmus seiner Konzentrationen.

Wahrend die meisten Studien, aufgrund des bisher noch nicht identifizierten Rezeptors,
auf pharmakologische Versuchsmodelle zurilickgreifen, so war das Ziel der vorliegenden
Arbeit die Erforschung der Funktionen von endogenem Nesfatin-1 innerhalb der
Energiechomdostase und Stressreaktion. Dafiir wurde im PVN von sechs Versuchstieren
mithilfe eines AAV die Nucb2 mRNA ausgeschaltet, wahrend bei sechs weiteren
Versuchstieren die Injektion eines Kontroll-AVV in den PVN erfolgte . Dies sollte zu einem
Phanotyp flhren, bei dem die Versuchstiere im Vergleich zur pharmakologischen

Applikation von Nesfatin-1 gegenteilige Verdanderungen des Energiestoffwechsels zeigen.
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Zusammenfassung

Der Knockdown von NUCB2 flhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer erhdhten
Nahrungsaufnahme mit gestorter Tagesrhythmik bei gleichzeitig verringertem
Energieumsatz. Beides zusammen resultiert in einem erhéhten Kérpergewicht sowie einer
gesteigerten Zunahme an Kérperfett mit einem veranderten Lipidhaushalt im Serum und
gesteigertem Blutzuckerspiegel. Insgesamt manifestierte sich ein Adipositas-dahnlicher
Phanotyp. Weiterhin zeigten die NUCB2-Knockdowntiere eine geddampfte autonome
Stressantwort. Zusatzlich hierzu waren ihre Nebennieren kleiner, allerdings ohne
Veranderung der Corticosteronkonzentration im Plasma. Alle diese Ergebnisse waren
statistisch  signifikant. Interessanterweise wurden das Trinkverhalten und die
Warmeproduktion des iBAT im Ruhezustand nicht von dem Knockdown beeinflusst.
Zusammenfassend flihrte der Knockdown von NUCB2 zu dem erwarteten Phanotyp,
obgleich die Validierung des Knockdowns nicht gelang und sich hinsichtlich der Nucb2
MRNA im PVN keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen nachweisen

lieRen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beweisen, dass paraventrikuldres, endogenes
NUCB2/Nesfatin-1 im physiologischen Zustand ein wichtiger Bestandteil der
zentralnervdsen Regulation der Energiehomdostase ist. Seine Suppression fiihrt zu einem
fehlregulierten Energiehaushalt sowie einer Storung der circadianen Rhythmik. In der Folge
kommt es zur Ausbildung von Adipositas. Damit liefert diese Arbeit weitere Erkenntnisse
zur Pathogenese von Adipositas, in der Nesfatin-1 eine protektive Funktion einnimmt.
Aufgrund seiner vermutlich neuroprotektiven Eigenschaften und der Beteiligung von
NUCB2 bei der Calciumhomoostase, bleibt jedoch abzuwarten, inwiefern Nesfatin-1 ein

Target flr zukiinftige Therapien darstellen kann.
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9 Anhang

9.1 Uberpriifung der Stressreaktion

9.1.1 Elevated plus maze test (EPM)

Der EPS-Test stellt den Goldstandart zur Uberpriifung der nicht-erlernten Angstreaktion
dar. Hierfiir wird eine plusférmige (+) Platte ca. 50 cm liber dem Boden aufgestellt. Zwei
Arme der Platte sind dabei durch Seitenwande geschlossen, wahrend die anderen beiden

zu den Seiten offen sind und somit nur aus einem Boden bestehen.

Der Test selbst basiert auf der natirlichen Aversion zu offenen Flachen, welche Nagetiere
(Der Test ist fur Ratten und Mause validiert) aufweisen. Somit weisen die Versuchstiere

eine Praferenz fur die durch Seitenwande geschiitzten Seitenarme auf.

Durch die Erfassung der Zeit, die in den offenen oder geschlossenen Seitenarmen verbracht
wird sowie der Anzahl des Betretens von selbigen und deren Relationen zueinander,

kénnen Rickschliisse auf die Angstreaktion gewonnen werden (152).

9.1.2 Fear-potentiated startle

Bei der Uberpriifung der erlernten Angstreaktion findet der FPS-Test Anwendung. In der
Regel wird hierbei mittels Konditionierung ein neutraler Reiz mit einem angstausldésenden
Reiz verknipft (hdufig auditive Reize und elektrische Stromschladge). Anschliefend kann die

ausgeloste Stressreaktion gemessen werden (z.B. Herzfrequenz oder Lidschlagrate) (153).
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9.2 Vektorkarten

[ ] user-inserted region [ ] Lentivirus region

5'ITR

pUC ori

5260 bp

Ampicillin

2630 bp

pDromoter

\

I:] Bacterial region

rNucb2[shRNA#33]_sense

Loop
rNucb2[shRNA#33]_antisense
Terminator

PGK promoter

mCherry

SV40 late pA

3'ITR

Abbildung 42: Vektorkarte Nucb2 shRNA AAV

. Nukleotid o
Bezeichnung . Volistandiger Name
Position
5 ITR 1-141 5’ inverted terminal repeat
U6 promoter 148-396 Human U6 promoter

rNucb2

399-419 rNucb2 [shRNA#33]_sense
[shRNA#33]_sense

Loop 420-425 Loop
rNucb2 rNucb2

. 426-446 .
[shRNA#33]_antisense [shRNA#33]_antisense
Terminator 447-451 Terminator

99

Beschreibung

Serve as the origin of viral
genome replication.

Allows high-level expression of
shRNA in mammalian cell lines.

Compound entered by user
Compound entered by user
Compound entered by user

Compound entered by user
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. Nukleotid o .
Bezeichnung . Volistandiger Name Beschreibung
Position
Allows high-level expression of
Human phosphoglycerate . .
PGK Promoter 479-983 . the selection marker in
kinase promoter . .
mammalian cell lines.
Allows to select stable
expression clones through
mCherry 1014-1724 mCherry reporter gene o .
monitoring with mCherry
fluorescent.
. Allows transcription
SV40 late polyadenation L
SV40 late PA 1769-1990 . | termination and
signa
& polyadenylation of mRNA.
, . . Serves as the origin of viral
3" ITR 2003-2143 3’ inverted terminal repeat L
genome replication.
- . . Allows selection of the plasmid
Ampicillin 3224-4084 Ampicillin resistance gene . .
in E. coli.
. . L Permits high-copy replication
pUC ori 4255-4843 pUC origin of replication . . .
and maintenance in E. coli.
Tabelle 3: Vektorkomponenten, VectorBuilder ID: VB160923-1095tcz
5'ITR
U6 promoter
- Scramble_shRNA
o Terminator
puUC ori 1 hPGK promoter
VB170608-1007xyn
mCherry
5260 bp
Ampicillin
2000
SVA40 late pA
T 3'ITR
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Abbildung 43: Vektorkarte scramble shRNA AAV (Kontrollvirus)
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Bezeichnung

5 ITR

U6 promoter

Scramble_shRNA

Terminator

hPGK Promoter

mCherry

SV40 late PA

3’ ITR

Ampicillin

pUC ori

Nukleotid
Position

1-141

148-396

399-446

447-451

479-983

1014-1724

1769-1990

2003-2143

3224-4084

4255-4843

Vollstandiger Name

AAV 5’ inverted terminal
repeat

Human U6 small nuclear 1
promoter

None

Pol Ill transcription
Terminator

Human phosphoglycerate
kinase 1 promoter

Variant of mRFP1 generated

by mutagenesis

Simian virus 40 late
polyadenylation signal.

AAV 3’ inverted terminal

repeat

Ampicillin resistance gene

pUC origin of replication

Beschreibung

Allows replication of the viral
genome and its packaging into virus.

Pol Il promoter; drives expression of
small RNAs.

Target: None in human and mouse.

Allows transcription termination of
small RNA transcribed by Pol Il RNA
polymerase.

Medium-strength promoter.

Commonly used red fluorescent
protein; fast maturation compared
to its predecessor, mRFP1.

Allows transcription termination and
polyadenylation of mRNA
transcribed by Pol Il RNA
polymerase.

Allows replication of the viral
genome and its packaging into virus.

Allows E. coli to be resistant to
ampicillin.

Facilitates plasmid replication in E.
coli; regulates high-copy plasmid
number (500-700).

Tabelle 4: Vektorkomponenten, VectorBuilder ID: VB170608-1007xyn
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9.3 Nahrungsaufnahme, Wasseraufnahme und Kérpergewicht vor

Virusinjektion

[g/Kifig]

Téagliche Nahrungsaufnahme

Eh

ol-l -|| -||

«
Zeit [Tage]

Abbildung 44: Nahrungsaufnahme vor Virusinjektion, n = 3
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Abbildung 45: Wasseraufnahme vor Virusinjektion, n = 3
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Abbildung 46: Kérpergewicht vor Virusinjektion, n = 6

102



9.4 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Modell / Art / Handelsname Hersteller / Lieferant Ort Land
Versuchstiere Mannliche Wistar Ratten Charles River Laboratories Sulzfeld Deutschland
ICV Kunststoffkafige GR 1800 Doppeldecker TECNIPLAST S.p.A. Buguggiate Italien
Futter fir Nagetiere Altromin TM 1324 Altromin Lage Deutschland

Stereotaktischer Apparat Kopf Instruments Tujunga, CA USA
Warmematte Thermolux TM Wéarmeunterlagen  Witte + Sutor GmbH Murrhardt Deutschland
Bohrer Dremel 200 Dremel Europe, Robert Bosch Power Tools GmbH  Leinfelden-Echteringen Deutschland

Infrarot-Thermographie Kamera | FLIR A65 FLIR Systems Inc. Wilsonville USA

Rasierer
MRT

Voltmeter

Spannungsquelle

Membranpumpe
Durchflussmesser
Blutzuckermessgerat
Kryostat
Laser-Mikroskop

Laser-Mikroskop

Aesculap Spezial GT416
The Minispec LF110
Voltcraft 820

Bio-Rad PowerPac TM Basic
Power Supply

M2K3 Deluxe

TS14140 Flowmeter mit LCD
Accu Check TM Aviva

Leica CM 3050S

PALM Robo 4.8 Pro

PALM Micro Beam

B. Braun Melsungen AG
Bruker Biospin GmbH

Conrad Electronic SE

Bio-Rad Laboratories GmbH

Schemel & Goetz GmbH

Driesen + Kern GmbH

Roche Diabetes Care Deutschland GmbH
Leica Biosystems Nussloch GmbH

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG
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Melsungen
Rheinstetten

Hirschberg

Minchen

Offenbach am Main
Bad Bramstedt
Mannheim
Nussloch
Oberkochen
Oberkochen

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland
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Bezeichnung
Zentrifuge

Thermocycler

Thermocycler

LC mit Massenspektrometer

Schittelinkubator

Vakuumkonzentrator

Spektralphotometer

Fluoreszenzmikroskop

Bezeichnung

AAV Serotyp 2 (Nucb?2)

AAV Serotyp 2 (scramble)
NucleoBond TM Xtra Maxi
NucleoBond TM Xtra Column

Filter

Modell / Art / Handelsname
Zentrifuge 5430 R

Tgradient

ABI PRISM TM 7000 Sequence
Detection System, Sequence
Detection Software 1.2.3.
Thermo Scientific Q Exactive
hybrid quadrupole-Orbitrap
Eppendorf Thermomixer TM

Savant TM SPD131DDA SpeedVac

TM -Konzentrator
NanoDrop 2000
Leica DMI AF6000

Artikel / Art / Handelsname
Item: VB160923-1095tcz
Item: VB170608-1007xyn
Nr.: 740414.100

Hersteller / Lieferant
Eppendorf AG

Biometra GmbH

Applied Biosystems

Fisher Scientific GmbH

Eppendorf AG

Fisher Scientific GmbH

Thermo Fisher Scientific Germany BV&CoKG

Leica Microsystems GmbH

Tabelle 5: Verwendete Gerdite

Hersteller

VectorBuilder
VectorBuilder

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
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Oort
Hamburg

Gottingen

Darmstadt

Schwerte

Hamburg

Hamburg

Karlsruhe

Wetzlar

Ort

Neu-Isenburg
Neu-Isenburg

Diren

Diren

Land
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Land
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland



Bezeichnung

Sepharose Saule

Amicon Ultra 4 Centrifugal Filter
Acrodisc TM Syringe Filter
Ketamin

Xylazin

Emla Creme

Einbettmedium
Membranobjekttrager
Objekttrager

Absolutly RNA Nanoprep Kit

cDNA Synthese Kit

Radioimmunoassay

Artikel / Art / Handelsname
AVB Sepharose High
Performance, 28-4112-11

Ketamin 10 %

Xylazin 2 %

25mg/g Lidocain + 25mg/g
Prilocain

Tissue-Tek O.C.T. TM Compound
MembranSlide 1.0 PEN
Superfrost TM Plus Objekttrager

Cloned AMV First-Strand cDNA
Synthesis Kit Part. No. 12328.pps
Corticosterone Double Anitbody

RIA Kit

Hersteller

VWR International GmbH

Merck KGaA
Merck KGaA
MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH
MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH

EMRA-MED Arzneimittel GmbH

Sakura Finetek Europe
Carl Zeiss Microscopy GmbH
Gerhard Menzel B.V. & Co. KG

Agilent Technologies Deutschland GmbH

Invitrogen

MP Biomedicals

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien
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Ort

Hannover

Darmstadt
Darmstadt
Ascheberg
Ascheberg

Trittau

Alphen aan den Rijn
Gottingen
Braunschweig

Waldbronn

Darmstadt

Eschwege

Land

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Niederlande
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
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9.5 Pipettierschemata

Komponente Volumen [ul]
Oligo(dt)20-Primer 1,0
RNA 9,0
10 mM dNTP Mix 2,0

Tabelle 7: cDNA Primer Mix

Komponente Volumen [ul]
Platinum® SYBR® 25,0
Green gRT-PCR
SuperMix UDG
Vorwarts-Primer (10 1,0
uM)

Rickwarts-Primer (10 1,0
uM)
DEPC-Wasser 13,0

Tabelle 9: qRT-PCR Mastermix

9.6 Herstellung 2x BBS, TE und DEPC
2x BBS:

e 1,7gBES, 50 mM

e 1,63 gNaCl, 280 mM

e 00,0267 g Na2HPO4 x 2 H20, 1,5 mM

e 100 ml Wasser

e 15 Minuten rihren
106

Komponente Volumen [ul]

5x cDNA Synthesis 4,0
Buffer

0,1 M DTT 1,0
RNaseOUT™ 1,0
DEPC-treated Water 1,0
Clones AMV RT (15 1,0
units/ul)

Tabelle 8: cDNA Mastermix

Komponente Volumen [ml]
1 M TRIS-HCI (ph 7,5) 20
1 M NacCl 150
1 M MgCl, 10
10 % Triton X-100 100
Wasser 720

Tabelle 10: TNT Extraktionspuffer
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e Zugabe von NaOH bis pH 6,95
e 15 Minuten rihren

e Steril filtrieren

Tris-EDTA- (TE-) Puffer:

e Losen von 1,21 g Trizma © Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, MERCK Darmstadt) in
80 ml DEPC-Wasser (rihren)

e Zugabe 1 M HClbispH=17,5

e Losen 3,72 g EDTA (Sigma) in 100 ml Wasser (riihren)
e Zugabe von 1 M HCl bis pH = 8,0

e Mischen beider Losungen

e pH-Wert bestimmen, Zugabe von 1 M HCl bis pH =7,4

e Mit DEPC-Wasser auf 1 | auffullen

DEPC- (Diethylpyrocarbonat-) Wasser:
e 500 pul DEPC unter Abzug in 500 ml Aqua bidest. geben und gut schiitteln
e Einen Tag lang verschlossen im Abzug stehen lassen

e Bei 121 °C 20 Minuten lang autoklavieren
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9.7 Statistische Auswertung

Nahrungsaufnahme

Zeitliches Profil der
Nahrungs-
aufnahme

Wasseraufnahme

Direkte
Kalorimetrie
Woche 2

Abb.

Nr.

44

14

15

15

15

45

16

18

Zeitpunkt

vor Virus-
injektion

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

Dunkelphase

Hellphase

vor
Virusinjektion

gesamter
Versuch

Stunde 2-8

Statistischer Test

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit

Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

n

F-Wert

F(1,4)
=2,27

F(1,4)
= 4,66

F(1,4)
=2,03

F(1,4)
=0,23

F(1,4)
=2,38

F(1,4)
=0,22

F(1,4)
=0,48

F(1,10)
=0,56

Genotyp

p-Wert

0,2061

0,0970

0,2279

0,6592

0,1978

0,6613

0,5277

0,4697

108

Signi-
fikanz

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

F-Wert

F(4,16)
=3,95

F(7,28)
=17,84

F(7,28)
=26,15

F(3,12)
=18,82

F(3,12)
= 18,56

F(4,16)
=9,23

F(7,28)
=5,37

F(6,60)
=7,96

Zeit

p-Wert

0,0204

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0005

0,0006

<0,0001

Signi-
fikanz

F-Wert

F(4,16)
=1,10

F(7,28)
=3,91

F(7,28)
=127

F(3,12)
=0,18

F(3,12)
=3,48

F(4,16)
=1,45

F(7,28)
=0,78

F(6,60)
=2,59

Interaktion

p-Wert

0,3887

0,0043

0,2994

0,9105

0,0505

0,2636

0,6073

0,0270

Signi-
fikanz

n.s.

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s



Anhang

Direkte
Kalorimetrie
Woche 4

Direkte
Kalorimetrie
Woche 6

Direkte
Kalorimetrie
Woche 8

Infrarot-Thermo-
graphie iBAT

Infrarot-Thermo-

graphie Gehorgang

Infrarot-Thermo-
graphie Schwanz

Korpergewicht

Muskelmasse

Abb.

Nr.

19

20

21

23 A

24 A

25A

46

29

30

Zeitpunkt

Stunde 2-8

Stunde 2-8

Stunde 2-8

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

vor
Virusinjektion

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

Statistischer Test

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

F-Wert

F(1,10)
=0,05

F(1,9)
=284

F(1,10)
=0,18

F(1,10)
=0,08

F(1,10)
=1,84

F(1,10)
=0,37

F(1,10)
=0,09

F(1,10)
= 5,68

F(1,6)
=0,23

Genotyp

p-Wert

0,8307

0,0005

0,6844

0,7829

0,2043

0,5541

0,7650

0,0384

0,6476

109

Signi-
. F-Wert
fikanz
F(6,60)
n.s
=3,16
F(6,54)
S.
=9,31
F(6,60)
n.s
=5,10
F(3,30)
n.s
=40,61
F(3,30)
n.s
=19,89
F(3,30)
n.s
=17,01
F(4,40)
n.s
=1075,8
F(10,100)
S.
=426,8
F(4,24)
n.s
=29,13

Zeit

p-Wert

0,0093

<0,0001

0,0003

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

Signi-
fikanz

Interaktion
F-Wert p-Wert
F(6,60)

0,9576
=0,25
F(6,54)

0,9535
=0,26
F(6,60)

0,2676
=1,31
F(3,30)

0,5671
=0,69
F(3,30)

0,9051
=0,19
F(3,30)

0,7105
=0,46
F(4,40)

0,2513
=1,40

F(10,100)
<0,0001

=4,51
F(4,24)

0,4845
=0,89

Signi-
fikanz

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s

n.s
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Freie Fliissigkeit

Fettmasse

Stressthermo. iBAT
(absolut)

Stressthermo.
Gehodrgang
(absolut)

Stressthermo.
Schwanz (absolut)

Abb.

Nr.

31

32

35A

36A

37A

Zeitpunkt
gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

gesamter
Versuch

Statistischer Test

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit

Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

ANOVA mit
Messwiederholungen

Tabelle 11: Zusammenfassung statistische Auswertung (ANOVA)

F-Wert
F(1,6)
=26,11

F(1,6)
=12,17

F(1,10)
=12,18

F(1,10)
=10,56

F(1,10)
=0,08

Genotyp

p-Wert

0,0022

0,0130

0,0058

0,0087

0,7813

110

Signi-
fikanz

n.s

F-Wert
F(4,24)
=43,21

F(4,24)
=26,34

F(3,30)
=3,78

F(3,30)
=8,17

F(3,30)
=3,56

Zeit

p-Wert

<0,0001

<0,0001

0,0205

0,0004

0,0257

Signi-
fikanz

S.

S.

Interaktion

F-Wert p-Wert

F(4,24)

0,1502
=1,86
F(4,24)

0,0066
=4,62
F(3,30)

0,2064
=161
F(3,30)

0,1959
=1,66
F(3,30)

0,3756
=1,07

Signi-
fikanz

n.s

n.s

n.s

n.s
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Gruppe

Kontrolle

NUCB2-
Knockdown

Kontrolle

NUCB2-
Knockdown

Korrelation

Kérpergewichtsverlust -
Waéarmeproduktion (Stunde 1-8)

Kérpergewichtsverlust -
Waéarmeproduktion (Stunde 2-8)

Kérpergewichtsverlust -
Waéarmeproduktion (Stunde 1-8)

Kérpergewichtsverlust -
Waéarmeproduktion (Stunde 2-8)

iBAT-Temperatur -
Gehorgangstemperatur

iBAT-Temperatur -
Schwanztemperatur

Gehorgangstemperatur -
Schwanztemperatur

iBAT-Temperatur -
Gehorgangstemperatur

Abb.

Nr.

keine

22A

keine

228B

26 A

27 A

28 A

268

Koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

r-Wert

0,2667

0,2095

0,6881

0,678

0,5205

0,4224

0,323

0,5463

111

95 %

Konfidenzintervall

-0,1532 - 0,605

-0,2118 - 0,5651

0,3852-0,8572

0,3689 -0,8521

0,1482 -0,7636

0,02289 - 0,7056

-0,09249 - 0,6426

0,1833-0,7782

r>-Wert

0,07111

0,0439

0,4735

0,4597

0,2709

0,1784

0,1043

0,2984

p-Wert

0,2078

0,3258

0,0003

0,0004

0,0091

0,0398

0,1237

0,0057

Signifikanz

n.s.

n.s.

n.s

24

24

23

23

24

24

24

24
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Gruppe Korrelation

iBAT-Temperatur -
Schwanztemperatur

Gehorgangstemperatur -
Schwanztemperatur

Nebennierengewicht - iBAT
Temperaturanstieg (absolut) 30

min nach Stress
Alle Tiere
Nebennierengewicht - iBAT

Temperaturanstieg (relativ) 30
min nach Stress

Abb.

Nr.

278

28B

47 A

47 B

Koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

Pearsons
Korrelations-
koeffizient

95 % 5
r-Wert . . r-Wert
Konfidenzintervall
0,5519 0,191 -0,7813 0,3046
0,3815 -0,02586 - 0,6802 0,1456
0,3334 -0,2974 - 0,7616 0,1112
0,4561 -0,1596 - 0,8163 0,208

Tabelle 12: Zusammenfassung Korrelationen (aufSer Lipidom)

112

p-Wert

0,0052

0,0658

0,2896

0,1362

Signifikanz

n.s.

n.s.

n.s.

24

24

12

12



Anhang

Lipid

Acylcarnitine

Cholesterylester
Ceramide
Glucosylceramide
Lysophosphatidyl-
choline

Lysophosphatidyl-
ethanolamine

Phosphatidyl-
choline

Phosphatidyl-
ethanolamine

Phosphatidyl-
inositole

Sphingomyeline

Zunahme des Korpergewichts

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

Anzahl
ana-
lysierter
Lipide

19

32

15

Anzahl
signifi-
kanter r-
Werte

20

16

60

63

20

33

27

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

Zunahme der Fettmasse

Anzahl Anzahl
ana- signifi-
lysierter  kanter r-
Lipide Werte
5 0
3 0
6 0
3 0
19 2
5 1
32 9
5 0
6 2
15 0

113

11

20

28

33

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

Blutglukosekonzentration

Anzahl
ana-
lysierter
Lipide

19

32

15

Anzahl
signifi-
kanter r-
Werte

12

16

60

38

50



Anhang

Lipid (n = 12)

Acylcarnitine

AcCa (14:0)

AcCa (16:0)

AcCa (16:1)

AcCa (18:0)

AcCa (24:0)

Cholesterylester

CE (18:1)
CE (18:2)
CE (20:4)
Ceramide

Cer (d40:1) (d18:1/22:0)

Tabelle 13: Ubersicht der Korrelationen von Lipidom und Phénotyp

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

-0,0023

-0,4144

0,1834

-0,4875

-0,5909

0,1247
-0,0041

-0,4628

0,5416

p-Wert

0,9943

0,1805

0,5684

0,1079

0,0431

0,6993
0,9898

0,1298

0,069

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

0,3413

-0,01659

0,6945

-0,2067

-0,4098

0,2278
0,248

-0,4255

0,3192

p-Wert

0,4079

0,9689

0,0559

0,6234

0,3134

0,5873
0,5537

0,2933

0,4409

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

0,08117

-0,3368

0,3212

-0,2281

-0,2111

0,3407
0,1138

-0,3196

0,2064

p-Wert

0,802

0,2844

0,3086

0,4759

0,5102

0,2786
0,7247

0,3112

0,5198

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns



Anhang

Lipid (n = 12)

Cer (d42:1) (d18:1/24:0)

Cer (d42:2) (d18:1/24:1)

Cer (d42:3) (d18:1/24:2)

Cer (d42:3) (d18:2/24:1)

Cer (t42:0) (t18:0/24:0)

Glucosylceramide

CerG (d40:1)
(d18:1/22:0)

CerG (d41:1)
(d18:1/23:0)

CerG (d42:1)
(d18:1/24:0)

Lysophosphatidyl-
choline

LPC (14:0)

LPC (14:1)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

0,6055

0,6824

0,7563

0,7566

0,4613

0,2739

0,3632

0,2224

0,3965

0,5756

p-Wert

0,0369

0,0145

0,0044

0,0044

0,1312

0,389

0,2459

0,4873

0,202

0,0502

Signifikanz

* ¥

* ¥

ns

ns

ns

ns

ns

ns

r-Wert

0,4007

0,4684

0,4141

0,4135

0,1206

0,2158

0,2337

0,1838

0,288

0,5055

Zunahme der Fettmasse

p-Wert

0,3252

0,2417

0,3077

0,3085

0,776

0,6078

0,5775

0,6631

0,4891

0,2013

115

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

0,3075

0,3342

0,3205

0,3205

0,496

0,217

0,3346

0,2223

0,5011

0,4711

p-Wert

0,3308

0,2884

0,3098

0,3098

0,101

0,4981

0,2878

0,4874

0,097

0,1221

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns



Anhang

Lipid (n = 12)
LPC (15:1)
LPC (16:0)
LPC (16:1)
LPC (17:0)
LPC (18:0)
LPC (18:1)
LPC (18:2)
LPC (19:0)
LPC (19:1)
LPC (20:1)
LPC (20:4)
LPC (22:0)
LPC (22:6)

LPC (24:0)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

0,0673

0,2567

0,6685

-0,0898

0,03303

0,6234

0,6171

-0,1521

0,1162

-0,1506

-0,0903

-0,0058

0,3119

-0,1798

p-Wert

0,8353

0,4206

0,0175

0,7813

0,9188

0,0303

0,0326

0,637

0,7191

0,6403

0,7802

0,9858

0,3236

0,576

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

-0,3276

-0,1389

0,7136

-0,3159

-0,0545

0,6224

0,8206

-0,2568

-0,2551

-0,4026

-0,5942

-0,05264

-0,4211

-0,2645

116

p-Wert

0,4283

0,743

0,0468

0,4459

0,8981

0,0994

0,0126

0,5393

0,542

0,3227

0,1203

0,9015

0,2988

0,5267

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

0,07858

0,3651

0,602

0,112

0,177

0,6571

0,6213

0,156

0,3122

0,09249

0,0398

0,2944

0,2863

0,08143

p-Wert

0,8082

0,2432

0,0383

0,729

0,5821

0,0203

0,031

0,6283

0,3233

0,775

0,9023

0,3529

0,3669

0,8014

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns



Anhang

Lipid (n = 12)

LPC (24:1)

LPC (24:5)

LPC (24:6)
Lysophosphatidyl-
ethanolamine

LPE (16:0)

LPE (18:1)

LPE (18:2)

LPE (20:4)

LPE (22:6)
Phosphatidylcholine
PC (30:0)

PC (30:1)

PC (30:2)

PC (31:1)

PC (32:0)

PC (32:1)

PC (32:2)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

-0,4089

0,4234

0,5655

0,7955
0,8181
0,736
0,2589

0,1849

0,7733
0,6997
0,658
0,7836
0,7994
0,7031

0,7402

p-Wert

0,1869

0,1702

0,0553

0,002
0,0011
0,0064
0,4164

0,565

0,0032
0,0113
0,02
0,0026
0,0018
0,0108

0,0059

Signifikanz

ns

ns

ns

* ¥
* ¥

* ¥

ns

ns

* ¥

* ¥

* ¥

* ¥

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

-0,3275

-0,4358

0,4887

0,6979
0,7696
0,6596
0,116

-0,4137

0,5432
0,6081
0,6471
0,8074
0,2978
0,6808

0,6868

117

p-Wert

0,4284

0,2805

0,2191

0,0543
0,0255
0,0751
0,7844

0,3083

0,1641
0,1097
0,0828
0,0154
0,4737
0,0631

0,0599

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns
ns

ns

ns
ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

-0,0521

0,3623

0,4778

0,6475
0,6982
0,5863
-0,0091

0,1121

0,5114
0,4739
0,4652
0,6132
0,5709
0,4918

0,6359

p-Wert

0,8723

0,2472

0,1162

0,0228
0,0116
0,0451
0,9776

0,7287

0,0893
0,1196
0,1275
0,034
0,0525
0,1044

0,0262

Signifikanz

ns

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

ns

ns



Anhang

Lipid (n = 12)

PC (33:1)
PC (33:2)
PC (34:0)
PC (34:1)
PC (34:2)
PC (34:3)
PC (34:4)
PC (35:1)
PC (35:2)
PC (36:0)
PC (36:1)
PC (37:1)
PC (37:2)
PC (37:4)
PC (40:1)
PC (40:2)
PC (40:8)
PC (41:2)

PC (42:10)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

0,7813
0,1648
0,6857
0,8603
0,8112
0,6843
0,4758
0,7374
0,4416
0,4258
0,5912
0,6945
0,5702
-0,1082
0,8208
0,8205
0,0503
0,6893

0,0778

p-Wert

0,0027
0,6087
0,0138
0,0003
0,0014
0,0141
0,1179
0,0062
0,1506
0,1675
0,0429
0,0122
0,0529
0,7379
0,0011
0,0011
0,8767
0,0132

0,81

Signifikanz
%k

ns

% % %k

* ¥

ns
*%
ns

ns

ns

ns

* ¥

* ¥

ns

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

0,8517
-0,0079
0,3167
0,7856
0,6118
0,6501
0,01252
0,8272
0,4379
0,2107
0,7018
0,7706
0,6241
-0,5341
0,7479
0,7849
-0,3071
0,8297

-0,2289

p-Wert

0,0073
0,9852
0,4447
0,0208
0,107
0,081
0,9765
0,0113
0,2779
0,6164
0,0523
0,0252
0,0982
0,1727
0,0329
0,021
0,4594
0,0108

0,5856

Signifikanz
k%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

0,6387
0,2175
0,4935
0,6416
0,5218
0,5236
0,4139
0,6682
0,4487
0,3014
0,4363
0,6462
0,5927
-0,06559
0,7156
0,7442
-0,0010
0,6678

0,0241

p-Wert

0,0254
0,4971
0,103
0,0245
0,0818
0,0806
0,181
0,0175
0,1434
0,3411
0,1562
0,0232
0,0423
0,8395
0,0089
0,0055
0,9975
0,0176

0,9407

Signifikanz

ns

ns

ns
ns

ns

ns
ns

ns

ns

* %

* %

ns

ns



Anhang

Lipid (n = 12)

PC (42:2)
PC (42:3)
PC (42:9)
PC (44:12)
PC (44:4)
PC (44:5)

Phosphatidyl-
ethanolamine

PE (36:1)

PE (36:2)

PE (36:4)

PE (38:4)

PE (38:5)
Phosphatidylinositole
Pl (34:1)

Pl (34:2)

Pl (36:1) (18:0/18:1)
Pl (36:2)

PI (37:4)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

0,8082
0,864
0,3735
-0,0496
0,1199

0,0899

0,6745
0,5036
0,0891
0,1498

0,1402

0,7285
0,1416
0,7985
0,5384

-0,4237

p-Wert

0,0015
0,0003
0,2317
0,8783
0,7106

0,7811

0,0161
0,0951
0,7831
0,6422

0,6638

0,0072
0,6606
0,0018
0,0709

0,1699

Signifikanz
%k

% % %k

ns
ns

ns

ns
ns

ns

* ¥

ns

* ¥

ns

ns

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

0,7885

0,6789

0,2541
-0,06662
-0,2407

-0,4481

0,241
0,1022
0,02024
-0,3221

-0,1656

0,8222
-0,158
0,7486
0,6271

-0,3167

p-Wert

0,0201
0,0641
0,5437
0,8755
0,5658

0,2655

0,5653
0,8097
0,9621
0,4365

0,6951

0,0122
0,7087
0,0326
0,0961

0,4447

Signifikanz

ns
ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns

ns

ns

ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

0,7477
0,8191
0,3261
-0,186
0,1066

0,1138

0,508
0,344
-0,0544
0,0815

0,1313

0,6324
0,0938
0,7912
0,6056

-0,3005

p-Wert

0,0052
0,0011
0,3009
0,5628
0,7416

0,7246

0,0917
0,2736
0,8666
0,8013

0,6841

0,0273
0,7718
0,0022
0,0369

0,3426

Signifikanz
k%

* %

ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns

ns

ns

* %

ns



Anhang

Lipid (n = 12)

Pl (38:4) (18:0/20:4)
Sphingomyeline
SM (d32:1)

SM (d34:1)

SM (d34:2)

SM (d35:1)

SM (d36:1)

SM (d38:1)

SM (d39:1)

SM (d40:1)

SM (d41:1)

SM (d41:2)

SM (d42:1)

SM (d42:2)

SM (d42:3)

SM (d44:1)

SM (t42:1)

Zunahme des Korpergewichts

r-Wert

-0,0421

0,4173
-0,0301
0,2927
-0,5833
0,07703
0,3372
0,3517
0,6339
0,5193
0,3863
0,4885
0,6001
0,03793
-0,568

0,5935

p-Wert

0,8967

0,1771
0,9261
0,3559
0,0465
0,8119
0,2838
0,2622
0,0269
0,0836
0,2149
0,1071
0,0391
0,9068
0,054

0,0419

Signifikanz

ns

ns
ns

ns

ns
ns

ns

ns
ns

ns

ns

ns

Tabelle 14: Auflistung aller Korrelationen von Lipidom und Phénotyp

Zunahme der Fettmasse

r-Wert

-0,2407

0,4718
0,2629
0,4453
-0,1817
0,4756
0,5735
0,1132
0,5646
0,4872
0,5905
0,6189
0,5934
0,1421
0,1273

0,6275

120

p-Wert

0,5659

0,2379
0,5293
0,2688
0,6667
0,2335
0,1372
0,7895
0,1449
0,2208
0,1233
0,1018
0,121
0,737
0,7638

0,0958

Signifikanz

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

Blutglukosekonzentration

r-Wert

-0,2323

0,4791
0,06958
0,2958
-0,3834
0,1045
0,3065
0,3572
0,5227
0,4746
0,2964
0,4179
0,5564
-0,01169
-0,1286

0,6512

p-Wert

0,4675

0,1151
0,8299
0,3506
0,2186
0,7466
0,3326
0,2544
0,0813
0,119
0,3496
0,1765
0,0603
0,9712
0,6905

0,0218

Signifikanz

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns



Anhang

Nahrungsaufnahme

Zeitraum vor der Virusinjektion (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 3)

Zeit [Tage] 1 3 5 6 7

p-Wert 0,9991 0,3868 0,2393 0,8101 0,9991

Gesamter Versuch (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 3)

Zeit [Woche] 0 2 3 4 5 6 7

p-Wert 0,5675 0,2619 0,0070 0,1258 0,1251 0,5361 0,3657

Zeitliches Profil der Nahrungsaufnahme (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 3)

Zeit [Tageszeit] 18 20 23 5 6 8 11
p-Wert 0,9776 0,9776 0,9776 0,9776 0,9538 0,9538 0,8971
Wasseraufnahme

Zeitraum vor der Virusinjektion (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 3)

Zeit [Tage] 1 3 5 6 7

p-Wert 0,9431 0,9116 0,9431 0,9116 0,9116

121

0,5361

17

0,0108



Anhang

Gesamter Versuch (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 3)
Zeit [Woche] 0 2 3 4 5

p-Wert 0,9795 0,9597 0,6389 0,9360 0,9252

Blutglukosekonzentration

Zum Zeitpunkt der Tétung (unabhdngiger T-Test, zweiseitig, n = 6)
Zeit [Minute] 0

p-Wert 0,0434

Direkte Kalorimetrie

(Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [h] 2 3 4 5 6
Woche 2 0,8208 0,8958 0,8208 0,8208 0,6808
Woche 4 0,9913 0,9998 0,9998 0,9998 0,9998
Woche 6 (n-6:5) | 0,0038 0,0031 0,0031 0,0004 0,0012
Woche 8 0,8994 0,9302 0,9302 0,9931 0,9931

Infrarot-Thermographie

iBAT (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Woche] 2 4 6 8

p-Wert 0,8265 0,8396 0,8265 0,9355

6

>0,9999

0,8208
0,9998
0,0031
0,9931
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7

>0,9999

0,8208
0,9993
0,0031
0,9931

8

0,9967

2-8
0,4679
0,8285
0,0004
0,6866



Anhang

Gehérgang (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Woche] 2 4 6 8

p-Wert 0,9675 0,6324 0,9675 0,9675

Schwanz (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Woche] 2 4 6 8

p-Wert 0,9007 0,7946 0,8792 0,9007

iBAT, Gehérgang und Schwanz (Dunnett’s multiple comparison, n = 6)

Woche 2vs. 4 2vs.6 2vs. 8 4vs. 6 4vs. 8
iBAT 0,0280 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Gehorgang <0,0001 0,0341 0,2961 0,0001 <0,0001
Schwanz 0,0558 0,2862 0,0003 0,0411 0,0001
Korpergewicht

Zeitraum vor der Virusinjektion (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Tage] 1 3 5 6 7

p-Wert 0,9564 0,9977 0,9977 0,9977 0,9880

6vs.8

0,0058
0,1333
0,0792

123



Anhang

Gesamter Versuch (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Wochen] -2 -1 0

p-Wert 0,9918 0,9918 0,9918

Koérperzusammensetzung

Fett (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 4)

Zeit [Woche] 0 2 4

p-Wert <0,9999 0,1338 0,0069

Fliissigkeit (Holm-Sidak Post-hoc Test, n =4)

Zeit [Woche] 0 2 4

p-Wert <0,9999 0,1533 0,0219

Muskel (Holm-Sidak Post-hoc Test, n =4)

Zeit [Woche] 0 2 4

p-Wert <0,9999 0,9674 0,9902

0,9736

0,0069

0,0181

0,8438

2 3 4 5

0,4556 0,1523 0,0416 0,0416

0,0015

0,0106

0,6544

124

6
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Anhang

Lipidom

(unabhdngiger T-Test, zweiseitig, vor der Korrektur fiir multiples Testen)

Lipid

p-Wert

Lipid

p-Wert

Lipid
p-Wert

Lipid
p-Wert

Lipid

p-Wert

Lipid

p-Wert

AcCa
(14:0)

0,5262

Cer
(d42:3)

(d18:1/24:

2)
0,2464

LPC (17:0)
0,4191

LPC (24:1)

0,7738

PE (38:4)

0,7108

SM

(d35:1)
0,9692

AcCa
(16:0)

0,7349

Cer
(d42:3)

(d18:2/24:

1)
0,2470

LPC (18:0)
0,8011

LPC (24:5)
0,2992
PE (38:5)
0,5823
SM

(d36:1)
0,8184

AcCa
(16:1)

0,1705

Cer (t42:0)
(t18:0/24:
0)

0,7153

LPC (18:1)
0,0311

LPC (24:6)
0,2742
Pl (34:1)
0,0258
SM

(d38:1)
0,3840

AcCa
(18:0)

0,8866

CerG
(d40:1)

(d18:1/22:

0)
0,9560

LPC (18:2)
0,0609

LPE (16:0)
0,1703
Pl (34:2)
0,0917
SM

(d39:1)
0,0951

AcCa
(24:0)

0,3128

CerG
(d41:1)

(d18:1/23:

0)
0,7436

LPC (19:0)
0,4184

LPE (18:1)
0,0141

Pl (36:1)
(18:0/18:1
)
0,0406

SM
(d40:1)
0,4062

CE(18:1)

0,1370

CerG
(d42:1)

(d18:1/24:

0)
0,9263

LPC (19:1)
0,1450

LPE (18:2)
0,2984
PI (36:2)
0,0342
SM

(da1:1)
0,1409
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CE(18:2)

0,5355

LPC (14:0)

0,0944

LPC (20:1)
0,5622

LPE (20:4)
0,6649
PI (37:4)
0,6443
SM

(da1:2)
0,2881

CE(20:4)

0,9467

LPC (14:1)

0,3457

LPC (20:4)
0,8468

LPE (22:6)
0,9077

Pl (38:4)
(18:0/20:4
)
0,6043

SM
(d42:1)
0,4615

Cer
(d40:1)

(d18:1/22:

0)
0,6277

LPC (15:1)

0,2874

LPC (22:0)
0,6784

PE (36:1)
0,5521

SM
(d32:1)

0,0335
SM

(d42:2)
0,1126

Cer
(d42:1)

(d18:1/24:

0)
0,5990

LPC (16:0)

0,5163

LPC (22:6)
0,5353

PE (36:2)
0,9347

SM
(d34:1)

0,4091
SM

(d42:3)
0,1938

Cer
(d42:2)
(d18:1/24:
1)
0,2843

LPC (16:1)

0,2009

LPC (24:0)
0,9869

PE (36:4)
0,6879

SM
(d34:2)

0,2656
SM

(da4:1)
0,7641



Anhang

Lipid SM (t42:1) PC(30:0)  PC(30:1)
p-Wert 0,0516 0,1678 0,3995
Lipid PC(34:1) PC(34:2) PC(34:3)
p-Wert 0,0897 0,2570 0,1446
Lipid PC(40:1)  PC(40:2)  PC (40:8)
p-Wert 0,0533 0,1015 0,7098

Stress-Infrarot-Thermographie

iBAT (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Minute] 0 5 35
p-Wert 0,2207 0,3195 0,0033
Gehérgang (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)
Zeit [Minute] 0 5 35
p-Wert 0,1410 0,6637 0,0075
Schwanz (Holm-Sidak Post-hoc Test, n = 6)

Zeit [Minute] 0 5 35

p-Wert 0,7846 0,7846 0,7846

PC (30:2)
0,1324

PC (34:4)
0,1044

PC (41:2)
0,0915

80

0,0435

80

0,0996

80

0,7846

PC (31:1)
0,0392

PC(35:1)
0,0075

PC (42:10)
0,6140

35 (%)

0,0316

35 (%)

0,2814

35 (%)

0,9546

PC (32:0) PC(32:1)
0,1705 0,3666

PC (35:2) PC (36:0)
0,0347 0,6311

PC (42:2) PC (42:3)
0,1117 0,0903
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PC (32:2)
0,0316

PC (36:1)
0,1948

PC (42:9)
0,1864

PC(33:1)
0,0175

PC (37:1)
0,0343

PC (44:12)
0,8757

PC(33:2)
0,1226

PC (37:2)
0,0210

PC (44:4)
0,5083

PC (34:0)
0,2569

PC (37:4)
0,6002

PC (44:5)
0,7455



Anhang

Gewicht der Nebennieren

Zum Zeitpunkt der Tétung (unabhdéngiger T-Test, zweiseitig, n = 6)

[mg] [%]
p-Wert 0,0525 0,0196

Corticosteronkonzentration

Zum Zeitpunkt der Tétung (unabhéngiger T-Test, zweiseitig, n = 4, 6)

[ng / ml]
p-Wert 0,5705

mRNA

Zum Zeitpunkt der Tétung (unabhdngiger T-Test, zweiseitig, n = 6; 5)

mRNA crf Nucb2

p-Wert 0,2654 0,3862

Tabelle 15: Zusammenfassung statistische Auswertung (Post-Hoc Holm Sidak oder Student's T-Test)
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