-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Qucosa - Publikationsserver der Universitat Leipzig

Unterschiede in der Entwicklung von Diat — induzier ter Adipositas
bei C57BL/6 Substammen

Untersuchung von phanotypischen und genetischeersbitieden in C57BL/6 Substammen

DISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades

DOCTORUM RERUM MEDICINARUM
(Dr. rer. med.)

an der Medizinischen Fakultat
der Universitat Leipzig

eingereicht von:  Diplom—BiologeMatthias Kern
geboren am 31. Juli 1980 in Leipzig

angefertigt April 2012 an der Universitat Leipzig,
Klinik und Poliklinik fir Endokrinologie und Nephiagie

Betreuer: Prof. Dr. med. Matthias Bliher

Beschluss uber die Verleihung des Doktorgrades d@®ktober 2012


https://core.ac.uk/display/226101573?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS 3
BIBLIOGRAPHISCHE BESCHREIBUNG 4
1. EINFUHRUNG IN DIE THEMATIK 5
1.1 Definition und Epidemiologie der Adipositas 5
1.2 Entstehung von Adipositas 5
1.3 Fettverteilungsmuster und Einflussfaktoren 6
2. MODELLTIERE DER ADIPOSITAS 8
2.1 Zucker fatty Ratte (ZFR) 8
2.2 Wistar fatty Ratte (WFR) 9
2.3 agouti Maus 9
2.4 New Zealand Obese (NZO) Maus 10
2.5 Kuo Kondo (KK) Maus 10
2.6 db/db Maus 11
2.7 ob/ob — Maus 12
2.8 C57BL/6 Substdamme und Diat — Induzierte Adiposas 13
3. SNP — SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM 14
4. ZIEL DER ARBEIT 15
5. PUBLIKATION DER VORLIEGENDEN ARBEIT 16

6. ZUSAMMENFASSUNG 20
7. LITERATUR 25
8. ANLAGEN 35
8.1 Lebenslauf 35
8.2 Danksagung 39

8.3 Erklarung Uber die eigenstandige Abfassung dekrbeit 40



Bibliographische Beschreibung

Kern, Matthias

- [ Formatiert: Links

Unterschiede in der Entwicklung von Didt — induzierter Adipositas bei
C57BL/6 Substammen

Universitat Leipzig, Dissertation
40 S., 94 Lit., 2 Tab., 3 Dia., 3 Anlagen

Die Pravalenz der Adipositas nimmt in Deutschland seit vielen Jahren kontinuierlich zu.
Adipositas entwickelt sich auf der Grundlage und Wechselwirkung genetischer Faktoren mit
Verhaltensmustern, Lebensgewohnheiten und Umwelteinfliissen. In der Adipositasforschung
haben Modelltiere seit der Entdeckung des Fettgewebshormons Leptin 1994 einen
wesentlichen Stellenwert erhalten. Unterschiedliche Modelle haben dazu beigetragen, die
Bedeutung vererblicher Faktoren bei der Adipositas — Entstehung zu verstehen. Sogenannte
transgene Tiere, mit organspezifisch induzierter Ausschaltung bzw. Uber— oder
Unterexpression bestimmter Gene sowie temporarer Beeinflussung von Genen, haben in
den letzten 15 Jahren die biomedizinische Forschung im Adipositasfeld revolutioniert. Als
Hintergrundstamm fir transgene Tiere ist der Inzuchtmausstamm, C57BL/6, ein sehr
verbreiteter Kontrollstamm. Der C57BL/6 Mausstamm wurde vom C57BL Stamm abgeleitet,
welcher in den 1920er Jahren von C.C. Little in den Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine, USA) etabliert wurde. Mehr als neun C57BL/6 Substamme wurden in den 1970er
Jahren generiert. Die Bezeichnung Substamm wird vorgenommen, wenn sie als Zweig eines
Inzuchtstammes hervorgehen, und bekannt ist oder vermutet wird, dass er sich genetisch
vom Originalstamm unterscheidet.

In der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, ob sich zwei C57BL/6 Substdamme, der
C57BL/6JRj und der C57BL/6NTac Stamm, hinsichtlich genetischer und phanotypischer
Merkmale unterscheiden. Phanotypisch untersucht wurden die Auspragung einer Diat
induzierten Adipositas, Futteraufnahme, Fettmasse und die Bewegung der Tiere. Fir die
genetische Analyse wurden eine Single Nukleotid Polymorphismen (SNP) Analyse
durchgefihrt. Im Ergebnis zeigte sich, dass der C57BL/6JRj Stamm gegenuber einer Diat
induzierte Adipositas geschuitzt ist, wahrend der C57BL6/NTac Stamm eine signifikante
Gewichtzunahme unter Hochfettbedingungen aufweist. Die tagliche Futteraufnahme der
C57BL/6NTac Mause war signifikant reduziert, obwohl die relative viszerale Fettmasse Uber
50 Prozent zunahm. Die physische Aktivitat zwischen beiden Substammen unterschied sich
nicht. Die genetische SNP Analyse ergab, dass sich beide Stamme in 11 SNPs voneinander
unterscheiden.

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, dass sich die Substamme, C57BL/6NTac und
C57BL/6JRj, der Mauslinie C57BL/6 phéanotypisch und genetisch voneinander
unterscheiden. Diese Arbeit unterstreicht die Wichtigkeit der kontinuierlichen Uberwachung
des genetischen Hintergrundes insbesondere bei der Nutzung von transgenen Tieren.



1. Einfihrung in die Thematik

1.1 Definition und Epidemiologie der Adipositas

Adipositas ist durch eine Zunahme der Fettgewebsmasse gekennzeichnet. Zur Diagnose der
Adipositas dient die Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des Body—Mass—Index
(BMI) nach den Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft [1]. Die Pravalenz der
Adipositas (BMI > 30kg/m?) nimmt auch in Deutschland seit vielen Jahren kontinuierlich zu
und liegt im Moment bei etwa 20,5% der Manner und 21,1% der Frauen [2,3]. Besonders bei
Kindern und Jugendlichen sowie bei jungen Erwachsenen hat die Adipositas in den letzten
Jahren deutlich zugenommen. Inzwischen lasst sich auch bei Kindern und Jugendlichen eine
Pravalenz des Metabolischen Syndroms von 5-10% nachweisen [2]. Die Pravalenz des
Metabolischen Syndroms in Deutschland liegt bei etwa 23,8% (Frauen 21,0%, Manner

26,6%) [4].

1.2 Entstehung von Adipositas

Adipositas entwickelt sich auf der Grundlage und Wechselwirkung genetischer Faktoren mit
Verhaltensmustern, Lebensgewohnheiten und Umwelteinflissen. Obwohl genetische
Faktoren [5] fUr die Manifestation der Adipositas eine hohe Bedeutung haben, sind die
entscheidenden genetischen Veranderungen bisher nur zum Teil bekannt [6].
Monogenetische Adipositasursachen sind sehr selten und manifestieren sich vor allem im
Kindesalter. Mit einer Pravalenz von bis zu 5% sind Mutationen im Melanocortin—~Rezeptor-4
(MC4R)-Gen die haufigste Ursache einer frihkindlichen Adipositas [7] wahrend andere
monogene Formen der Adipositas, wie zum Beispiel Mutationen im Leptingen, bisher nur in
wenigen Familien weltweit nachgewiesen wurden [8]. Erst kirzlich wurde in genomweiten
Assoziationsstudien in 13 verschiedenen Kohorten mit mehr als 38.000 Teilnehmern eine
Variante im so genannten FTO-Gen identifiziert, die eng mit einem erhéhten BMI bei

Kindern und Erwachsenen assoziiert ist [9]. Die funktionelle Bedeutung dieser genetischen



Variante bei der Adipositasentwicklung muss allerdings noch geklart werden. Ahnliche
Studien koénnten mit Hilfe von ,Single nucleotid polymorphisms* (SNPs) zur Aufklarung der
Genetik der Adipositas in den nachsten Jahren beitragen. Die Rolle genetischer Faktoren
wird bisher jedoch nicht in einem Masse verstanden, um sie fir Pravention oder Therapie der
Adipositas nutzen zu koénnen. Folglich spielt eine genetische Diagnostik in der klinischen
Routine aullerhalb wissenschaftlicher Fragestellungen gegenwaértig keine Rolle.
Hyperkalorische Erndhrung und Bewegungsmangel sind beeinflussbare Risikofaktoren fiir
die Entstehung von Adipositas. Zur Adipositas kann es kommen, wenn langfristig eine
positive Energiebilanz herrscht, wobei inadaquat hohe Energiezufuhr und Bewegungsmangel
bei genetisch pradisponierten Personen die Hauptursachen fir den Anstieg des
Kdrpergewichts sind [10,11,12]. Adipositas ist ein wesentlicher pathogenetischer Faktor bei
der Entwicklung eines metabolischen Syndroms. Allerdings scheint ein einzelner
atiologischer Faktor fiir das Metabolische Syndrom nicht zu existieren. Insulinresistenz,
viszerale Adipositas, Dyslipidamie und arterielle Hypertonie wurden in einer multiplen
Faktorenanalyse als die wesentlichen Mechanismen in der Pathogenese des metabolischen

Syndroms identifiziert [13,14,15,16].

1.3 Fettverteilungsmuster und Einflussfaktoren

Bereits vor 60 Jahren wurde von Jean Vague [17] beobachtet, dass bei Patienten mit
Oberkorper—betonter Adipositas (androide Adipositas, Apfelform) im Vergleich zu Patienten
mit gyndkoider Adipositas (Unterkdrper—betonte Adipositas, Birnenform) haufiger
Komplikationen, wie Diabetes mellitus Typ 2, Gicht und kardiovaskulare Erkrankungen
auftreten [17]. Somit ist die gynakoide Fettverteilung, die sich durch subkutane
Fettablagerungen in der Gesafligegend und an den Oberschenkeln auszeichnet, mit einem

wesentlich geringeren Gesundheitsrisiko verbunden [17,18].



Einflussfaktoren der viszeralen Fettmasse. Die viszerale Fettmasse unterliegt sowohl bei
schlanken als auch bei Ubergewichtigen Patienten kaum Schwankungen, wéhrend die
subkutane Fettmasse sehr variabel ist und stérker von externen Einflussfaktoren bestimmt
zu sein scheint [19,20]. Der Einfluss genetischer Faktoren auf die subkutane Fettmasse liegt
nur bei etwa 5%, wahrend die viszerale Fettmasse zu etwa 50% genetisch determiniert ist,
wie Familienstudien und Untersuchungen mit monozygoten Zwillingen zeigten [21,22,23].
Fur die starke genetische Komponente der viszeralen Fettverteilung spricht auch, dass vor
kurzem fettdepotspezifische Expressionsmuster von Genen der Embryonalentwicklung
gefunden wurden, die sowohl bei Mausen als auch beim Menschen die viszerale Fettmasse
und metabolische Veranderungen vorhersagen kdnnen [24]. Diese Daten weisen darauf hin,
dass genetisch programmierte Unterschiede in der Entwicklung und Differenzierung von
Adipozyten zur Entstehung von viszeraler Adipositas beitragen.

Neben genetischen Faktoren bestimmen Alter, Geschlecht, die Gesamtkorperfettmasse
sowie die Energiebilanz die viszerale Fettmasse und Fettverteilung [19,20]. Dabei spielt das
Geschlecht fir das Fettverteilungsmuster eine besondere Rolle, wie die Differenzierung in
androide (bauchbetonte) und gynékoide (hiuftbetonte) Adipositas schon begrifflich
verdeutlicht [25]. Ostrogen und Testosteron beeinflussen das Fettverteilungsmuster, wobei
die Wirkungen der Sexualsteroide auf Adipozyten unterschiedlicher Lokalisationen komplex
sind und bisher nicht vollstandig verstanden werden. Androgenrezeptoren werden in beiden
Geschlechtern vermehrt im viszeralen Fettgewebe gefunden und Ostrogenrezeptoren
scheinen zumindest bei Mannern verstarkt im subkutanen Fettdepot exprimiert zu sein,
wobei bei Frauen keine unterschiedliche Ostrogenrezeptorexpression in Abhangigkeit von
der Fettgewebslokalisation gefunden wurde [19,20].

In epidemiologischen Studien wurde die viszerale Adipositas als unabhéangiger Risikofaktor

fur kardiovaskulare Erkrankungen [26] und Diabetes mellitus Typ 2 [27] identifiziert.



2. Modelltiere der Adipositas

In der Adipositasforschung steht eine Vielzahl von Modelltieren zur Verfigung. Angesichts
der klinischen Vielfalt und des polygenen Charakters der humanen Adipositas und
Adipositas—assoziierten Erkrankungen sowie der genetischen Heterogenitat und den
variierenden Umwelteinflissen werden die Untersuchungen beim Menschen erschwert.
Mittels Modelltieren kénnen die Umweltkomponenten standardisiert und die genetische
Heterogenitat minimiert werden. Die am haufigsten genutzten Modelle sind dabei die Nager
(Ratten und Mause). Die Generationszeiten unterscheiden sich zwischen Ratten und
Méausen nicht, jedoch haben Ratten gegentiber den Mausen den Vorteil, dass sie aufgrund
ihrer GréBe mehr biologisches Material fur wissenschaftliche Zwecke aufweisen. Mause
wiederum sind aufgrund ihrer GrofRe in der Haltung ginstiger, und haben aber den
entscheidenden Vorteil, dass sie im transgenen Sektor seit den 1990ern etabliert sind. Die

Generierung von transgenen knockout Ratten steckt bisher noch in den Anfangen.

2.1 Zucker fatty Ratte (ZFR)

1961 wurde von L.M. Zucker und T.F. Zucker eine wegweisende Entdeckung in der
Adipositasforschung gemacht [28]: eine autosomal rezessive Mutation im fatty (fa) Gen auf
Chromosom 5 in der Ratte. Diese Ratten sind durch Hyperphagie und bereits in einem Alter
von 5 Wochen durch Adipositas charakterisiert [28]. Obwohl die Zucker fatty Ratten einen
Insulinresistenz aufweisen [29], bleibt der Blutglukosespiegel normal [30]. Die Zucker fatty
Ratten entwickeln keinen Diabetes [30], doch ein Substamm der Zucker fatty Ratten ist

diabetisch und wurde als Zucker diabetic fatty (ZDF) Ratte bezeichnet [31].



2.2 Wistar fatty Ratte (WFR)

1981 berichtete Ikeda und Mitarbeiter von einem weiteren Adipositas Rattenmodell, der
Wistar fatty Ratte (WFR) [32]. Der WFR Stamm leitet sich von den Zucker fatty Ratten ab,
denn es wurde das fa Gen der Zucker fatty Ratten in die Wistar Kyoto Ratten transferiert,
welche eine schlechte Glukosetoleranz aufweisen [32]. Die Wistar fatty Ratten sind ab der
dritten Lebenswoche adipds und entwickeln Adipositas abhangige Krankheiten, wie Diabetes
mellitus Typ Il, Hyperinsulindmie und Hyperlipidamie [32]. Metabolische Auffalligkeiten sind
Uberwiegend in den mannlichen WFRs zu finden, jedoch nicht bei den weiblichen Wistar fatty
Ratten, welche lediglich eine schwache Insulinresistenz und Glukoseintoleranz zeigen [32].
Das Auftreten des Diabetes in den Wistar fatty Ratten und nicht in den Zucker fatty Ratten
trotz der fa Mutation in beiden Stammen, konnte durch weitere genetische Faktoren der
Wistar fatty Ratte erklart werden. Der Wister fatty Rattenstamm wird haufig in der Diabetes
Typ Il Forschung eingesetzt, denn &ltere Ratten zeigen diabetische Folgeerkrankungen wie

Nephropathie und Neuropathie [33,34,35,36].

2.3 agouti Maus

Die Lethal Yellow Mutant (A”) bzw. agouti Maus [37], vor mehr als 100Jahren das erste Mal
erwahnt, wurde von Bultman et al. 1992 das agouti Protein kloniert und als erstes ,Adipositas
Gen“ charakterisiert [38]. Agouti ist ein Pigment—Kontrollgen, welches in Pigmentzellen der
Haut exprimiert wird und die Produktion von schwarzem oder braunem Pigment inhibiert. Die
AY Maus ist eine von fuinf gefundenen Mutationen im agouti Gen und erwies sich als ideales
Mausmodell fur Adipositas [38]. Die A’ Mutation ist durch eine 120 — 170kb groRRe Deletion
im agouti Gen charakterisiert, welche zu einer ubiquitdren agouti Expression fuhrt, da der
gewebsspezifische Promoter fehlt [39,40,41]. Die A’ Maus weist folgende Eigenschaften auf:
gelbes Fell, adipts, Diabetes mellitus Typ Il, erhdhten Leptinspiegel und Infertilitat [38].

Mause mit einer fettspezifischen agouti Uberexpression weisen eine iibermaRige Zunahme
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von Fettgewebe auf, ohne erhdhte Futteraufnahme, was auf eine Verdnderung im
Stoffwechsel hinweisen konnte [42]. Die Expression des agouti Gens konnte in humanem
Fettgewebe nachgewiesen werden [43,44] und ist im Fettgewebe von Typ Il Diabetikern

erhoht [45].

2.4 New Zealand Obese (NZO) Maus

Die New Zealand Obese (NZO) Maus ist ein polygenetisches Modell fuir Adipositas, welche
einen Diabetes mellitus Typ Il entwickeln, allerdings nur in mannlichen Tieren [46]. Die NZO
M&ause nehmen in den ersten beiden Lebensmonaten schnell an Kérpergewicht zu, aufgrund
von Hyperphagie, die mit Leptinresistenz assoziiert ist [46]. Sie weisen in einem Alter von 6
Monaten eine Korperfettmasse von bis zu 40% des Gesamtkorpergewichts auf [47]. Des
Weiteren weisen NZO Mause eine verminderte physische Aktivitat im Vergleich zu

Kontrolltieren auf [48].

2.5 Kuo Kondo (KK) Maus

Die Kuo Kondo (KK) Maus ist ebenfalls ein polygenetisches Modell fir Adipositas, welches
aulRerdem Diabetes mellitus Typ Il entwickelt [46]. Die KK Maus wurde in Japan mittels
selektiver Inzucht fir eine grofRere KorpergréBe gezichtet [49]. Die KK Maus weist
Hyperphagie, Hyperinsulindmie und Insulinresistenz auf [50,51]. Die Insulinresistenz in den
KK Mausen fuihrt zur Adipositas dieser Tiere [52]. Der KK Mausstamm wurde in den KKAY
Mausstamm mittels Transfer des Lethal Yellow Obese (AY) Gens modifiziert und diese Linie

wird haufig als Modell zur Untersuchung der Adipostitas [53] genutzt.
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2.6 db/db Maus

Zu den klassischen Maus Adipositasmodellen zahlen die ob/ob und die db/db Mause. Beide
Modelle besitzen eine spontan auftretende Mutation im Leptin— (ob/ob) bzw. im
Leptinrezeptorgen (db/db).

Die db/db Maus fiel 1966 in den Jackson Laboratories auf, als sie zundchst mit einer
erhohten Futteraufnahme auffiel [54]. Das Diabetes Gen (db) wird als autosomal rezessives
Merkmal vererbt. Das db Gen weist eine Punktmutation von Guanin zu Thymin im
Leptinrezeptor auf, was zu alternativem Splicing und somit zu einem fehlerhaften Signalweg
des Leptins fuhrt [55,56]. Das Fehlen des Leptinsignal im Hypothalamus fihrt zu
persistierender Hyperphagie und Adipositas mit hohen Leptin— und Insulinspiegeln [57]. Die
db/db Maus entwickelt eine Hyperglykédmie mit Glukosewerten von 9,7 + 1,6mmol/l im Alter
von 8 Wochen und Werte von 15,7 + 4,3mmol/l im Alter von 10 Wochen [58]. Der
zunehmende Anstieg von Futter— und Wasserbedarf ist mit der Zunahme an Kérpergewicht
bis zu einem Alter von 4 bis 5 Monaten assoziiert. Die Futteraufnahme betragt im Mittel ca.
409 pro Woche bis zu einem Alter von 16 Wochen. Die Wasseraufnahme betragt vor dem
Einsetzen der Hyperglykamie durchschnittlich 30ml pro Woche, steigt danach auf bis zu
100ml pro Woche an [58]. Mit fortschreitendem Diabetes steigen die mittleren
Blutglukosewerte von durchschnittlich 28,6 + 13,2mmol/l auf bis zu 44mmol/l im Alter von 16
Wochen an [58,59]. Im Alter von 5 bis 6 Monaten, fallen Korpergewicht und
Insulinserumspiegel in Assoziation mit der Inselzelldegeneration ab [60]. Zu diesem
Zeitpunkt haben die db/db Mause ein so hohes Kdrpergewicht, dass sie in ihrer Mobilitat so
sehr eingeschrankt sind, dass sie kaum noch Futter und Wasser aufnehmen kénnen und

schlieBlich verenden [54].
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2.7 ob/ob — Maus

Das Maus ob/ob Syndrom wurde 1949 in einem Auszuchtstamm von B. Roscoe im Jackson
Memorial Laboratory (Bar Harbor, USA) entdeckt [61] und wurde, in den bis dahin gut
charakterisierten C57BL Stamm, der wahrend der 1930 Jahre etabliert wurde, transferiert
[62].

Die offensichtlichen Merkmale der Leptin—defizienten ob/ob Ma&ause sind ihr extremes
Ubergewicht und ihre erhohte Futteraufnahme. Sie sind auBerdem hyperinsulinamisch,
hyperglykamisch und hyperlipidamisch [63,64] und sind somit als Modelltier fiir die Diabetes—
und Adipositasforschung pradestiniert. Sie zeigen des Weiteren eine gestorte
Thermoregulation und eine verringerte physische Aktivitat. Die Inselzellen der Pankreas sind
vergroRert und enthalten eine erhdhte Anzahl von insulinproduzierenden Betazellen [62]. Es
wurden noch weitere Merkmale der ob/ob Mause bekannt. Sie sind z.B. infertil und weisen
eine gestorte Immunfunktion auf [62].

Bei der Geburt zeigen die ob/ob Tiere keine phanotypischen Unterschiede zu Wildtyp Tieren
auf. Doch innerhalb von zwei Wochen nehmen sie deutlich an Gewicht zu und entwickeln
eine Hyperinsulindmie. Die Blutglukose erreicht ihr héchstes Level im Alter von 3 bis 5
Monaten, zu dieser Zeit hat sich auch die Futteraufnahme der Tiere drastisch erhoht und
damit auch das Korpergewicht [65,66,67].

Interessanterweise zeigte sich abhangig vom genetischen Hintergrund, dass die Auspragung
der Adipositas betrachtlich variiert [68,69]. Ob/ob Mause mit C57BL/6J Hintergrund zeigen
eine milde Form der Hyperglykamie, teilweise erst im fortgeschrittenen Alter und Glukosurie
tritt nach Nahrungskarenz nicht auf. Dagegen sind ob/ob Mause mit BTBR (black and tan,
brachyuric) Hintergrund diabetisch mit einer verkiirzten Lebenserwartung [70,71] und zeigen
eine hohere Futteraufnahme als ob/ob M&ause mit 6J Hintergrund [33]. Die ob/ob Maus
unterscheidet sich von der db/db Maus insoweit, dass bei ihr eine Defizienz der

Leptinproduktion vorliegt, der Leptinsignalweg jedoch intakt ist.
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2.8 C57BL/6 Substamme und Diat — Induzierte Adiposi  tas

Untersuchungen mit unterschiedlichen Hintergrundstdmmen zeigen, wie wichtig es ist, einen
».genetisch sauberen” Hintergrund [73,74] auszuwahlen.

Der Inzuchtstamm, C57BL/6, ist einer der altesten und weltweit verbreiteten Inzuchtstamme.
Er wird als Kontrollstamm, in der neurologischen, immunologischen Forschung und auch fir
Diat-induzierte Adipositasstudien vielfach eingesetzt [74,75]. C57BL/6 wird auch ,,C57 black
6“ oder nur ,Black 6 genannt. Diat-induzierte Adipositas (DIO, Diet Induced Obesity) ist ein
Modell um Adipositas assoziierte Erkrankungen, z.B. Diabetes mellitus Typ 2 zu
untersuchen. Hierbei werden Mause Uber einen mehrwdchigen Zeitraum mit einer Hochfett
Diat gefittert. In dieser Zeit entwickeln die Mause ein Ubergewicht, einen erhohten
Blutglukosespiegel verbunden mit einer verminderten Glukosetoleranz. In diesem Modell
kénnen die genetischen und physiologischen Mechanismen der Adipositas untersucht

werden.

Der C57BL/6 Mausstamm wurde vom C57BL Stamm abgeleitet, welcher in den 1920er
Jahren von C.C. Little in den Jackson Laboratories etabliert wurde. Mitte der 1930er Jahre
ging der C57BL/6 neben dem C57BL/10 Stamm aus dem C57BL Stamm hervor. Mehr als
neun C57BL/6 Substdamme wurden in den 1970er Jahren generiert [75,76,77]. Als
Substdmme werden sie bezeichnet, wenn sie als Zweig eines Inzuchtstammes hervorgehen
und bekannt ist oder vermutet wird, dass er sich genetisch vom Originalstamm aufgrund
folgender Konditionen unterscheidet.

Erstens, wenn sich Zweige eines Stammes nach 20 bis 40 Inzuchtgenerationen separiert
haben. Zweitens, sich die Substamme nach 20 Generationen vom urspriinglichen Vorfahren
separiert haben und drittens sich die Substdmme genetisch unterscheiden [78]. Der
C57BL/6J Stamm aus den Jackson Laboratories und der C57BL/6N des ,National Institut of
Health* (NIH) sind die wichtigsten Substamme der C57BL/6 Mause, welche wéhrend den

1940er und 1950er Jahren etabliert wurden [79, 80]. Die C57BL/6JRj Mause wurden in der
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172. Inzuchtgeneration (F172) 1993 von CSAL Orleans bei Janvier eingefiihrt, entsprechend
dem Produktkatalog von Janvier [81].

Seitdem wird berichtet, dass sich die C57BL/6 Substamme phéanotypisch unterscheiden [75],
besonders im Verhalten[82,83,84], in der Glukose— und Insulintoleranz[85,86], auf Alkohol
[87,88] und Medikamente [89,90]. Diese phanotypischen Unterschiede zwischen den
Substdmmen weisen auf genetische Differenzen hin, die mittels (SNP) Analysen untersucht

werden kénnen.

3. SNP - Single Nucleotide Polymorphism

Mit Einzelbasen—Polymorphismen (SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphism) werden
Variationen einzelner Basenpaare in einem DNA-Strang bezeichnet, z.B. der Austausch
des Cytosin ACTGCACTA in ein Thymin ATTGCACTA
[http:/iwww.ornl.gov/sciltechresources/Human_ Genome/fag/snps.shtml]. Mit Hilfe der SNP
Genotypisierung kann man genetische Variationen, welche aus nur einem einzigen Nukleotid
bestehen, identifizieren und analysieren. Hat man eine solche Variation gefunden, kann man
diese mit Hilfe von internationalen Datenbanken im Internet abgleichen und feststellen, ob es
sich um eine héaufige Normvariante, oder eine eventuell krankheitsrelevante Variation
handelt.

In den 1980er Jahren wurden die SNPs durch das Phanomen der
Restriktionsfragmentlangen beim genetischen Fingerabdruck des Menschen entdeckt [91].
Einzelbasenaustausche in der DNA fihren zu veranderten ,Schnittmustern® von
Restriktionsenzymen, deren Erkennungsstelle durch den Einzelbasenaustausch verandert
oder neu eingefligt wird. Im Verlauf der 1990er Jahre wurden die SNPs in Form der
Restriktionspolymorphismen weitestgehend von den ,short tandem repeats”, STR (engl. fur
kurze hintereinander auftretende Wiederholungen von Basenpaar-Mustern) als Marker in

Kopplungsstudien ersetzt. Doch Ende der 1990er Jahre gewannen die SNPs zunehmend an
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Bedeutung unter den Molekulargenetikern. SNPs sind in groRer Anzahl vorhanden und
stabiler als die STRs aufgrund niedriger Mutationsraten.

Es gibt zahlreiche Referenzsequenzen in internationalen Datenbanken (NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, HapMap http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov, Ensembl
http://www.ensembl.org) anhand derer SNPs, die bei der Sequenzierung gefunden wurden,
identifiziert werden kdnnen. Dabei kann man auch feststellen, ob es sich um eine haufige
Normvariante, oder eine eventuell krankheitsrelevante Variation handelt. Mit Hilfe der SNP —
Genotypisierung kann man diese genetischen Variationen in groReren Populationen

untersuchen und Phéanotyp—bezogen statistisch analysieren.

4. Ziel der Arbeit

Der C57BL/6 Stamm wird als Kontrollstamm fiir Didt—induzierte Adipositasstudien vielfach
eingesetzt. Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass sich die C57BL/6 Substamme
phéanotypisch und auch genetisch voneinander unterscheiden. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es somit zu untersuchen, ob sich

i) zwei Substdamme von C57BL/6, der C57BL/6NTac und der C57BL/6JRj Stamm, sich
hinsichtlich einer Auspragung einer Didt—induzierten Adipositas unterscheiden und

i) ob es genetische Unterschiede zwischen den Substammen gibt.
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The C57BL/6 (B6) is one of the oldest inbred mouse strains. It has been widely used as control strain in
metabolism research for many decades. Preliminary data from our lab indicated that C57BL/6]JRj mice
are not responding to diet induced obesity. Therefore, the aim of this study was to compare the two different
BG substrains, C57BL/6NTac and C57BL/6]Rj, inregard to their response to diet induced obesity (DIO) and to
investigate genetic differences which may explain such phenotypic differences. Sixteen male mice of
C57BL{6NTac and C57BL/6]Rj were fed a high fat diet (HFD) or standard chow diet (SD) for 10 weeks. Phe-
notypic characterization included measurements of bodyweight, physical activity, food intake and relative
epigonadal fat mass. Genetic differences between both substrains were analyzed using a panel of 1449sin-
gle nucleotide polymorphism (SNP) markers. Our study revealed that C57BL/6]Rj mice are protected against
DIO independently from food intake and physical activity. Genetic SNP analysis among C57BL/6 mice iden-
tified genetic differences in at least 11 SNPs. Our data strongly support the importance of attention on the

genetic background in obesity research.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Experimental animal models offer a great opportunity to over-
come genetic heterogeneity and various environmental factors
influencing obesity and associated disorders. The C57BL/6 (B6) is
one of the oldest inbred mouse strains. This strain is widely used
as a control strain in metabolism research and serves as a back-
ground strain for spontaneous and induced mutant mice [1-3].

The C57BL strain was established by C.C. Little in the 1920s. In
the mid 1930s the C57BL/6 strain was separated from the C57BL
parent strain along with C57BL/10. More than nine C57BL/6 sub-
strains were generated during the 1970s [4,5]. Substrains are de-
fined as branches of an inbreed strain that are either known or
suspected to be genetically different from the original inbred strain
due to any of the following rules: (i) branches of a strain which
were separated after 20 but before 40 generations of inbreeding,
(ii) branches separated by more than 20 generations from a com-
mon ancestor, (iii) genetic differences between branches [6].

# Corresponding author at: University of Leipzig, IFB AdiposityDisease, Junior
Research Group 2, Liebigstr. 21, D-04103 Leipzig, Germany. Fax: +49 341 9713400,
E-mail address: nora.kloeting@medizin.uni-leipzig.de (N. Kléting).

0006-291X/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved
doi:10.1016/j.bbrc.2011.12.008

C57BL/6] of The Jackson Laboratory and C57BL/6N of the National
Institutes of Health (NIH) are core substrains of C57BL/6 that were
developed from the ancestral C57BL/6 line during the 1940s and
1950s [6-8]. C57BL/6JRj mice were transferred from Centre de Ser-
vice des Animaux de Laboratoire (Orleans, France) to Janvier at
F172 in 1993, according to the Janvier product catalog.

Preliminary data from our lab in a study on weight cycling [9]
indicated that C57BL/6]JRj mice did not respond to diet induced
obesity. Phenotypic differences among C57BL/6 substrains have
been reported with respect to behavior [10-12], glucose and insu-
lin tolerance [13] as well as responsiveness to alcohol [14] and
drugs [2-3,15]. Furthermore, genetic differences among C57BL/6
substrains have been investigated [1,2]. However, to our knowl-
edge no study has combined both approaches to characterize ge-
netic and phenotypic differences between C57BL/6 substrains,
C57BL/6NTac and C57BL/6JRj.

Here, we demonstrate that the core substrains of C57BL/6,
C57BL/6NTac and C57BL/6]Rj, feature a remarkably divergent
responsiveness to high fat diet induced obesity. We have further
identified several SNPs between both C57BL/6 strains. These data
provide a useful guide for biomedical researchers in selecting an
appropriate substrain for metabolic studies and points out the rel-
evance of the genetic background in engineering of experimental
maodels such as transgenic mice,
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2. Methods A 45+ *k
—&— BL/6NTac Chow =—€— BL/6JR]j Chow ke
x *
2.1. Animals —e— BLIGNTac HFD —©— BL/GJR] HFD %

In 2007 breeding pairs from Taconic Farms, Inc. {(C57BL/6NTac;
Hudson, New York, USA, F198) and from Janvier (C57BL/6]Rj; Le
Genest Saint Isle, France, F142) were obtained and bred since that
time in our own animal facility under standardized environmental
conditions. Mice of both strains at the 11th inbred (F11) generation
were used for these experiments. Animals were kept in groups of
four in Macrolon cages (Size 2, Ehret, Emmendingen, Germany ) un-
derstrict hygienic conditions. They had free access to food and water
and were maintained at 12 h light and dark cycle (5 AM/5 PM).

All experiments were conform to the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals published by the US National Institutes of
Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996) and were ap-
proved by the local authorities of the state of Saxony, Germany
as recommended by the responsible local animal ethics review
board.

2.2, Phenotyping

Eight male mice of each strain and diet group were fed a high fat
diet with 40% kcal from fat (C1057, Altromin, Lage, Germany) or
standard chow diet (Ssniff, Soest, Germany) with 9% kcal from fat
for 10 weeks beginning at the age of 8 weeks. Bodyweight was re-
corded weekly, food intake and physical activity were measured
for 5 days in week 16. At the end of the observation period relative
visceral fat mass was analyzed.

2.3. Physical activity

We investigated wheel-running activity of both mouse strains
under different diets to gain insight into physical effort. Mice of
each strain were housed for 5days in cages containing activity
wheels (Intellibio, Nomeny, France). Wheels were connected to a
system that used magnetic sensor to record wheel rotations inter-
faced with a PC. The mice had free access to the wheel and the fol-
lowing parameters were recorded: speed, acceleration (average
and maximum), and distance (mean/run and over 24 h period).

2.4. Single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping

Genomic DNA was extracted from tail tips using the DNeasy kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Genotyping of 1.449 SNP loci covering
the genome was carried out using Golden Gate assay (lllumina Inc.,
San Diego, California, USA) [1]. SNP genotyping was performed by
Taconic, Albany-Molecular Analysis Laboratory, New York, USA.
12951/Sv, Balbjc] and F1 cross between C57BL/6NTac and C57BL/
6JRj served as control strains.

2.5. Data analysis and statistics

Data are given as means + SD. Datasets were analyzed for statis-
tical significance using a two-tailed unpaired t test, or differences
were assessed by one-way ANOVA using the Statistical Package

for Social Science, version 18.0 (SPSS, Chicago, IL). p-values <0.05
were considered significant.

3. Results
3.1. Phenotypes

As shown in Fig. 1A C57BL/6]Rj mice are protected against diet
induced obesity whereas C57BL/6NTac mice exhibit a strong DIO
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Fig. 1. Phenotype. Body weight gain (A), relative epigonadal fat mass (B), and food
intake (C) of C57BL/6]Rj and C57BL/6NTac mice under chow and HFD conditions.
Significantly different at *0.05, **0.01, and ***0.001 p-value level.

responsiveness under HFD. In contrast, body weight gain of the
C57BL/6]Rj strain was comparable between standard and HFD
groups. Standard chow fed C57BL/6NTac mice already featured a
significantly higher relative epigondadal fat mass compared to
the C57BL/6JRj mice and relative fat mass was significantly in-
creased only in C57BL/6NTac under high fat diet conditions
(Fig. 1B). Under HFD C57BL/6NTac mice showed reduced daily food
intake by about 40% whereas food intake of C57BL/6JRj was indif-
ferent of the diet (Fig. 1C). Physical activity, measured as running
distance, duration and average speed and acceleration per day,
was not different between both strains and diet conditions
(Table 1).

3.2. Genetics

SNP genotyping was carried out for 1.449 SNP loci, 1430 (98.7%)
targeted loci were successfully genotyped. As shown in Table 2, 11
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Table 1
Physical activity.
C57BL/6IR] C57BL[6NTac
Chow HFD Chow HFD
Av. speed (rev/min) 21.1£10 207:x04 20817 199:10
Max. speed (rev/min) 286+19 271220 282+38 270:x13
Av. acceleration (cm/s?) 35+02 32+04 29+02 40+0.7
Max. acceleration (cm/fs”®) 64.8 44 589:90 584+95 63.6:59
Distance (km/day) 28+04 3.1x02 3.0£10 27+0.7
Table 2
SNP differences between C57BL/6JRj and C57BL/6NTac,
No. SNPID Chr. Position Linked C57BL/ C57BL/
(bp) NCBIL gene 6NTac  GIRj
1 1513478783 6 62742498 - GG AlA
2 513479522 7 128.856.948 - GG AlA
3 1513480122 9 28.415943 Aplp2  CJC T
4 13513480619 10 58570319 - c/c TT
5 CEL-10_58149652 10 57.865.252 Limsl AlA GJG
6 1513480759 10 111.319.127 - /T c/C
7 1513481014 11 52702597 - cjc T
8 1513481734 13 27.266316 - GG AlA
9  CEL-14_116404928 14 124.509.120 Fgf14 AfA G/G
10 134165065 16 17.985.036 Snap29 C/C TT
11 1513483055 17 64.657.526 — cjc TT:

Data for SNP position and SNP allele was obtained from http://www.ncbi.nlm.
nih.gov /projects/SNP.

SNPs were detected between C57BL/6]Rj and C57BL/6NTac, indi-
cating that 0.75% of SNP loci are genetically distinct between
C57BL/6]JRj and C57BL/6NTac mice.

4. Discussion

Our data demonstrate explicit phenotypical differences under
high fat diet and identified accompanying genetic disparity be-
tween C57BL/6NTac and C57BL/6JRj substrains. While C57BL/
6NTac mice responded robustly to a high fat diet, the C57BL/6]Rj
strain was protected against diet induced obesity. Interestingly, a
previous study comparing DIO responsiveness of C57BL/6] and
C57BL/6N] (both from Jackson Laboratory) substrains found both
strains highly sensitive to DIO [3]. Under HFD daily food intake
of C57BL/6NTac mice was significantly reduced, although relative
fat mass increased by about 50%, as expected. These adverse find-
ings are in agreement with previous results, using B6/] and B6/NJ,
where HFD fed C57BL/6N] mice featured greater adiposity despite
lower food consumption compared to C57BL/6] mice [3]. In our
study, the lacking responsiveness to DIO for the C57BLJJRj mice
cannot be explained by increased physical activity nor by changes
in food intake. Non-responding C57BL/6JRj had a significantly
higher food intake under both chow and HFD and physical activity
did not differ between both strains. Despite the lower food intake
C57BL/6NTac mice featured higher relative visceral fat mass under
standard chow and HFD. Indirect calorimetric analysis would be
inevitable to clarify the difference between DIO sensitivity in these
strains.

High DIO sensitivity of substrains C57BL/6] and C57BL/6N] and
absent responsiveness to DIO in C57BL/6JRj, may indicate that
C57BL/6] from Jackson Laboratory is separated from the here ana-
lyzed C57BL/6JR]j strain from Janvier. According to the product cat-
alog of breeders, C57BL/6]Rj mice were introduced from Centre de
Service des Animaux de Laboratoire (Orleans, France) to Janvier at
F172 in 1993. Since it has been estimated that at least three reces-
sive mutations are fixed to homozygosity at each inbreeding

generation [16] future experiments with both C57BL/6] and
C57BL/6]JRj mice are required to identify more genetic differences
which explain the different DIO responsiveness. Moreover genetic
drift can result from the remaining heterozygosity within the ori-
ginal inbred strain or can also occur if spontaneous gametal muta-
tions become fixed within the subcolony [17]. Our data clearly
confirm genetic differences between C57BL/6] vs. C57BL/6N strains
with respect to SNPs [1] and also indicate further SNP differences
between C57BL/6] and C57BL/6]R]j strains. Bourdi and co-workers
show that mispairing C57BL/6 substrains leads to confounding
results as it did in studies of JNK2 in acetaminophen and concanav-
alin A induced liver injury [18], and further indicate the impor-
tance of the genetic background.

In summary, we demonstrate that core substrains of C57BL/6
(C57BL/6NTac and C57BL/6]Rj) have an explicit diverged respon-
siveness to DIO and we confirmed genetic differences between
both C57BL/6 substrains. These data provide a solid basis for stud-
ies aimed at identifying of DIO protecting and promoting genetic
factors. Furthermore, the data will be a valuable tool for biomedical
researchers in selecting appropriate substrains for their specific re-
search needs. Finally, our study points out the importance of con-
tinuous monitoring of the genetic background and substrain status
of C57BL/6 mice.
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6. Zusammenfassung
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Unterschiede in der Entwicklung von Diat — induzierter Adipositas bei C57BL/6
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Betreut von: Prof. Dr. med. Matthias Bluher
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Hintergrund und Ziel. Der C57BL/6 Stamm wird als Kontrollstamm, in Studien fir Diat
induzierte Adipositas oder als Hintergrundstamm fir spontane oder induzierte Mutationen in
Méusen vielfach eingesetzt. Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, dass sich die
C57BL/6 Substamme phanotypisch und auch genetisch voneinander unterscheiden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob sich i) zwei Substamme von
C57BL/6, der C57BL/6NTac und der C57BL/6JRj Stamm, sich hinsichtlich einer Auspragung
einer Diat-induzierten Adipositas unterscheiden und ii) ob es genetische Unterschiede
zwischen den Substammen gibt.

Methoden. Seit 2005 werden beide Substdamme in Leipzig in der Arbeitsgruppe im
Medizinisch—Experimentellen Zentrum (MEZ) der Universitat Leipzig unter standardisierten
Bedingungen gezichtet. Alle Experimente wurden vom Sdachsischen Ministerium
(Regierungsprasidium Leipzig) genehmigt (TVV16/08).

Ab einem Lebensalter von acht Wochen sind acht mannliche Tiere pro Stamm mit einer
Hochfett Diat mit 40% kcal Fettgehalt (C1057, Altromin, Lage, Deutschland) und je acht Tiere

mit einer Standard Diat (Ssniff, Soest, Deutschland) mit 9% kcal Fettgehalt Gber einen
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Zeitraum von zehn Wochen gefiittert worden. Das Koérpergewicht wurde wochentlich erfasst,
die Futteraufnahme und die physische Aktivitat wurden Uber einen Zeitraum von funf Tagen
in der 16. Lebenswoche ermittelt. Am Ende des Beobachtungszeitraumes wurde die relative
viszerale Fettmasse (relativ. zum Korpergewicht) analysiert. Um die physische
Bewegungsleistung der beiden Mausstamme unter den verschiedenen Didten zu ermitteln,
wurden sie Uber einen Zeitraum von funf Tagen in je einen Kéafig mit einem Laufrad
(Intellibio, Nomeny, Frankreich) gesetzt. Das Laufradsystem erfasst mittels eines
magnetischen Sensors die Radumdrehungen, Geschwindigkeit, Beschleunigung
(durchschnittlich und maximal) und die zurlickgelegte Distanz innerhalb von 24 Stunden,
welche Uber eine Schnittstelle die Daten an einen PC Ubertragt. Die M&use hatten freien
Zugang zum Laufrad. Fir die genetische Analyse wurde genomische DNA aus
Schwanzspitzenbiopsien extrahiert (DNeasy Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die
Genotypisierung von 1449 SNP Loci des Genoms wurde unter Verwendung eines Golden
Gate Assays (lllumina Inc., San Diego, California, USA) durchgefiihrt. Die SNP
Genotypisierung wurde von Taconic (Albany-Molecular Analysis Laboratory, New York, USA)
analysiert. Als Kontrollstamme dienten 129S1/Sv, Balb/cJ und die F1 Kreuzung zwischen
C57BL/6NTac und C57BL/6JR.

Die statistischen Auswertungen wurden mittels SPSS, Version 18.0 (Statistical Package for
Social Science, Chicago, USA) erhoben.

Ergebnisse. Der C57BL/6JRj Stamm ist vor einer Diat induzierten Adipositas geschitzt. Nur
der C57BL/6NTac Stamm zeigte unter Hochfettbedingungen eine signifikante
Gewichtszunahme. Im Gegensatz dazu, waren die Korpergewichtsverlaufe im C57BL/6JRj
Stamm zwischen Standard— und Hochfettfutter vergleichbar. Die C57BL/6NTac Mause
wiesen eine signifikant erhéhte relative viszerale Fettmasse im Vergleich zu den C57BL/6JR]
Mausen auf. Unter Hochfettbedingungen erhéhte sich die relative Fettmasse nur im
C57BL/6NTac Stamm. Unter Hochfettdiat zeigen die C57BL/6NTac Mause eine um 40
Prozent reduzierte Futteraufnahme, wogegen die aufgenommene Futtermenge im

C57BL/6JRj Stamm unabhéngig vom Futter keine Unterschiede aufweist. Die physische



22

Aktivitat, d.h. die zurlickgelegte Distanz pro Tag, Laufdauer, Durchschnittsgeschwindigkeit
und Beschleunigung, zeigen keine Unterschiede zwischen den Stdmmen und des
verabreichten Fultters.

Die SNP Genotypisierung wurde fur 1449 SNP Loci ausgefuhrt. 1430 (98,7%) gefundene
Loci sind erfolgreich genotypisiert worden. EIf SNPs [siehe Tabelle 1] wurden zwischen
C57BL/6JRj und C57BL6/NTac detektiert, das zeigt, dass 0,75% der Uberpruften SNP Loci

der beiden Stamme C57BL/6JRj und C57BL6/NTac genetisch verschieden sind.

Tabelle 1: SNP Unterschiede zwischen C57BL/6NTac un d C57BL/6JR]

Position (bp)  linked C57BL/6 C57BL/6

Nr. SNP ID Chromosom NCBI gene NTac JRj
1 rs13478783 6 62.742.498 - G/IG A/A
2 rs13479522 7 128.856.948 - G/IG A/A
3 rs13480122 9 28.415.943 Aplp2 c/C TIT
4 rs13480619 10 58.570.319 - c/C TIT
5 CEL-10_58149652 10 57.865.252 Limsl A/A GIG
6 rs13480759 10 111.319.127 - TIT c/Cc
7 rs13481014 11 52.702.597 - c/C TIT
8 rs13481734 13 27.266.316 - G/IG A/A
9 CEL-14_116404928 14 124.509.120 Fgfl4 A/A G/IG
10 rs4165065 16 17.985.036 Snap29 c/C TIT
11 rs13483055 17 64.657.526 - c/C TIT

Die Daten fur die SNP Position wurde tber http://www,ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP ermittelt.

Schlussfolgerungen. Diese Daten zeigen deutlich eine phéanotypische und genetische
Disparitat zwischen den untersuchten Maussubstammen, C57BL/6JRj und C57BL6/NTac.
Wahrend der C57BL6/NTac Stamm stark auf die Hochfettdiat reagiert, ist der C57BL/6JR]
Stamm gegenlber einer Diat induzierten Adipositas geschutzt. Unter Hochfettdiat war die
tagliche Futteraufnahme der C57BL/6NTac Mause signifikant reduziert, obwohl die relative
viszerale Fettmasse Uber 50% zunahm. Diese vermeintlich im Kontrast stehenden
Ergebnisse sind mit vorausgegangenen Studien bereinstimmend, bei denen gezeigt werden
konnte, dass im Vergleich von C57BL/6J und C57BL/6NJ Mausen unter Hochfettdiat die

C57BL/6NJ einen hoheren Korperfettgehalt als die C57BL/6J Mause aufweisen, trotz
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geringerer Futteraufnahme [92]. In der vorliegenden Untersuchung kann die ausbleibende
Reaktion auf das Hochfettfutter bzw. eine Gewichtszunahme im C57BL/6JRj Stamm nicht
Uber eine gesteigerte physische Aktivitat noch Uber die Futteraufnahme erklart werden. Denn
die C57BL/6JRj Mause haben unter beiden Diaten, Standard und Hochfett, eine signifikant
erhdhte Futteraufnahme, wogegen sich die physische Aktivitat zwischen beiden Stammen
nicht unterscheidet. Trotz der geringeren Futteraufnahme der C57BL/6NTac Mause weist
dieser Stamm eine erhdhte relative viszerale Fettmasse unter Standard— und Hochfettfutter
auf. Weiterfihrende indirekte kalorimetrische Analysen sind notwendig, um die Differenz der
Sensitivitdt einer Diat induzierten Adipositas zwischen den beiden Mausstammen weiter
aufzuklaren.

Die hohe Sensitivitdt des Substammes C56BL/6JNTac eine Didt-induzierte Adipositas zu
entwickeln und das Fehlen der DIO Reaktion des C57BL/6JRj Stamms, weist darauf hin,
dass sich der C57BL/6J Stamm von Jackson Laboratory sich von dem hier analysierten
C57BL/6JRj Stamm von Janvier unterscheidet. Dem Produktkatalog des Ziichters zufolge
wurden die C57BL/6JRj Mause vom ,Centre de Service des Animaux de Laboratoire"
(Orleans, Frankreich) 1993 in der 172. Inzuchtgeneration bei Janvier eingefihrt. Seit
errechnet wurde, dass mindestens drei rezessive Mutationen homozygot in jeder
Inzuchtgeneration vorliegen missen [93], sind in beiden Stdammen (C57BL6/J und
C57BL/6JR)) weitere Experimente ndtig, um weitere genetische Differenzen zu identifizieren,
die die unterschiedliche Reaktion auf eine Diat — induzierte Adipositas erklaren kénnen. Des
Weiteren kann die genetische Abweichung aus der verbliebenen Heterozygotie innerhalb
des urspringlichen Inzuchtstammes resultieren oder aus spontanen Keimzellmutationen, die
sich innerhalb des Substammes etablieren [94].

Die in dieser Arbeit ermittelten genetischen Daten zeigen {bereinstimmend zu
vorausgehenden Arbeiten [75] genetische Unterschiede zwischen den untersuchten
C57BL/6 Substammen. Es konnten 11 SNPs nachgewiesen werden [Tabelle 1].
Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass sich die untersuchten Substamme,

C57BL/6NTac und C57BL/6JRj, sich phénotypisch, hinsichtlich einer Auspragung einer Diat—



24

induzierten Adipositas, und genetisch, in wenigstens 11 SNPs, unterscheiden. Die aus
dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse zeigen wie wichtig es ist fir jede neue
Fragestellung das am besten geeignete Modelltier zu wahlen. SchlieBlich hebt die
vorliegende Studie die Wichtigkeit der kontinuierlichen Uberwachung des genetischen

Hintergrundes und des Substamm Status nicht nur von C57BL/6 Mausen hervor.
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