Aus dem Institut fir Biochemie und Molekularbiologie II: Molekulare
Zellbiologie des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Direktorin Frau Prof. Dr. rer. physiol. Dr. h.c. Ulrike Beisiegel

Veranderung des Fettsauremusters bei der Entstehung von
diatinduzierter Adipositas und Insulinresistenz im Mausmodell

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnmedizin
der medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg vorgelegt von

Raoul Mohr

aus Woluwe-Saint-Lambert, Belgien

Hamburg, 2008



Angenommen vom Fachbereich Medizin
der Universitat Hamburg am: 12.11.2008

Verodffentlicht mit Genehmigung des Fachbereichs
Medizin der Universitat Hamburg

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Dr. U. Beisiegel
Prifungsausschuss, 2. Gutachter/in: Prof. Dr. F. U. Bell
Prifungsausschuss, 3. Gutachter/in: Prof. Dr. G. Santer



Inhaltsverzeichnis

1. EINLEITUNG 4
1.1 VORWORT .....vittettettett ettt ettt et ettt e teeveeteese e st e st e s e seebeeaseseetsessessessasesbeeseessessessessensas 4
1.2 LIPIDE ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt e e teeteeae et et et e e teeteeteertenb et et e eteeteeasennenseneens 4

1.2.1 LIPIAKIASSEN ... 4
1.2.2  Triglyceride und FEHGEWEDE .......oocueiiiiiiii e 4
1.2.2.1 ReSOrption VON LIDIGEN .........ccooeeieeee e 5
1.2.3  Cholesterin und Cholesterinester .........cccoviiiiii e 6
1.2.3.1 Transport der Triglyceride und des ChoIESIerinS ...........cccoeveeeeceiiceeeciiieeee 6
1.2.4  FEHSAUIBN .o e e 7
1.2.4.1 Nomenklatur und KIaSSIfiZIEIUNG............cccooueeiiiiie e 7
1.24.2 SYNINESEWEGE ...ttt 10
1.3 INSULINRESISTENZ UND DAS METABOLISCHE SYNDROM.........ccooiivieiieieienreereereereeerenennas 13
1.3.1 AQIPOSITAS ...ttt 13
1.3.2  INSUNNIESISTENZ .. e e e e 13
1.3.2.1 J =T 10 o B 13
1.3.2.2 Ursachen der INSUNINIESISIENZ..............ccceeecuiiiiiiieiieeieeee e 15
1.3.3  MetabolisSChes SYNArom ... 16
1.3.3.1 J =T 10 o 16
1.3.3.2 Bedeutung und Prdvalenz des metabolischen Syndroms............ccccccevcvevceenane.. 18
1.3.4 Folgeerkrankungen des metabolischen Syndroms..........ccccvveeeiiiiieeeiiieenene 19
1.3.4.1 Diabetes MEIIITUS. ...........c.oceeueieiiieee et 19
1.34.2 Kardiovaskuldre Erkrankungen ..............couueeeiecureeeeeeee e eseree et 20
1.3.4.3 HYPEOITONIE. ...ttt e e e e e s 21
1.4 ZIEL DER ARBEIT . ...utiiitieetie ettt e eetee et e et e et e eteseteeeteseseeenteseaaeentesenreeenneean 22

2. MATERIALIEN UND METHODEN 23

2.1 BESTIMMUNG DER GESAMTFETTSAUREN IMPLASMA ........cooovioieeeeeeeeeee e 23

211 MAIEHAIEN ... 23
2.1.1.1 Gerdte Und INSIUMENTE ............coccueeeiieeeeeee e 23
2.1.1.2 VerbrauChSmaterialien .................oooeceei oo 24
2.1.1.3 CREMUKANEN ...ttt 25

212 MEINOTEN ... e 26
2.1.2.1 Prinzip der LipidderivatiSIerung ................cceeeeecureeeeeiee e 26
2122 Prinzip der Gaschromatographie ...............cccueweesieiiseeesie et 26
2.1.2.3 DUICATGRIUNG ... et 29

2.2 BESTIMMUNG DER GESAMTFETTSAUREN INDER LEBER .......cooveieeeeeceecee e 30
2.2.1 MALEFIAIEN ... 30
221.1 Gerate UNd INSHUMENTE ........c...eoieeeeee e 30
2212 VerbrauChSmateriali@n ...............coooeceei o 30
22.1.3 CREMUKANEN ...t 31

2.2.2  MEINOAEN ... . 31
2221 Prinzipien der Homogenisierung von GEWEDEN.............ccccuevceerciescieasieeseenne 31
2222 DUICATURIUNG ...ttt 31

2.3 BESTIMMUNG DER GESAMTFETTSAUREN IM IMUSKEL .......covvevieeieeeeeeeceeeeee e 32



Inhaltsverzeichnis

2.3.1 MALEHALIEN ... 32
2.3.2  MEENOAEN. ... e 32
2.4 BESTIMMUNG DER GESAMTFETTSAUREN IM SUBKUTANEN UND EPIDYDIMALEN
FETTGEWEBE ..ottt ittt ettt ettt b sttt s e s s e s ebebesesesesessse s ssesesesasas 33
241 MAEriAli®N ....eeeeee e e 33
24.2 MEIROAEN ... et 33
ERGEBNISSE 34
3.1 ALLGEMEINES PROJEKTDESIGN .....cviiitiitiitietieeieeteiecteereeteeveeveeseessesesseeseeseevsessessessensenns 34
1O 7% P RS (1T [ =Y g o (=<3 oo USSR 34
3.2 NAHRUNGSBESTANDTEILE DER DIATEN......coiiiiiiiiiiciieicieeeer ettt 36
3.3 CHARAKTERISIERUNG DER MAUSE ZUM ZEITPUNKT DER ORGANENTNAHME................... 39

3.4 PLASMAINSULIN- UND PLASMAGLUCOSESPIEGEL DER MAUSE ZUM ZEITPUNKT DER

ORGANENTNAHME .....oiutitiitiett et eteeitete s ete ettt eteeseessessessasbeeseeteeseessessessessessessseseessessessessans 40

3.5 FETTSAUREBESTIMMUNG .....oooviviitietietietteteeteeteeteeveeteeseessesseeseeteeseessessessessessesseessessassensenns 42
7R T B o - 1= o - F RS URRRRP 43
3.5.1.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Plasma der Maduse
............................................................................................................................. 43

3.5.1.2 Muster der Omega-3-Fettsduren (a-Linolen-, Eicosapentaen- und
Docosahexaensédure) im Plasma der MAUSE .............cccccoeeeeeieiiiiieieee e 44

3.5.1.3 Muster der Omega-6-Fettsduren (Linol-, y-Linolen- und Arachidonséure) im

Plasma der MAUSE ..............c..oeeeeeieeeeee e 46

3514 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Plasma der Méuse............................ 47

IR~ = o =T ¢ o PR URRRRP 48
3.5.2.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Lebergewebe der

MEUSE ... 48

3.5.22 Muster der Omega-3-Fettsduren (a-Linolen-, Eicosapentaen- und
Docosahexaensédure) im Lebergewebe der MAUSE..............ccccveevecieiencieeennenn, 49

3.5.2.3 Muster der Omega-6-Fettsduren (Linol-, y-Linolen- und Arachidonséure) im

Lebergewebe der MAUSE ..............ccooceeee it 50

3.5.24 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Lebergewebe der Mduse.....................

............................................................................................................................. 51

3.5.3 Subkutanes und epidydimales Fettgewebe..........cccceeevciiriivciin e 53
3.5.3.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im subkutanen- und

epidydimalen Fettgewebe der MAUSE .............cccoeeeeciiisiieeeeeeee e 53

3.56.3.2 Muster verschiedener Fettsduren im subkutanen Fettgewebe der Méuse........... 54

3.5.4  MUSKEIGEWEDE...... . 55

3.5.4.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Muskelgewebe der

MEUSE ... 55

3.5.4.2 Fettsduremuster im Muskelgewebe der MAUSE ..............cccceevereeeecciieesiiiaesnee 56

3.5.5 Gesattigte FEHSAUIEN .....coouii e e 57



Inhaltsverzeichnis

4, DISKUSSION 59
41 METHODENDISKUSSION DER LIPIDEXTRAKTION UND GASCHROMATOGRAPHISCHEN
FETTSAUREBESTIMMUNG ......cvvtteteteieieieiisisistsaesesesesesesesesssssesssssesesesesasasssssssssssssssesesasas 59
4.2 DIATEN ZUR FUTTERUNG DER MAUSE ......ccoeuiiieieieieieeieieeeeee et 59
4.3 CHARAKTERISIERUNG DER MAUSE ..ottt 60
4.4 PLASMA UND LEBERN DER MAUSE ......cucvitiiiiieeicieieieisis ettt 60
441 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Plasma der
1= LU U 60
4.4.2 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren in den Lebern der
Y =T L= RPN 62
443 Muster der Omega-3-Fettsduren (a-Linolen-, Eicosapentaen- und
Docosahexaensaure) in den Lebern und im Plasma der Mause ..................... 63
4.4.4 Muster der Omega-6-Fettsduren (Linol-, y-Linolen- und Arachidonséaure) in den
Lebern und im Plasma der MEUSE .........cccvriieiieiiiiee e 65
4.45 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie in den Lebern und im Plasma der
1= TU ] U 67
45 FETTGEWEBE DER MAUSE ..ottt 69
451 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im subkutanen-
und epidydimalen Fettgewebe der MAuSe ........ceeeeieiiiiiiiii e 69
45.2  Muster verschiedener Fettsduren im subkutanen Fettgewebe der Mause ..... 69
4.6 MUSKELGEWEBE DER MAUSE ..ottt sese s 71
4.6.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren und
Fettsduremuster im Muskelgewebe der MAuSe .........ooccveiiieiiinien e 71
4.7 GESATTIGTE FETTSAUREN .......eotiiittiiieteieieteteeete ettt ettt sens 71
5. ZUSAMMENFASSUNG 73
6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS 74
7. ANHANG 75
8. LITERATURVERZEICHNIS 85
9. DANKSAGUNG 98
10. CURRICULUM VITAE 99
11. PUBLIKATION 100
12. EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG 101




Einleitung

1. Einleitung

1.1 Vorwort

Das Thema dieser Doktorarbeit lautet ,Verdnderung des Fettsduremusters
bei der Entstehung von diatinduzierter Adipositas und Insulinresistenz im
Mausmodell®. Die Insulinresistenz (IR) ist eine Vorstufe flr die Erkrankung
Diabetes mellitus Typ Il. Bei dieser Stoffwechselstérung ist der Kohlenhydrat-
und Lipidstoffwechsel tiefgreifend gestért. Der Schwerpunkt dieser
Doktorarbeit liegt in der Erforschung der Fettsdurezusammensetzung
unterschiedlicher Gewebe der Maus bei der diatinduzierten Adipositas und
IR. Eine kurze Zusammenfassung der flir das Verstdandnis notwendigen
Grundlagen der Chemie und Biochemie ist in den Kapiteln 1.2 bis 1.3

vorzufinden.

1.2 Lipide

1.2.1 Lipidklassen

Die Stoffgruppe der Lipide lasst sich in Triglyceride, Fettsduren und deren
Derivate, Steroide und deren Derivate, Wachse und Terpene, Phospho- und

Sphingolipide unterteilen.

Lipide zeichnen sich durch eine schlechte Lo&slichkeit in Wasser aus.
Vielmehr I6sen sie sich sehr gut in unpolaren, organischen Lésungsmitteln
wie Methanol, Aceton oder Chloroform. Sie sind essentielle organische

Verbindungen, die fir die Vitalitat aller Organismen unabdingbar sind.

1.2.2 Triglyceride und Fettgewebe

Triglyceride dienen in vielen Organismen als Hauptenergiereserve und
werden bei Vertebraten Uberwiegend in den Adipozyten des Fettgewebes
gespeichert. Die Triglyceridmolekile werden durch Veresterung von Glycerin
mit Fettsduren gebildet. Bei Bedarf an Fettsauren, vor allem durch Herz- und
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Skelettmuskulatur, kénnen diese sich in den Adipozyten befindlichen
Triglyceride durch Aktivierung der hormonsensitiven Lipase in Form von

Fettsauren mobilisiert werden.

Bei einem gesunden Mann betragt die Menge an Korperfett 8-15 kg, bei
einer gesunden Frau sind es 10-20 kg [9]. Die Triglyceridspeicher kénnen
ohne gesundheitliche Schaden bis auf 1 kg reduziert werden. Gleichzeitig
kann ein Erwachsener nur ca. 500 g Kohlenhydrate in Form von Glycogen
speichern, was auf die Bedeutung des Fettgewebes als langfristiger
Energiespeicher hinweist [75]. Triglyceride dienen jedoch nicht nur als
Energiespeicher, sondern auch als Bauelement. So stitzt zum Beispiel das
retrobulbare  Fettgewebe den Augapfel. Die Triglyceride, auch
Triacylglyceride genannt, haben einen physikalischen Brennwert von ca. 40
kJ/g. Bei Kohlenhydraten und Proteinen betragt dieser nur ca. 17-18 kJ/g,
der physikalische Brennwert von Ethanol liegt bei ca. 30 kJ/g [75].

1.2.2.1 Resorption von Lipiden

Der Verdau von Nahrungslipiden findet Uberwiegend im Duodenum und
Jejunum statt [9]. Dort werden sie in Fettsduren, Monoglyceride, Cholin und
weitere Bestandteile zerlegt. Im Duodenum werden die Lipide durch
Gallensalze emulgiert und durch peristaltische Bewegungen in kleine
Tropfchen zerlegt. Dadurch ist ihre Oberflache flr den Angriff von Lipasen
um den Faktor 10.000 vergrdBert [9]. Es bilden sich Micellen, welche aus
langkettigen Fettsduren, Monoglyceriden und Gallensalzen bestehen.
Spezifische Transporter sind fir die Aufnahme der Bestandteile durch die
Mucosa verantwortlich. Die Peristaltik des Darms beschleunigt diesen
Vorgang. Nach dem Transport der Fettsduren durch die Mucosa werden
Triglyceride, Phospholipide und einige Cholesterylester wieder zu
triglyceridreichen Lipoproteinen, den sog. Chylomikronen, zusammengesetzt.
Diese werden anschlieBend Uber die Lymphbahn und den Ductus thoracicus
in das vendse Blut transportiert [9, 75]. Kurzkettige Fettsduren kbnnen auch
im unveresterten Zustand dber die Portalvene direkt in den Blutkreislauf

gelangen.
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1.2.3 Cholesterin und Cholesterinester

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil von Zellmembranen sowie
Ausgangssubstanz flr die Biosynthese von Steroidhormonen, Gallensauren
und Vitamin Ds. Die tagliche Synthese an Cholesterin im menschlichen
Kdrper betragt 1,25 g. Es wird vorwiegend in der Leber (85 Prozent) und im
Magen-Darm-Trakt (12 Prozent) gebildet. Zusatzlich erfolgt eine exogene
Aufnahme von Cholesterin. Unter Beteiligung der Enzyme Acyl-CoA-
Cholesterin-Acyl-Transferase ~ (ACAT) und  Lecithin-Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT) entsteht aus dem freien Cholesterin das
Cholesterinester, welches die lipophile Speicherform des Cholesterins
darstellt.

Cholesterin ist ein unabdingbares Molekill, seine Biosynthese ist von der
Menge des mit der Nahrung aufgenommenen Cholesterins abhangig. So
lasst sich beim Menschen durch Reduktion der Cholesterinaufnahme der
Cholesterinspiegel im Plasma senken, auf der anderen Seite aber auch
durch Mehraufnahme steigern. Erhdhtes Plasmacholesterin zeigt die
Tendenz zur Ablagerung an Wanden von BlutgeféaBen, was eine Rolle bei
der Entstehung der Atherosklerose spielt (siehe 1.3) [75].

1.2.3.1 Transport der Triglyceride und des Cholesterins

Da Lipide Uberwiegend hydrophobe Eigenschaften haben, werden sie in der
Blutlaufbahn Uberwiegend mittels Transportproteinen, den so genannten
Lipoproteinen transportiert. Lipoproteine kdénnen nach ihrer Dichte (engl.:
density) in vier Hauptklassen eingeteilt werden. So unterscheidet man
Chylomikronen, ,very low density lipoproteins (VLDL)Y, ,ow density

lipoproteins (LDL)“ und ,high density lipoproteins (HDL)“ voneinander.
Sowohl die Dichte als auch der Proteinanteil der Lipoproteine nimmt in der
angegebenen Reihenfolge zu [75]. Die Chylomikronen transportieren die
meisten Triglyceride. Den héchsten Cholesteringehalt zeigt die LDL-Fraktion

[75].
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Die Fahigkeit der Lipoproteine, als Transportmedium in wassriger Lésung zu
dienen, hangt mit ihrer spezifischen Struktur zusammen. Der Kern jedes
Lipoproteins besteht aus hydrophoben Lipiden wie Triglyceriden und
Cholesterinestern, um die sich Membranlipide und Cholesterin gruppieren.
Die Apolipoproteine sind wichtig fir die Bildung der Lipoproteine und spielen
eine bedeutende Rolle bei deren Stoffwechsel. So aktivieren und inhibieren
sie Enzyme oder wirken als Liganden von Rezeptoren, die sich in der Leber
oder im peripheren Gewebe befinden und fiir die Aufnahme der Lipoproteine

zustandig sind.

Endogene Triglyceride werden mittels der VLDL, welche in der Leber
synthetisiert werden, zum Fettgewebe und in alle anderen Gewebe
transportiert. Durch die sich in den Geweben befindliche Lipoproteinlipase (in
der Leber zuséatzlich die hepatische Lipase) werden Fettsduren aus den
Triglyceriden freigesetzt und in die jeweiligen Zellen transportiert. Die
Hydrolyse der VLDL fUhrt zundchst zur Bildung der ,intermediate density
lipoproteins (IDL)“, anschlieBend entstehen durch weiter fortschreitende
Hydrolyse die LDL. Mittels des LDL-Rezeptors werden die LDL-Partikel in
fast allen Kdérperorganen, hauptsachlich jedoch in den extrahepatischen
Organen aufgenommen und kénnen dort Cholesterin abgeben. HDL hat eine
dem LDL entgegengesetzte Aufgabe [76]. Es wird in der Leber synthetisiert
und durch Interaktion mit anderen Lipoproteinen im Plasma komplettiert. Die
HDL sind in der Lage, Cholesterin aus Arterienwanden, Geweben und
Makrophagen aufzunehmen. Ebenso Ubernimmt die HDL-Fraktion den
Cholesterintransport zur Leber. Dort kann das Uberschiissige Cholesterin

Uber die Galle ausgeschieden werden.

1.24 Fettsauren

1.2.4.1 Nomenklatur und Klassifizierung

Eine Fettsaure besteht aus einer Kohlenwasserstoffkette mit einer

endstédndigen Carboxylgruppe. Die verschiedenen Fettsduren haben

Trivialnamen, die sich meist aus dem Namen des Organismus ergeben
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haben, aus der sie das erste Mal isoliert werden konnten. So wurde zum
Beispiel die Palmitinsdure erstmals aus der Olpalme Elaeis guineensis
isoliert. Die Kurzbezeichnung benennt zunachst die Anzahl der C-Atome,
nach einem Doppelpunkt folgt dann die Anzahl der Doppelbindungen. Durch
o wird festgelegt, an welcher Stelle, ausgehend vom Methylende des
Molekls, sich die erste Doppelbindung befindet. So handelt es sich zum
Beispiel bei der Olsaure (C 18:1(w9)) um eine Carbonsdure mit 18 C-Atomen
und einer ungesattigten Bindung zwischen dem neunten und zehnten C-

Atom, gez&hlt vom Carboxyl-C-Atom her.

Man kann die Fettsauren nach ihrer Kettenlange und nach dem Grad der
Sattigung unterscheiden. So werden Fettsduren in kurzkettige (bis zu 4 C-
Atome), mittelkettige (6-10 C-Atome) und langkettige Fettsauren (Uber 10 C-
Atome) unterschieden [9]. Ebenfalls werden Fettsduren in gesattigte, einfach
ungesattigte und mehrfach ungesattigte Fettsduren eingeteilt. Gesattigte
Fettsduren sind maximal an Wasserstoffatomen beladen, es liegen keine
Doppelbindungen innerhalb der Kohlenwasserstoffkette vor. Ungeséattigte
Fettsduren weisen eine oder mehrere Doppelbindungen zwischen den C-
Atomen auf. Je kiirzer und ungesattigter eine Fettsaure ist, desto niedriger ist
ihr Schmelzpunkt. In der nachfolgenden Tabelle 1 ist eine Auswahl an
gesattigten und ungesattigten Fettsduren aufgelistet.
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Tab. 1: Auswahl an gesattigten, einfach ungesattigten und mehrfach ungeséttigten

Fettsduren

Wissenschaftliche Bezeichnung Chemische Trivialname Abk.
Kurzformel

Gesiittigte Fettsiiuren

Octansiure 8:0 Caprylsidure

Decanséure 10:0 Caprinsiure

Dodecansiure 12:0 Laurylsédure

Tetradecansiure 14:0 Mpyristinsidure

Pentadecansiure 15:0 Pentadekansiure

Hexadecansiure 16:0 Palmitinsédure

Octadecansiure 18:0 Stearinsiure

Eicosansiure 20:0 Arachinsiure

Docosansiure 22:0 Behensiure

Tetracosansédure 24:0 Lignoceronséure

D9-Desaturase-Familie

9-Tetradecensidure 14:1m5 Myristdlsdure

9-Hexadecensidure 16:1w7 Palmitdlsdure

11-Octadecensidure 18:1w7 Vaccinsdure

9-Octadensiure 18:109 Olsiure

11-Eicosensidure 20:1m9

5,8,11-Eicosatriensdure 20:309

13-Docosensdure 22:109 Erucasiure

15-Tetracosansiure 24:109 Nervonsdure

Omega-3-Familie

9,12,15-Octadecatriensdure 18:3m3 o-Linolensiure o-LS

6,9,12,15- Octadecatetraensiure 18:4m3 Stearidonsdure

11,14,17-Eicosatriensiure 20:3m3 Eicosatriensiure

8,11,14,17-Eicosatetraensiure 20:4m3 Eicosatetraensidure

5,8,11,14,17-Eicosapentaensiure 20:5m3 Eicosapentaenséure EPS

7,10,13,16,19-Docosapentaensédure 22:5m3 Docosapentaensédure

4,7,10,13,16,19-Docosahexaensiure 22:6m3 Docosahexaensiure DHS

6,9,12,15,18,21-Tetracosahexaensiure | 24:6m3 Tetracosahexaensiure

Omega-6-Familie

9,12-Octadecadiensiure 18:2m6 Linolsdure LS

6,9,12-Octadecatriensdure 18:3w6 Y-Linolensdure

11,14-Eicosadiensiure 20:206 Eicosadiensidure

8,11,14-Eicosatriensidure 20:3m6 Dihomo-y-Linolenséure

5,8,11,14-Eicosatetraensiure 20:406 Arachidonsdure AS

13,16-Docosadiensidure 22:2m6 Docosadiensiure

7,10,13,16-Docosatetraensidure 22:4m6 Docosatetraensiure

4,7,10,13,16-Docosapentaensiure 22:5m6
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1.24.2 Synthesewege

Alle Eukaryoten koénnen aus Acetyl-CoA Fettsauren synthetisieren. So
werden Fettsduren bis zu einer Lange von 16 C-Atomen von dem
cytoplasmatischen Multienzymkomplex Fettsduresynthetase gebildet [75,
121]. Des Weiteren besitzen Eukaryoten Enzyme zur Verldngerung von
Fettsduren. Bei der Kettenverlangerung werden jeweils zwei
Kohlenwasserstoffmolekile an das Carboxylende der Fettsdurekette
angehangt.

FUr das Einfigen von Doppelbindungen sind die Desaturasen verantwortlich.
Durch die enzymatische Entfernung von zwei Wasserstoffatomen wird eine
Doppelbindung geschaffen. In Mausen und anderen Saugern kommen die
A5-, A6- und die A9-Desaturase vor, wobei bei der Maus von der A9-
Desaturase vier Isoformen bekannt sind. Die Delta-Definition basiert auf der
Nummerierung vom Carboxylende her. So fligt zum Beispiel die A5-
Desaturase eine Doppelbindung nach dem fiinften C-Atom, ausgehend vom
Carboxyl-C-Atom (C4), ein.

10
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Laurylsaure C 12:0

VY ¥

Myristinsdure C 14:0

Myristolsdure C 14:1

V_N

Palmitinsaure C 16:0

Palmitolsiaure C 16:1

\ 4

Stearinsdure C 18:0

A 4

Olséure C 18:1

\ 4

Arachinsiure C 20:0

Eicosaensiure C 20:1

A

A 4

Behensédure C 22:0

Erucaséure C 22:1

A 4

\ 4

Lignoceronsédure C 24:0

Nervonsidure C 24:1

|:| = Gesittigte FS
|:| = Einfach ungesittigte FS
l = Elongase

l = FS-Synthetase

—» = A9-Desaturase

Abb. 1: Synthese von geséttigten und einfach ungesattigten Fettsauren. Alle Fettsduren sind

wéhrend der von Elongase und Desaturase katalysierten Reaktionen an CoA

verestert.

Insbesondere die o-6- und -3-Fettsduren nehmen einen groBen Stellenwert

unter den Fettsauren ein.

Die ungeséttigte Linolsdure (LS) und die

Linolensaure (o-LS) sind fir den menschlichen Organismus essentiell, das

heiBt eine Eigensynthese ist nicht méglich. Aus der LS kann Arachidonsaure

(AS), aus der a-LS kénnen Eicosapentaen- (EPS) und Docosahexaensaure
(DHS) synthetisiert werden (siehe Abbildung 2). LS und a-LS konkurrieren

11
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dabei um die A5- und A6-Desaturasen, wobei o-LS bevorzugt desaturiert

wird. Sie gelten jedoch auch als essentielle Fettséduren, da ihre Synthese im

menschlichen Korper nicht den Eigenbedarf decken kann. AS, EPS und DHS

sind Vorstufen fir die Bildung von Eicosanoiden.

Die Gruppe der

Eicosanoide umfasst Prostaglandine, Prostazykline, Thromboxane und

Leukotriene. Prostaglandine und Thromboxane werden auch als Prostanoide

bezeichnet

[75].
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Abb. 2: Omega-3- (oben) und Omega-6-Pathway (unten). Alle Fettsduren sind wahrend der

von Elongase und Desaturase katalysierten Reaktionen an CoA verestert.
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1.3 Insulinresistenz und das metabolische Syndrom
1.3.1 Adipositas

Adipositas ist definiert als eine Uber das NormalmaB hinausgehende
Vermehrung des Korperfetts. Das Gewicht wird oft durch ein
gréBenkorrigiertes MafB, den sogenannten Body-Mass-Index (BMI), definiert.
Dabei spricht man bei einem BMI von 185 bis 24,9 kg/m? von
Normalgewicht, ab 25 kg/m? von Ubergewicht und ab einem BMI > 30kg/m?
von Adipositas [53]. Im Jahr 1998 hatten ca. 20 Prozent aller Deutschen
einen BMI {ber 30 kg/m? und waren somit adipds [53]. Auch Kinder und
Jugendliche leiden zunehmend unter Adipositas. Dieser Anstieg wird durch
die zunehmende Industrialisierung und den damit gewonnenen Wohlstand
begriindet, der mit Ubererndhrung und Bewegungsarmut einhergeht. Neben
diesen Umweltkomponenten kommen auch genetische Pradispositionen in
Betracht. Es werden zur Zeit eine Reihe von Genen diskutiert, welche unter
adipositasférdernden Umweltfaktoren wirksam werden kdnnen [48, 114].
Adipositas ist ein wichtiger Risikofaktor fir die Entstehung von IR, Diabetes

mellitus Typ Il und kardiovaskularen Erkrankungen [13, 64, 129].
1.3.2 Insulinresistenz
1.3.2.1 Definition

Insulin ist ein Hormon, das die Aufnahme und den Stoffwechsel von Glucose
sowohl in Skelett- und Herzmuskelzellen als auch in Hepatocyten und
Adipocyten férdert. Zusatzlich reguliert Insulin die Lipolyse in Fettzellen und
die hepatische Gluconeogenese. Der Begriff IR wurde erstmals im Jahre
1939 durch Himsworth und Kerr benutzt. Sie charakterisierten mit diesem
Begriff die relativ geringe Wirkung von exogenem Insulin bei adipésen
Patienten mit Diabetes mellitus [57]. Unter IR versteht man ein vermindertes
Ansprechen der Zellen auf das Hormon Insulin. Daraus resultiert ein
Stoffwechselzustand mit hohen Insulinwerten bei normaler oder erhéhter
Blutzuckerkonzentration. Um das verminderte Ansprechen der Zielorgane zu

13



Einleitung

kompensieren, schitten die Inselzellen des Pankreas vermehrt Insulin aus.
Dadurch gelingt dem Organismus eine Stabilisierung des Blutzuckerspiegels.
Dauert die erhdhte Insulinausschittung jedoch Uber mehrere Jahre an, kann
sie bei manchen Menschen nicht weiter gesteigert oder gehalten werden.
Diese Veranderungen bilden die Basis fur die Entstehung eines Diabetes
mellitus Typ Il.

Die IR steht im Mittelpunkt einer generalisierten Stoffwechselstérung, dem
metabolischen Syndrom [97]. Dieses wird von einigen Autoren auch als
sinsulin-resistance-syndrome® bezeichnet (siehe Kapitel 1.3.3). In der
erwachsenen Bevdlkerung tritt die IR mit einer Pravalenz von ca. 10-25
Prozent auf [52]. Nur ein Teil der insulinresistenten Individuen entwickelt in
der Folge tatsachlich einen Diabetes mellitus Typ Il. Jedoch sind 80-90
Prozent der an Diabetes mellitus Typ Il erkrankten Individuen insulinresistent.

Der euglykamisch-hyperinsulinamische Clamptest gilt als wissenschaftlich
fundierteste Methode, um IR zu messen. Wegen des hohen Kosten- und
Zeitaufwandes kommt er allerdings nur bei Forschungstatigkeiten zum
Einsatz. Es handelt sich um eine kombinierte Insulin-Glucose-
Infusionstechnik, die 1979 zum ersten Mal von DeFronzo und Mitarbeitern
[27] eingesetzt wurde. Dem zu untersuchenden Organismus wird eine
definierte und konstante Menge Insulin infundiert, gleichzeitig wird mittels
einer variablen Glukoseinfusion der Blutzuckerwert auf ein konstantes
Niveau gebracht. Die Glucoseutilisationsrate, auch ,M-Wert* genannt,
quantifiziert die Insulinsensitivitat des Organismus — je sensitiver der
Organismus auf Insulin reagiert, desto mehr Glucose muss infundiert werden

um den Blutzuckerwert konstant zu halten.

Ein vereinfachtes Verfahren, um eine IR zu bestimmen, ist der sog. HOMA-
Index. Es handelt sich dabei um ein mathematisches Modell, welches Uber
die Ndchternplasmaglucose und die Nuichterninsulinkonzentration eine

Berechnung der IR erlaubt [82].
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Der Homa-Index errechnet sich wie folgt:

Niichterninsulin (uU/ml) x Niichterglukose (mmol/l)

HOMA-Index =
225

Ein niedriger Wert steht fir eine hohe Insulinsensitivitat, hohe Werte fir eine
IR. Der HOMA korreliert gut mit dem M-Wert aus dem euglykdmisch-
hyperinsulindmischen Clamptest [82].

1.3.2.2 Ursachen der Insulinresistenz

Die Ursache der IR ist bisher nicht eindeutig geklart. Es ist aber klar, dass
nicht ein Mangel an Insulinrezeptoren, sondern eine gestorte Weiterleitung
des Insulinsignals flr die Auspragung einer IR verantwortlich ist. Bekannte
Risikofaktoren die die Entstehung einer IR entscheidend beeinflussen
kénnen sind niedriges Geburtsgewicht, Adipositas, fettreiche Ern&hrung,
Bewegungsmangel, Rauchen und Stress [11]. Insulinantagonisten wie
Adrenalin und Noradrenalin, Kortison und das somatotrophe Hormon kénnen
ebenfalls an der Entstehung einer IR mitwirken [11]. Gleiches gilt fr
bestimmte Medikamente wie Betablocker, Thiazide und orale Kontrazeptiva.

Die typischerweise mit der Adipositas einhergehenden erhdhten
Fettsdurekonzentrationen im Plasma und in verschiedenen Geweben
scheinen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entstehung der IR zu spielen.
So haben Studien an Rattenmuskelzellen ergeben, dass erhdhte Spiegel an
freien Fettsduren sowohl die Glucoseaufnahme als auch den
Glucosemetabolismus inhibieren [95]. Ebenfalls wird vermutet, dass ein
erhéhter Spiegel an freien Fettsduren die Signaltransduktion des
Insulinrezeptors durch Hemmung der PI3-Kinase stéren kann [109]. Des
Weiteren kann IR experimentell durch kinstliche Erhéhung freier Fettsauren

im Plasma mittels Lipidinfusionen ausgelést werden [34, 99, 125].
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1.3.3 Metabolisches Syndrom
1.3.3.1 Definition

Der Begriff ,metabolisches Syndrom® fasst Stoffwechselstérungen und
Krankheiten zusammen, die als sogenannte Zivilisationskrankheiten
besonders haufig in der westlichen Welt vorkommen. Das Konzept des
metabolischen Syndroms wurde erstmals im Jahre 1923 durch Kylin
beschrieben [67]. Er fasste damals die Erkrankungen Bluthochdruck,
Hyperglykdmie und Hyperurikdmie zu einem Syndrom zusammen. Vague
verdffentlichte im Jahre 1947 seine Beobachtungen zur Bedeutung der
androiden Adipositas auf Stoffwechselstérungen, welche im Zusammenhang
mit Diabetes mellitus Typ Il und Herz-Kreislauferkrankungen stehen [127].
Eine prazise Definiton Uber Atiologie, Pathogenese und klinisches
Erscheinungsbild existiert bis heute nicht. Der Begriff des ,metabolischen
Syndroms*” geht auf die Publikation von Hanefeld und Leonhard aus dem
Jahre 1981 zurick [50]. Das metabolische Syndrom ist aber auch als
.oyndrome X* [96] oder ,deadly quartet” [65] bekannt. Den Begriff ,Insulin
resistance syndrome® pragten DeFronzo [26] und Haffner et al. [46]. Mit
diesem Begriff sollte die IR als vermuteter Pathomechanismus

hervorgehoben werden.

Die WHO hat im Jahre 1998 einen Katalog aus Kriterien herausgegeben, die
eine IR definieren sollen [2]. Kurz darauf hat das ,National Cholesterol
Education Program’s Adult Treatment Panel [Il (NCEP: ATP III)” [90] und die
“‘European Group for the study of Insulin Resistance (EGIR)* [7] ihre
Definitionen veréffentlicht. Nicht alle Definitionen beinhalten die IR per se, so
betont das NCEP: ATP Il als pathogenetischen Faktor das Ubergewicht. Im
Jahre 2005 veréffentlichte die ,International Diabetes Federation (IDF)“ eine
im weltweiten Konsensusverfahren verabschiedete ,platinum standard®-
Definition. Im selben Jahr wurde die NCEP: ATP lll-Definition von der
~American Heart Association (AHA)“ und vom ,National Heart, Lung and
Blood Institute (AHA/NHLBI)“ modifiziert. Der Unterschied zur Definition der
NCEP: ATP lll liegt in der Grenzwertsenkung fir den Nuchternblutzucker um
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10 mg/dl bzw. auf 5,6 mmol/l [44]. Die Definition der IDF unterscheidet sich
von der Definition des AHA/NHLBI durch eine deutliche Grenzwertsenkung
des Taillenumfanges bei Mannern von = 102 auf 2 94 cm und von = 88 auf =
80 cm fur Frauen. Die abdominale Adipositas ist laut IDF ein unbedingtes
Kriterium fir eine IR [62].

Tab. 2: Vergleich der Definitionen des Metabolischen Syndroms verschiedener
Organisationen. M: Male (ménnlich); F: Female (weiblich); BMI: Body mass index;
SB: Systolischer Blutdruck; DB: Diastolischer Blutdruck

WHO EGIR NCEP: ATP Il
Hyperinsulindmie/ || Insulinresistenz unter Insulinresistenz oder
Insulinresistenz hyperinsulindmischen Hyperinsulindmie
euglykamischen Bedin- Uber der héchsten
gungen, Glucose- Quartile (25%) der
Uptake unterhalb der nichtdiabetischen
niedrigsten Quartile der Population liegend,
interessierenden Alter und Geschlecht
Population. zusammengefasst
Plus 2 oder mehr der folgenden Parameter: 3 oder mehr...
Adipositas BMI: > 30 kg/m2 Taillenumfang: Taillenumfang:
und/oder Hufte/Taille: M =94 cm M > 102 cm
M>0,9 F>80cm F >88cm
F>0,85
Blutdruck SB/DB: = 140/90 mmHg [SB/DB: = 140/90 mmHg [SB/DB: = 135/85 mmHg
mmHg oder medikamentdse oder medikamentdse
Behandlung einer Behandlung einer
Hypertonie Hypertonie
Niichtern- =110 mg/dI =110 mg/dI
blutglucose (= 6,1 mmol/l) (= 6,1 mmol/l)
Triglyceride > 150 mg/dI > 180 mg/d| = 150 mg/dl
(= 1,7 mmol/l) (= 2 mmol/l) (= 1,7 mmol/l)
oder medikamentdse
Behandlung einer
Dislipidamie
HDL-Cholesterin |[M < 35 mg/dI < 40 mg/dl M < 40 mg/dl
F <39 mg/di (< 1 mmol/l) F <50 mg/d
(M < 0,9 mmol/l) oder medikamentdse (M < 1,0 mmol/l)
(F < 1,0 mmol/) Behandlung einer (F < 1,3 mmol/l)
Dislipidamie
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1.3.3.2 Bedeutung und Prévalenz des metabolischen Syndroms

Die globale Ausbreitung der Adipositas tragt erheblich zum
Bedeutungsgewinn des metabolischen Syndroms bei. Die Adipositas ist eine
Komponente des metabolischen Syndroms, neben der IR, Dyslipidamie und
Hypertonie. Das metabolische Syndrom begrenzt sich jedoch nicht nur auf
diese vier Haupterkrankungen, vielmehr gibt es noch eine Reihe von
Erkrankungen, die eng mit dem metabolischen Syndrom verknipft sind. Als
wichtigste Vertreter dieser Folgeerkrankungen sind der Diabetes mellitus und
die koronare Herzkrankheit zu nennen. Die Bedeutung des metabolischen
Syndroms ist daher in den letzten Jahren zunehmend erkannt worden. Die
Anzahl der Publikationen, die in der biomedizinischen Literaturdatenbank
Medline mit ,metabolic syndrome® verschlagwortet wurden, verzehnfachten
sich seit 2000 [86].

Pravalenzangaben zum metabolischen Syndrom gestalten sich aufgrund der
fehlenden einheitlichen Definition als schwierig. Neuhause et al. [92]
verdffentlichten im Jahre 2005 eine Sensitivitatsanalyse zur Pravalenz des
metabolischen Syndroms in Deutschland. Auf Basis der Daten des
Bundesgesundheitssurveys (BGS) aus dem Jahre 1998 wurde errechnet,
dass die Pravalenz des metabolischen Syndroms in der erwachsenen
Bevdlkerung (18-79-Jdéhrige) in Deutschland bei Gber 20 Prozent liegt. Fast
alle Teilnehmer der BGS-Studie konnten anhand der NCEP: ATP IlI-
Definition klassifiziert werden. Damit hat die Pravalenz des metabolischen
Syndroms in Deutschland eine &hnliche GréBenordnung wie die ebenfalls
nach NCEP: ATP lll-Kriterien bestimmte Pravalenz von 24 Prozent in den
USA [37]. Seit 2006 liegen neue Daten zur Pravalenz des metabolischen
Syndroms in Deutschland vor [85]. Die Studie wurde in bundesweit 1511
zuféllig ausgewahlten Arztpraxen mit Hausarztfunktion durchgeflhrt.
Insgesamt wurden 35.869 Menschen im Alter von 18-99 Jahren untersucht.
Anhand dieser Studie wurde fir das metabolische Syndrom eine Pravalenz

von 19,8 Prozent ermittelt.
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Eine konstante Erkenntnis aus allen Forschungsarbeiten ist die erhdhte
Pravalenz bei alteren Menschen. So liegt beispielsweise bei iranischen
Méannern und Frauen im Alter von 20 bis 29 Jahren die Pravalenz am
metabolischen Syndrom zu erkranken bei nur 10 Prozent, in der Altersgruppe
der 60 bis 69-Jahrigen hat sie sich jedoch schon auf 67 Prozent erhdht [6].
Dieser Trend spiegelt die Ergebnisse der Studie von Ford et al. wieder [37].

1.3.4 Folgeerkrankungen des metabolischen Syndroms

Das metabolische Syndrom ist mit einem erhdhten Risiko an Diabetes
mellitus Typ Il [45, 51, 68] und KHK [40, 63, 69, 78] zu erkranken
vergesellschaftet. Die Risikoerh6hung kann allerdings nicht Uberraschen, da
sich das metabolische Syndrom aus den Diabetes- und KHK-Risikofaktoren
wie Hypertonie, Dyslipiddmie und Ubergewicht zusammensetzt. Die IR, in
einigen Definitionen auch ein Bestandteil des metabolischen Syndroms, ist
ebenfalls eine Vorstufe des Diabetes mellitus Typ II.

1.3.4.1 Diabetes mellitus

Unter der Bezeichnung Diabetes mellitus werden Stoffwechsel-
veranderungen verschiedener Ursachen zusammengefasst. Beim klinisch
manifesten Diabetes liegt eine dauerhafte Erhdhung der Blutglukose vor
(Hyperglykamie). Die gestoérte Glucosetoleranz ist durch eine inadaquate
Verwertung zugefUhrter Glucose und gestérte  Glucoseproduktion
gekennzeichnet.

Nach der Klassifikation der WHO aus dem Jahre 1997 wird der Diabetes
mellitus in einen Typ I, Typ Il und in sonstige Typen eingeteilt. Der relative
Anteil des Diabetes mellitus Typ Il an der Gesamtpravalenz betragt 85-90
Prozent, der des Typ | 5-8 Prozent [24, 28]. Diabetes mellitus Typ | tritt meist
im juvenilen Alter auf. Er ist gekennzeichnet durch eine aufgrund von
Virusinfekten oder Autoimmunerkrankungen verursachte B-Zell-Destruktion
der Langerhansschen Zellen des Pankreas mit der Konsequenz des
absoluten Insulinmangels. Der Diabetes mellitus Typ Il besitzt eine viel

19



Einleitung

starkere genetische Pradisposition [24], die Pathogenese hat jedoch mehrere
Faktoren. Eine Rolle spielt zum einen eine gestérte Insulinsekretion und zum
anderen eine herabgesetzte Insulinwirkung bzw. eine IR, verursacht durch
eine  permanent zu hohe  Glucoseaufnahme. Der  wichtigste
Manifestationsfaktor ist die Adipositas. 80 Prozent der an Diabetes mellitus
Typ Il Erkrankten sind Ubergewichtig.

In Deutschland sind 5 Millionen Menschen nachweislich an Diabetes mellitus
erkrankt [28]. Zusatzlich rechnet man mit 2-3 Millionen bisher nicht
diagnostizierten Féllen [28]. Aufgrund des steigenden AusmaBes der
Uberernahrung in Deutschland ist zu erwarten, dass die Zahl der an Diabetes
erkrankten Patienten noch drastisch ansteigen wird. Nach Schatzungen des
Deutschen Diabetiker-Bundes werden 2010 ca. 10 Millionen Diabetiker in
Deutschland leben. Bei dieser Zahl sind noch nicht die sog. Pra-Diabetiker,
welche Vorstufen der Erkrankung wie erhdhte NUchternglucosewerte oder
eine verschlechterte Glucosetoleranz zeigen, einberechnet. Fir das Jahr
2025 rechnet die WHO weltweit mit 330 Millionen an Diabetes mellitus
erkrankten Menschen.

Bei lange bestehendem Diabetes (10-20 Jahre) finden sich bei 40-50 Prozent
der Patienten eine klinisch manifeste Mikro- und Makroangiopathie [12]. Die
Mikroangiopathie betrifft das Kapillarsystem und ist so ursachlich fur die
diabetische Retinopathie, autonom diabetische Neuropathie, Polyneuropathie
und diffuse und noduldre Glomerulosklerose. Die Makroangiopathie ruft
Zerebral-Arteriosklerose, koronare Herzkrankheit (KHK), Hypertonie und
periphere arterielle Verschlusskrankheit hervor.

1.3.4.2 Kardiovaskuldre Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in den Industrienationen nach wie vor
die haufigste Todesursache und Behinderungsgrund dar [43, 73, 76, 119].
Laut Angaben des statistischen Bundesamtes erlag im Jahre 2004 nahezu
jeder zweite Gestorbene (45 Prozent) einer Erkrankung des
Herzkreislaufsystems [117]. Infolge von Kreislauferkrankungen starben
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insbesondere altere Menschen, 90 Prozent der Verstorbenen waren Uber 65
Jahre alt [117]. Die haufigste Todesursache bei den kardiovaskularen
Erkrankungen war die ischidamische Herzkrankheit (152.659 Sterbefélle),
gefolgt vom Myokardinfarkt (akuter und rezidivierender: 67.149 Sterbefalle)
[117]. Als Ursache dieser Erkrankungen gilt die Atherosklerose. Die
Atherosklerose ist eine inflammatorische, systemisch vorkommende
Erkrankung, die insbesondere groBe und mittelgroBe elastische sowie
muskulare Arterien betrifft [24]. Als Risikofaktoren gelten
Hyperlipoproteindmie, = Hypertonie,  Diabetes = mellitus,  Adipositas,
Bewegungsmangel und das Rauchen [12, 24, 70, 76]. Atherosklerose tritt
bevorzugt beim mannlichen Geschlecht als auch im hohen Alter auf [119].
Aus diversen Studien ist bekannt, dass das Risiko an KHK und
Atherosklerose zu erkranken, mit einem hohen LDL-Cholesterinspiegel und
einem niedrigerem HDL-Spiegel ansteigt [4, 19, 41, 42, 49, 75, 76, 116, 131].

1.3.4.3 Hypertonie

Die Hypertonie ist eine Blutdruckern6hung Gber den Normwert hinaus. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert Blutdruckwerte von systolisch
tber 160 mmHg und von diastolisch Uber 95 mmHg als hyperton. Die
Hypertonie ist in der Regel asymptomatisch, leicht erkennbar und
unkompliziert zu behandeln. Aber wenn die Hypertonie nicht behandelt wird,
fuhrt sie haufig zu letalen Komplikationen [29, 76]. Die Hypertonie begtinstigt
die Entstehung von Endothelschaden und férdert somit die Atherosklerose
[8, 12, 77, 80]. Besonders an Stellen veranderter physikalischer
Strémungsbelastung, wie zum Beispiel Koronararterien, Arteria carotis und

Arteria renalis kommt es zu endothelialen Dysfunktionen [12, 76].
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1.4 Ziel der Arbeit

Die Adipositas ist gegenwartig weltweit die haufigste nahrungsassoziierte
Erkrankung. Die rapide ansteigende Anzahl an tGbergewichtigen Menschen in
den Industrienationen fihrt zu einem deutlich erhdéhten Auftreten der
Insulinresistenz (IR). Die frihen Marker und Mechanismen der mit Adipositas

assoziierten IR sind jedoch relativ unerforscht.

Diese Dissertation beruht auf einem Mausmodell, welches eine
Untersuchung diatinduzierter Adipositas und IR erlaubt. Durch eine fettreiche
Erndhrung von Mausen Ilasst sich eine IR erzeugen. Gezielte
Untersuchungen an diesen Tieren kdnnen frihe ernahrungsbedingte
Veranderungen des Organismus aufdecken. In dieser Dissertation werden
die Fettsauremuster sowohl im Plasma, Leber- und Muskelgewebe als auch
im subkutanen und epidydimalen Fettgewebe der Mause analysiert. Neben
der Analyse des Gesamtgehaltes an veresterten und unveresterten
Fettsduren im Plasma bzw. Organ werden die Fettsduren nach Kettenlange
und Grad der Sattigung aufgetrennt. Es werden aufgrund der Synthesewege
und biologischen Funktion der jeweiligen Fettsduren die ungesattigten
Fettsduren in die Gruppe der Omega-3-, Omega-6- und Delta-9-Desaturase-
Fettsduren eingeteilt. Dadurch kénnen nicht nur Unterschiede in den
Konzentrationen oder in der prozentualen Verteilung verschiedener
Fetttsduren, sondern auch das MaB der Synthese bzw. des Stoffwechsels
von Fettsduren berlcksichtigt werden.

Durch die gezielte Analyse der Fettsduren kbénnen maogliche neue
Pathomechanismen zur Entstehung einer IR erkannt werden. Die Daten aus
dem Mausmodell kénnen moglicherweise als eine Grundlage zur
Untersuchung am Menschen genutzt werden.
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2. Materialien und Methoden

Da die praktische Arbeit im Labor darin bestand, Plasma und verschiedene
Organe von Mausen im Hinblick auf die Fettsdurezusammensetzung
aufzuarbeiten und zu analysieren, sollen in diesem Kapitel die

grundlegenden Verfahrensweisen erlautert werden.

2.1 Bestimmung der Gesamtfettsauren im Plasma
211 Materialien
2.1.1.1 Geréte und Instrumente

Es wurden die nachfolgend aufgefihrten Gerate und Instrumente

verwendet.

Gaschromatograph:

Series 11 5890 (Hewlett Packard)

- Auto-Sampler 7673A (Hewlett Packard)

- Injektor 260 °C, Injektionsvolumen 1pl; Split/Splitless, 90sec. Purge off
- Séaule:DB-225, Lange 30m, i.D 0,25mm, Filmdicke 0,25um; (Agilent)

- Flammenionisationsdetektor: 300 °C, Helium make up Gas, 30ml/min

- Tragergas: Helium, 37m/s bei 70°C, konstanter Fluss

Die Einstellungen des Gaschromatographen werden in allen Versuchen

beibehalten.

Trockenschrank:

Memmert
- Temperatur regulierbar, Automatikabschaltung
- Die Temperatur wurde fir alle Proben auf 100 Grad Celsius festgelegt
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Vortexer:

Heidolph Reax 2000

Waage:

Sartorius LA120S, 0,1mg genau

Zentrifuge:

Laboratory Centrifuges 6 K 15 (Sigma)
- Rotor Nr. 13127; 306g; 299/01 (Sigma)

Pipetten:

Gilson Pipette:
- 10-200pl

Eppendorf Pipette:
- 10-100pl

- 100-1000pl

- 500-1000pl

Labsystems Pipetti:
- 50-200pl

- nur zur Benutzung fir Acetylchlorid vorgesehen

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

Es wurden die nachfolgend aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien verwendet.

Flaschchen fir die Gaschromatographie:

Flasche R1, braun 62mm BF, Art-Nr.:301128
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mit Mikroeinsatz: G301s, 6mm WR6100, Art.-Nr.:301407 und Bdérdelkappe:
R11-1.0/HP WE6260, Art.-Nr.: 301114 (CS-Chromatographie Service GmbH)

Reagenzglaser mit hitzebestindigem Kunststoffschraubdeckel (Schott, max.

180 Grad Celsius) und Teflondichtung

- Die Kunststoffschraubdeckel werden vor jeder Benutzung zweifach mit

Ethanol und anschlieBend mit Hexan gewaschen.

Pipettenspitzen:

- Sarstedt 200pl gelb, 1000ul blau
- Gilson 5000ul farblos

2.1.1.3 Chemikalien

Tabelle 3 listet alle zur Fettsdurebestimmung im Plasma verwendeten

Chemikalien auf.

Tab. 3
| Chemikalie: Hersteller:

Acetylchlorid Fluka
BHT(2,6-di-tert-butyl-p-cresol) Fluka

Ethanol 96% Walter CMP GmbH & Co. KG
Heptadecansaure Fluka

Hexan: p.a.-Qualitat Roth

Methanol: p.a.-Qualitat Roth

Natriumcarbonat: p.a.-Qualitét Merck

Toluol: p.a.-Qualitét Merck
| Angesetzte Lésung/Chemikalie: Verhéltnis: |

BHT-Lésung

0,1M BHT in Toluol

Heptadecansdurestandard

200ug HDS auf 1ml Methanol:Toluol (4:1)

Methanol-Toluol

4:1 (V:V)

Natriumcarbonatlésung

12% / 6% Natriumcarbonat auf deion. H,0
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2.1.2 Methoden

2.1.2.1 Prinzip der Lipidderivatisierung

Um die in den Lipidklassen enthaltenen Fettsduren mit dem
Gaschromatographen messen zu kénnen, missen diese zunédchst in eine
flichtige Verbindung Uberfihrt werden. Am besten eignen sich hierflr
Methylester der Fettsauren.

Die Lipide missen daher verseift und anschlieBend in einer zweiten Reaktion
neu verestert werden. Diese Prozesse sind einzeln ausgeflhrt sehr
zeitintensiv und verlustreich [32]. Daher ist man heute zu der so genannten
,one-step“ bzw. ,direct transesterification“ Gbergegangen, bei der eine direkte
Umesterung der Lipide mit einem Alkohol (Alkoholyse) stattfindet [39, 72,
105, 107]. Die Reaktionen finden in ein und demselben Reagenzgefal statt.
In jedes ProbengefaB wird zunachst 25ul BHT-Lésung als Antioxidans
pipettiert, damit die Fettsduren sich wahrend der Umesterung nicht
verandern [23]. Die direkte Umesterung benétigt als Katalysator Saure in
Form von Acetylchlorid und lauft bei 100°C ab. (siehe 2.1.2.3). Durch die
Zugabe von Methanol:Toluol (4:1) als L&sungsmittel kbénnen die
Fettsduremethylester nach Wasserzugabe in der Toluolphase isoliert
werden, was deren Abpipettieren mdglich macht.

2.1.2.2 Prinzip der Gaschromatographie

Bei der hier angewandten Gaschromatographie wird ein Gemisch léslicher
Substanzen (Analyten) mittels einer beweglichen Phase (Helium) Uber eine
stationare Phase (Film in der Gaschromatographiesaule) bewegt und dabei
in seine Bestandteile zerlegt.

Innerhalb der Gaschromatographiesaule findet die eigentliche Trennung der

Substanzen statt. Die Saule ist eine 30 Meter lange Quarzkapillare mit einem
Innendurchmesser von 0,25 Millimeter. Die innere Oberflache des Quarzes
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ist mit einem Polymer, das sehr polare Cyanopropylgruppen und wenig
polare Trimethylgruppen zu gleichen Anteilen enthalt, beschichtet.

Die Probe wird mittels einer Mikroliterspritze durch ein selbstschlieBendes
Septum in den Injektor des Gaschromatographen eingespritzt. Der Injektor ist
auf 260°C temperiert, was zur Folge hat, dass die eingespritzte Probe
verdampft und auf die Saule gelangt. Da die verschiedenen Substanzen
innerhalb der Probe unterschiedliche Siedepunkte und Polaritdten haben,
erreichen sie nach unterschiedlicher Zeit das Ende der S&ule bzw. den
Flammenionisationsdetektor (FID). Je mehr C-Atome eine Fettsaure enthalt,
desto langer ist die Retentionszeit. Abbildung 3 stellt den Aufbau einer

Anlage zur GasflUssigkeitschromatographie schematisch dar.

Proben-
Beschickungs- injektor
einheit
Detektor

’—a—ﬂ =« Gaszufuhr

Verstar-

ker - Chromato-

graphiesdule

—— Heizofen

bl

Temperatur-
kontrolle

Schreiber/
Datensystem

Abb. 3: Anlage zur Gasflissigkeitschromatographie [98]

Aufgrund der teils sehr polaren Eigenschaften der Saule ist neben der
Auftrennung nach Kettenlange (Anzahl der C-Atome) auch eine Auftrennung
nach Anzahl der Doppelbindungen mdéglich. Fettsduren mit gleicher Anzahl
aber unterschiedlicher Lokalisation der Doppelbindungen kénnen somit auch
getrennt werden. So retinieren ®-3-Fettsduren starker als w-6-Homologe.
Jede zusatzliche Doppelbindung verlangert die Retentionszeit einer
Fettsdure. Die Retentionszeit ist von verschiedenen Faktoren abhangig,
daher ist es mdoglich, dass sich bei Verwendung anderer Saulen die
Retentionszeiten verschieben [32]. Am Flammenionisationsdetektor wird
eine durch Verbrennung von Wasserstoff und Sauerstoff erzeugte Knallgas-
Flamme durch eine DlUse geflihrt, welche gleichzeitig eine Elektrode bildet.
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Eine zweite Elektrode ist nahe der DiUsenspitze angeordnet. Die von der
Saule kommende Verbindung wird in der bis zu 400°C heien Flamme
zersetzt, wobei unter anderem Radikale, Elektronen und lonen entstehen
(siehe Abbildung 4). Die lonen erzeugen ein elektrisches Signal, welches
nach Verstéarkung registriert und gespeichert wird. Die Stromstarke bzw. das
Signal ist proportional zur Menge der lonen und so auch zur Menge der
verbrannten Substanz. Schwache Hintergrundsignale werden so umgeformt,
dass eine konstante Grund- oder Basislinie entsteht, gegen die sich die

spezifischen Signale deutlich absetzen.

Ziinder
Elek- —_| — Auslass
trode m Verstarker
{ ’ Schreiber,
Lu;t-h4: L — Daten{
2L | / system
H, —= ~— Flamme
| — Elektrode
Analyse-Gas

Abb. 4: Aufbau eines Flammenionisationsdetektors [98]

Das Auswertungsprogramm stellt das elektrische Signal grafisch in Form
eines Peak dar (siehe Abbildung 5). Die Flache des Peak ist proportional zur
Substratkonzentration. Die Darstellung des Signals erfolgt in Abhangigkeit
zur verstrichenen Zeit (Retentionszeit) seit Messungsbeginn.

30

28
26

25
24

23 37

22 h
Tl s el bl e e
SO N G 8 R 20 R T
Retentionszeit (min)

FID-Signal

Abb. 5: Gaschromatogramm [98]
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Die Quantifizierung erfolgt nach der internen Standardmethode. Anhand der
definiert zugegebenen Menge an Heptadekansaure kann die Menge der
Fettsduren errechnet werden. Alle Ergebnisse werden in einem Report
festgehalten.

Die Dauer der Analyse einer Probe mit dem Gaschromatographen ist
variabel. Sie ist vom Temperaturprogramm und von den diversen
Einstellungen des Chromatographen abhdngig [81]. Das hier verwendete
Temperaturprogramm hat eine Dauer von 56 Minuten. Alle in dieser
Doktorarbeit ermittelten Ergebnisse wurden in  Doppelbestimmung

gemessen.

2.1.2.3 Durchfiihrung

Die Plasmaproben (10ul) liegen ldealerweise in Reagenzglasern vor. In
jedes ProbengefadB wird zunachst 25ul BHT-L6sung als Antioxidans
pipettiert. Danach pipettiert man 50ul Heptadecansdurestandard (interner
Standard) in den Ansatz. Aus dem Dispenser gibt man nun 2ml Methanol-
Toluol (4:1) hinzu. Zu diesem Gemisch werden jetzt unter vorsichtigem

vortexen mit einer Pipette 200ul Acetylchlorid hinzugefiigt.

Die ProbengefaBe werden mit Kunststoffcaps dicht verschlossen und fir eine
Stunde in den auf 100 Grad Celsius vortemperierten Trockenschrank gestellt.

AnschlieBend werden die ProbengefaBe bis auf Raumtemperatur abgekinhlt.
Danach werden die Reaktionsgemische mit 2,5ml Natriumcarbonatlésung
(12 Prozent) neutralisiert. Die GefaBe werden wieder fest verschlossen und 5
Minuten bei Raumtemperatur und 3000Upm zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugieren zeichnet sich in den ProbengeféaBen eine
Phasentrennung ab. Aus der oberen Phase werden jetzt 150l in ein
Gaschromatographieflaschchen mit Insert (Einsatz) pipettiert. Das
Flaschchen wird sofort mit einer Bérdelkappe dicht verschlossen. Die Proben
kénnen nun mit dem Gaschromatographen gemessen werden oder in der

TiefkUhltruhe bei -30 bis -80 Grad Celsius gelagert werden.
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2.2 Bestimmung der Gesamtfettsauren in der Leber
2.21 Materialien
2.2.1.1 Gerate und Instrumente

Zusatzlich zu den unter 2.1.1.1 genannten Apparaturen werden folgende
Gerate und Instrumente eingesetzt:

Ultra Thurrax:

Janke & Kunkel

Inkubator:

Unitron HT Infors
- Die Proben wurden 30 Minuten bei 50 Grad Celsius und 160Upm inkubiert.

Skalpell

Pinzette

2.2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Es wurden dieselben Verbrauchsmaterialien wie unter 2.1.1.2 verwendet.
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2.2.1.3 Chemikalien

Die Chemikalien entsprechen Abschnitt 2.1.1.3. Zuséatzlich zu den in Tabelle
3 aufgefiihrten Chemikalien wurde die in Tabelle 4 aufgelistete Chemikalie

benutzt:

Tab. 4

| Angesetzte Lésung/Chemikalie: | Verhiltnis: ‘
|Ch|oroform-MethanoI |2:1 (V:V) ‘
222 Methoden

2221 Prinzipien der Homogenisierung von Geweben

Um die Fettsduren eines Organs (zum Beispiel Leber) analysieren zu
kénnen, muss man das Organ zunachst mechanisch zerkleinern. Eine solche
Maschine zur Homogenisierung von Geweben ist der Ultra Turrax von Janke
und Kunkel. Seine rotierenden Klingen zerkleinern jegliches Gewebe

mihelos.

Die chemische Isolierung der Fettsduren erreicht man mittels der Folch-
Extraktion. Das Chloroform dient als Fettléser, wahrend das Methanol die
Proteine denaturiert und somit die assoziierten Fettsauren 16st. Die Hitze des
Inkubators erhéht die Reaktionsgeschwindigkeit, die Bewegung erhéht die
Kinetik der Lésung. Zentrifugiert man ein solch hergestelltes Homogenisat,
so bildet sich am Boden des Zentrifugenglases ein ,Pellet” bestehend aus
Proteinen, darlber der Folch-Extrakt mit den freien Fettsduren.

2222 Durchfiihrung

Die Proben wurden bei -80 °C aufbewahrt. Von jeder gefrorenen Leber
werden ca. 50mg mit Hilfe des Skalpells und der Pinzette abgetrennt und in

einem Reagenzglas abgewogen. Dabei liegt das Probengefal auf
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Trockeneis, damit die Organe nicht an- oder auftauen. In jedes Probegefa3
werden 250ul BHT-Lésung als Antioxidans pipettiert. Die abgewogenen

Praparate werden auf Eis gelagert.

Zu jedem ProbengefaB werden 4ml Chloroform-Methanol Lésung hinzu
gegeben. AnschlieBend werden die Proben sechsmal fir jeweils 10
Sekunden mit dem Ultra Thurrax homogenisiert. Zwischen den Intervallen
werden die ProbengefdBe mit Eis geklhlt. Ist die Homogenisierung
abgeschlossen, werden der Schaft und die Klinge des Gerates zweimal mit
iml Chloroform-Methanol Lésung abgespullt. Die GefaBe werden dicht
verschlossen und fir 30 Minuten bei 50°C und 160Upm in den Inkubator
gestellt. AnschlieBend werden die ProbengefaBe fiur 15 Minuten bei
Raumtemperatur und 4000Upm zentrifugiert.

Fir jede Probe wird eine Dreifachbestimmung angesetzt. Dazu werden in
zuvor mit Methanol-Toluol gewaschene Reagenzgléser jeweils 100ul des
Uberstandes, 50pl Heptadekansaurestandard und 2ml Methanol-Toluol (4:1)
pipettiert. Zu diesem Gemisch werden jetzt unter vorsichtigem vortexen mit
einer Pipette 200ul Acetylchlorid hinzugeflgt. Das weitere Procedere
entspricht der Durchflhrung der Lipidderivatisierung (siehe 2.1.2.3).

Die Restmenge des Uberstandes wird fiir spatere Versuche in

Gaschromatographieflaschchen aufbewahrt und bei -30°C eingefroren.

2.3 Bestimmung der Gesamtfettsauren im Muskel

2.3.1 Materialien
Die Materialien entsprechen Abschnitt 2.2.1.

2.3.2 Methoden

Die Methoden entsprechen Abschnitt 2.2.2. Es werden ebenfalls 50mg

Muskelgewebe (Ober- und Unterschenkelmuskulatur) eingesetzt.
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24 Bestimmung der Gesamtfettsauren im subkutanen und
epidydimalen Fettgewebe

241 Materialien
Die Materialien entsprechen Abschnitt 2.2.1.

2.4.2 Methoden

Die Methoden entsprechen Abschnitt 2.2.2. Es werden ebenfalls 50mg des
jeweiligen Fettgewebes eingesetzt. Die labortechnische Arbeit dieser
Bestimmung wurde von Medizinisch-Technischen-Angestellten des Instituts

erledigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines Projektdesign

Diese Promotion erfolgte im Rahmen einer Kooperation des Biochemischen
Instituts  des  Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf  und  des
Unternehmens Eli Lilly. Das Gesamtprojekt tragt den Titel ,Von der Klinik zur
Zellbiologie — Untersuchungen zur Ubergewichts-induzierten Insulin-

resistenz”.

Die Arbeit basiert auf Experimenten an mannlichen C57Bl/6J Mausen. Fr
die Behandlung der Mause und Gewinnung der Gewebe waren die Lilly
Research Laboratories in Indianapolis (Indiana 46285) verantwortlich. Die
Blut- und Gewebeproben sind anschlieBend nach Deutschland Gberfihrt

worden.

3.1.1 Studiendesign

Bei der Mausstudie kamen drei Futterungsgruppen zum Einsatz. Jede
Gruppe umfasst 16 Mause. Die Fitterung der Tiere begann in der dritten bis
vierten Lebenswoche und dauerte 16 Wochen an.

Die erste Mausgruppe tragt die Bezeichnung ,Kontrollgruppe®. Diese
Mausgruppe wurde mit Standardfutter ernahrt (siehe 3.2). Die zweite
Mausgruppe tragt die Bezeichnung ,DIO* (Abklrzung fir ,Diet induced
obesity“, also ,Nahrungsbedingt induzierte Fettleibigkeit”). Diese Mause
wurden mit einer fettreichen Nahrung geflttert (siehe 3.2). Die dritte
Mausgruppe tragt die Bezeichnung ,HFD1“ (Abkurzung fir ,High fat diet one
week®, also ,Fettreiche Nahrung fur eine Woche®). Diese Mausgruppe erhielt
fir 15 Wochen Standardfutter, anschlieBend eine Woche lang dieselbe
fettreiche Nahrung, welche die DIO-M&use erhalten haben. Nach dieser
einwdchigen, fettreichen Erndhrungsphase fand wie bei allen Gruppen die
Organentnahme statt. Die Halfte der Mause jeder Gruppe erhielt 16 Stunden
vor der Organentnahme, das heift am Vortag die letzte Nahrung. Diese
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Méause haben somit fir 16 Stunden vor der Organentnahme gefastet
(Bezeichnung dieses Parameters: ,Nichtern). Die andere Halfte der Mause,
inklusive der Kontrollgruppe, erhielt nach dieser 16stliindigen Fastenzeit
Zugang zur fettreichen Nahrung (Bezeichnung dieses Parameters:
,Postprandial). Die Organentnahme fand dann erst um 12:00 desselben
Tages statt, die Mause hatten somit Uber einen Zeitraum von vier Stunden
Zugang zu Futter. Die Mause wurden mittels Isofluran anédsthesiert, das
Plasma wurde mittels Herzpunktion aus dem rechten Herzventrikel
entnommen. Die verschiedenen Gewebe wurden nach Perfusion préapariert

und bei -80 Grad Celsius getrennt eingefroren.

Insgesamt umfasst die Studie nun sechs unterschiedlich behandelte

Mausgruppen, wie in Abbildung 6 dargestellt.
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"Kontrollgruppe" "HFD1" "DIO"
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+
Fettreiche Nahrung
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(n=8) (n=8)
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16:00 Nahrungsentzug
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v
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Abb. 6: Studiendesign
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Die 48 Mause wurden systematisch auf 12 Kafige aufgeteilt. Es befanden

sich jeweils vier Mause gleicher Gruppierung in einem K&fig.

3.2

Nahrungsbestandteile der Diaten

Als Standardfutter (,Chow Diet“) wurde ,Purina 5001“ (LabDiet) in Form von
Pellets verwendet. Als fettreiche Nahrung (,HFD“) wurde ,Bio-Serv’s Diet
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#F3282“ (Rodent) gegeben, ebenfalls in Form von Pellets. Tabelle 5 stellt die
Bestandteile als auch die Fettsdurezusammensetzung des Standardfutters
und der fettreichen Nahrung dar. Der hohe Fettgehalt und die Unterschiede
in der Fettsdurezusammensetzung der fettreichen Nahrung sind eindeutig
erkennbar.

37



Ergebnisse

Tab. 5: Vergleich ,Purina 5001“ (LabDiet) mit ,Bio-Serv’s Diet #F3282" (Rodent),

n.n. = nicht nachweisbar

Nahrungsbestandteile

Standardfutter (Purina 5001)

Bereitgestellte Kalorien aus: %
Protein 28,049
Total 100

Fettreiche Nahrung (Bio-Serv’s Diet #F3282)

Bereitgestellte Kalorien aus: % kcal/gm

Protein 16,16 0,854
3,138
1,294

Total 100 5,286

Fettsaurezusammensetzung der Tierdidten

Standardfutter Fettreiche Nahrung

Purina 5001 BIO-Serv’s Diet Quotient fettreicher zu
[ng/mg] #F3282 [ug/mg] fettarmer Nahrung

C10 Caprinsaure 0,11 0,23 2
C12 Laurylsaure 0,47 0,24 0,5
C14 Myristinséaure 0,45 3,42 8
C14:1 Myristolsaure 0,03 0,08 3
C16 Palmitinsaure 3,90 54,72 14
C16:1 Palmitdlsaure 0,10 4,91 49
C18 Stearinsaure 2,23 27,94 13
C18:1 Olsaure 10,38 95,64 9
C18:1 Vaccinséaure 0,26 7,32 28
C18:2 Linolsaure 25,01 41,23 1,6
C18:3 g-Linolensaure 0,01 0,10 10
C18:3 a-Linolensdure 0,02 0,01 0,7
C20 Arachinsdure 0,13 0,49 4
C20:1 Eicosaensaure 0,08 1,93 24
C20:4 Arachidonsaure 0,03 0,55 18
C20:5 Eicosapentaenséaure 0,32 0,31 1
C22 Behensaure 0,24 0,03 0,1
C24 Lignoceronsaure 0,15 0,15 1
C22:6 Docosahexaenséaure n.n. 0,05 -
Summe Fettsauren [ug/mg] 43,92 239,36 5
Verhaltniss ®-6- zu w-3-FS 74:1 110:1
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3.3 Charakterisierung der Mause zum Zeitpunkt der

Organentnahme

Bevor die Organentnahme stattgefunden hat, wurde das Gewicht der Mause
ermittelt. Hohere Gewichte weisen auf Fettleibigkeit hin. Bei der Praparation
der Beinmuskulatur zwecks Muskelgewebeentnahme fiel auf, dass diese bei
den DIO-Mausen mehr muskelassoziiertes Fettgewebe besal3 als die der
Kontrollgruppe und HFD1-Mause.

In Tabelle 6 finden sich die mittleren Gewichte mit Standardfehler der

Mausgruppen vor.

Tab. 6: Mittleres Gewicht der Mause mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. T-Test HFD1
0. DIO gegen Kontrollgruppe: ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: b = p<0,001.

Mausgruppe Mittleres Gewicht + SF [g]
Kontroligruppe + Niichtern 230 t 05
HFD1 + Niichtern 270 t 07 *
DIO + Niichtern 449 + 07 *°
245 t 07
305 + 10*
453 + 06 *°

Aus den ermittelten Daten geht hervor, dass alle DIO-Mause wesentlich
fettleibiger als die Kontrollgruppe und HFD1-Mause sind. Bemerkenswert ist
jedoch auch das signifikant erhdhte Gewicht der HFD1-M&use gegenulber
der Kontrollgruppe. Die fettreiche Ernahrung Uber einen Zeitraum von einer
Woche hat somit eine Gewichtszunahme bewirkt. Eine graphische
Darstellung der Tabelle 6 ist in der nachfolgenden Abbildung 7 vorzufinden.
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Abb. 7: Mittleres Gewicht der Mause mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. ** = p<0,001.

34 Plasmainsulin- und Plasmaglucosespiegel der Mause zum
Zeitpunkt der Organentnahme

Zur Bestimmung des metabolischen Zustandes der Mause wurden die
Insulin- und Glucosespiegel in den Lilly Research Laboratories und
Cholesterin- und Triglyceridspiegel im Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie Il (UKE) ermittelt. Abbildung 8 und 9 stellen die
gemessenen Werte dar.
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Abb. 8: Insulin- [pM] und Glucoseplasmaspiegel [mg/dl] der Mause. Mittelwerte mit

Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. KG = Kontrollgruppe; N = Niichtern; P = Postprandial. *
= p<0,05; ** = p<0,001. A = Mann Whitney U-Test (0,0011)

In der Abbildung 8 sind auf der linken Seite die Insulinwerte dargestellt. Bei
sieben von acht Kontrolltieren der Nichtern-Messung lagen die ermittelten
Insulinplasmaspiegel unter der Nachweisgrenze von 56 pM. Nach
Ausfihrung eines Mann Whitney U-Test zeigt sich der Unterschied zwischen
den Insulinplasmaspiegeln der Kontrollgruppe und HFD1-Mause der
Nuchtern-Messung als signifikant (0,0011). Die DIO-Mause haben verglichen
mit den beiden anderen Nulchtern-Messungen (Kontrollgruppe und HFD1)
einen signifikant erhéhten Insulinplasmaspiegel. Die Postprandial-
Messungen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, was an der
hohen Streuung der Messdaten liegt. Auf der rechten Seite des Diagrammes
sind die Glucosewerte abbgebildet. Auch hier liegen die
Glucoseplasmaspiegel der DIO-Mause der Nichtern-Messung signifikant
niedriger als bei den anderen beiden Nichtern-Messgruppen. Die
Glucosekonzentration der Kontrollgruppe der Postprandial-Messung ist
signifikant niedriger als die der anderen Postprandial-Messungen.
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Abb. 9: Cholesterin- [mg/dI] und Triglyceridplasmaspiegel [mg/dl] der Mause. Mittelwerte mit
Standardfehler. KG = Kontrollgruppe; N = Nlchtern; P = Postprandial. T-Test HFD1 o. DIO
gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? = p<0,05; ° =
p<0,001.

Abbildung 9 stellt die Cholesterin- und Triglyceridkonzentration im
Blutplasma der Mause dar. Je mehr fettreiche Nahrung die M&use erhalten,
desto hyperlipdamischer werden sie. So ist der Cholesterin- und
Triglyceridgehalt im Blutplasma aller HFD1-M&use signifikant hdher als bei
den Kontrolltieren, aber auch signifikant niedriger als bei den DIO-M&usen.

3.5 Fettsaurebestimmung

In  den nachfolgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der
gaschromatographischen Analyse der verschiedenen Organe dargestellt und
beschrieben. Obwohl jede der sechs Gruppen urspriinglich acht Mause
beinhaltet, konnte bei der Gewinnung der Proben aus unterschiedlichen

Grinden nicht immer die volle Anzahl verwendet werden.

Zusatzlich ist zu erwahnen, dass Ergebnisse bezlglich der Postprandial-
Messung nur im Plasma erzielt wurden und eingehen. Alle folgenden

Ergebnisse beziehen sich auf die drei Mausgruppen der Nichtern-Messung,
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eine Unterscheidung in Nichtern und Postprandial entfallt somit ab Abschnitt
3.5.1.2. Einige der Abbildung sind mit zwei y-Achsen versehen. Die linke y-
Achse ist immer fir die héher konzentrierten, die rechte y-Achse immer fir
die niedriger konzentrierten Fettsauren bestimmt.

3.5.1 Plasma

Das Plasma ist ein notwendiges Transportmedium fir Fettsduren. Durch den
Blutkreislauf stehen verschiedenste Organe und Gewebe in unmittelbaren
Kontakt. Fettsauren kénnen so zum Beispiel von der Leber ins Fettgewebe
transportiert werden. Die Analyse des Plasmas ergibt ein momentanes Bild
der Fettsaurestoffwechsellage der Maus und ist daher in Zusammenhang mit
den Analysen aus den restlichen Geweben zu betrachten.

3.5.1.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren
im Plasma der Mause

Um einen Uberblick tber den Gesamtgehalt an unveresterten und
veresterten Fettsauren im Plasma zu erhalten, wurde das nach Herzpunktion
enthommene Blutplasma analysiert. Zu den unveresterten Gesamtfettsauren
im Plasma zahlen die freien Fettsauren, welche Uberwiegend an Albumin
gebunden sind. Veresterte Fettsduren sind sowohl in Lipoproteinen als
Bestandteile von Membranlipiden (Phospho- und Sphingolipide), als auch in
Triacylglycerol- und Cholesterolestern vorzufinden. Die Ergebnisse in
Abbildung 10 werden in absoluten Konzentrationen (ug/ml) dargestellt.
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Abb. 10: Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Plasma der Mause.
Mittelwerte mit Standardfehler. * = p<0,05; ** = p<0,001.

Sowohl bei der Nlchtern- als auch bei der Postprandial-Messung ist eine mit
fettreicher Erndhrung assoziierte Zunahme des Gesamtgehaltes an
Fettsduren im Plasma zu beobachten. So nimmt der Gesamtgehalt im
Plasma von den Kontrolltieren zu den DIO-Mausen hin erkennbar zu.
Lediglich die Kontrollgruppe und die HFD1-Mause der Postprandial-Messung
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0,35). Dies hat
wahrscheinlich seine Ursache in der geringen Anzahl an Kontrolltieren und
der Streuung der Messwerte. Insgesamt findet sich eine Ubereinstimmung
zwischen den erhdhten Plasmagesamtfettsduren und den mit fettreicher
Nahrung verbundenen ansteigenden Triglyceridplasmawerten (siehe
Abbildung 9).

3.5.1.2 Muster der Omega-3-Fettséduren (a-Linolen-,
Eicosapentaen- und Docosahexaenséure) im Plasma der
Méuse

Nachdem Abbildung 10 einen Uberblick iber den Gesamtgehalt an
Fettsduren im Plasma gegeben hat, wird in den folgenden Abbildungen auf
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das Fettsduremuster im Plasma eingegangen. So ist in Abbildung 11 das
Muster der Omega-3-Fettsduren dargestellt. Der DHS ist die linke y-Achse,
der in geringerer Konzentration vorkommenden a-LS und EPS ist die rechte

y-Achse zugeordnet.
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6,0

5,0

Prozent

4,0 4

3,0

Alpha-Linolensaure Eicosapentaensaure Docosahexaensaure (linke y-Achse)
Fettsaure
B Kontrollgruppe, hoch konz. FS (n=4) B HFD1, hoch konz. FS (n=8) B DIO, hoch konz. FS (n=8)
B Kontrollgruppe, niedrig konz. FS (n=4) B HFD1, niedrig konz. FS (n=8) B DIO, niedrig konz. FS (n=8)

Abb. 11: Prozentuales Muster der o-3-Fettsduren (a-Linolen-, Eicosapentaen- und
Docosahexaensdure) im Plasma der Mause. Mittelwerte mit Standardfehler. Konz. =
konzentriert, FS = Fettsduren. * = p<0,05; ** = p<0,001.

Bei der a-LS und EPS ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen den
Mausen, eine Verringerung zur DIO-Gruppe hin ist zu beobachten. Einzig
allein der Unterschied zwischen dem «a-Linolensduregehalt der
Kontrollgruppe und HFD1-M&use ist nicht signifikant. Betrachtet man den
DHS-Anteil im Plasma der DIO-Mause, so fallt auf das dieser zu den
Kontrolltieren und HFD1-Mausen signifikant erhéht ist. Die HFD1-Mause
haben den niedrigsten Gehalt an DHS.
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3.5.1.3 Muster der Omega-6-Fettsduren (Linol-, jLinolen- und

Arachidonsédure) im Plasma der Méduse

Abbildung 12 stellt das Muster der Omega-6-Fettsduren im Plasma der
Mause dar. Die Linol- und AS sind in hoher Konzentration im Plasma
vorhanden. Die y-Linolensdure ist prozentual niedriger vertreten, ihr ist die
rechte y-Achse zugeordnet. Wie in Kapitel 1.2.4.2 beschrieben, kénnen die -

Linolen- und AS durch Desaturaseaktivitat aus der LS entstehen.

40,0 0.6

30,0

20,0 q

Prozent

10,0

0,0 +

Linolsaure Gamma-Linolenséure (rechte y-Achse) Arachidonsaure

Fettsédure
B Kontrollgruppe, hoch konz. FS (n=4) B HFD1, hoch konz. FS (n=8) BDIO, hoch konz. FS (n=8)
@ Kontrollgruppe. niedrig konz. FS (n=4) BHFD1. niedrig konz. FS (n=8) B DIO. niedrig konz. FS (n=8

Abb. 12: Prozentuales Muster der ®-6-Fettsduren (Linol-, +v-Linolensdure und
Arachidonsdure) im Plasma der Mause. Mittelwerte mit Standardfehler. * = p<0,05; ** =
p<0,001.

Der prozentuale Anteil an LS im Plasma der DIO-Mause ist signifikant
niedriger als in den beiden anderen Mausgruppen. Umgekehrt verhalt es sich
mit dem prozentualen Anteil an AS im Plasma der DIO-M&use. Dieser ist
signifikant héher als in den Kontrolltieren und HFD1-Mausen. Zusétzlich ist
der prozentuale AS-Anteil in den HFD1-Mé&usen signifikant héher als in der
Kontrollgruppe. Die y-Linolensdure kommt insbesondere im Plasma der
HFD1-Mause vor.
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3.5.1.4 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Plasma der

Mause

Auf die Aktivitdt der Delta-9-Desaturase wurde bereits in Kapitel 1.2.4.2
eingegangen. Aus gesattigten Fettsduren entstehen unter Einwirkung der
Delta-9-Desaturase unter anderem die in Abbildung 13 dargestellten
Fettsduren. Diese nehmen ebenfalls einen groBen Anteill am
Gesamtfettsaurepool ein. Der Ol- und Palmitdlsdure ist die linke y-Achse,
den restlichen Fettsauren die rechte y-Achse zugeordnet. Die prozentuale
Verteilung der gesattigten Fettsduren im Plasma kann aus Tabelle 8 und 10

(siehe Anhang) entnommen werden.

Olsaure Palmitélsaure Vaccinsaure Myristolsaire Eicosaenséure

Fettsaure
@ Kontrollgruppe, hoch konz. FS (n=4) B HFD1, hoch konz. FS (n=8) B DIO, hoch konz. FS (n=8)
@ Kontrollgruppe, niedrig konz. FS (n=4) @HFD1, niedrig konz. FS (n=8) B DIO. niedrig konz. FS (n=8

Abb. 13: Prozentuales Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Plasma der M&use.
Mittelwerte mit Standardfehler. Konz. = konzentriert, FS = Fettsduren. * = p<0,05; ** =
p<0,001T-Test HFD1- o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO
gegen HFD1: @ = p<0,05; ° = p<0,001.

Der Ols&ureanteil im Plasma der DIO-M&use ist im Gegensatz zum Anteil im

Plasma der Kontrollgruppe signifikant verringert. Gleiches gilt fir die
Palmitdlsdure, wobei sich im Gegensatz zur Olsdure die Unterschiede
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zwischen den Kontrolltieren und HFD1-Mausen als auch zwischen den
HFD1- und DIO-M&ausen als signifikant erweisen.

Signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den DIO-Mausen
ergeben sich auch bei der Vaccin-, Myristdl- und Eicosaensaure. Der Anteil
dieser Sauren ist im Plasma der DIO-M&use ebenfalls geringer, wie zuvor bei
der Ol- und Palmitdlsdure beschrieben. Die Anteile dieser drei Fettséuren
sind im Plasma der HFD1-Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren
signifikant niedriger.

3.5.2 Lebern

3.5.2.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren
im Lebergewebe der Mduse

Neben dem Plasma wurden auch die Lebern auf ihre
Fettsdurezusammensetzung hin untersucht. Die unveresterten Fettsauren
der Leber sind an Fettsdure-bindende Proteine oder Membranen gebunden.
Veresterte  Fettsduren sind in  Plasmamembranen, intrazellularen
Membransystemen und neugebildeten Lipoproteinen vorzufinden. Als
gréBtes Stoffwechselorgan verrichtet die Leber wichtige Funktionen innerhalb
des Fettstoffwechsels. Es stellt sich die Frage, wie sich die
Fettsaurezusammensetzung im Lebergewebe bei unterschiedlich fettreicher
Nahrung verdndert. Abbildung 14 gibt zundchst einen Uberblick (iber den
Gesamtgehalt an Fettsduren im Lebergewebe.
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Abb. 14: Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Lebergewebe der
Mause. Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. * = p<0,05; ** = p<0,001.

Die ermittelten Daten ergeben einen stark verminderten Gehalt an
Gesamtfettsguren im Lebergewebe der HFD1-Mause, welcher sogar unter
dem der Kontrollgruppe liegt. Die DIO Mause haben den héchsten Gehalt an
Gesamtfettsduren im Lebergewebe.

3.5.2.2 Muster der Omega-3-Fettséduren (a-Linolen-, Eicosa-
pentaen- und Docosahexaenséaure) im Lebergewebe der
Méuse

Auch fur die Leber wurde das Muster der Omega-3-Fettsauren ermittelt. Ein
Vergleich zu Abbildung 11, die das Muster dieser Fettsduren im Plasma
darstellt, ist méglich. Der DHS ist die linke y-Achse, der in geringerer
Konzentration vorkommenden o-LS- und EPS ist die rechte y-Achse

zugeordnet.
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Abb. 15: Prozentuales Muster der ®-3-Fettsduren (a-Linolen-, Eicosapentaen- und
Docosahexaensaure) im Lebergewebe der Mause. Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe
8 Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsauren. * = p<0,05; ** = p<0,001.

Der prozentuale Anteil an a-LS und EPS im Lebergewebe der Mause nimmt
mit zunehmendem Fettgehalt der Nahrung ab. Betrachtet man den DHS-
Anteil im Lebergewebe der DIO-Mause, so fallt auf, dass dieser im Vergleich
zu den Kontrolltieren und HFD1-M&usen signifikant niedriger ist. Der Anteil
an DHS in den Lebern der Kontrollgruppe und HFD1-Mause unterscheidet

sich dagegen nicht voneinander.

3.5.2.3 Muster der Omega-6-Fettsduren (Linol-, jLinolen- und

Arachidonséure) im Lebergewebe der Mduse

In Abbildung 12 wurde der hohe Anteil an Omega-6-Fettsduren im Plasma
der Mause dargestellt. Nach Untersuchung des Lebergewebes hat sich
herausgestellt, dass der prozentuale Anteil an Omega-6-Fettsduren in
diesem Organ ebenfalls sehr hoch ist. Die Unterschiede im LS- und AS-
Anteil zwischen den einzelnen Mausgruppen stellen sich jedoch wie in

Abbildung 16 dargestellt anders als im Plasma dar.
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Abb. 16: Prozentuales Muster der o-6-Fettsduren (Linol-, Gamma-Linolen- und
Arachidonsaure) im Lebergewebe der Mause. Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe 8

Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsduren. * = p<0,05; ** = p<0,001.

Waéhrend sich der Gehalt an LS im Lebergewebe der Kontrollgruppe und
HFD1-Mause nicht signifikant voneinander unterscheidet (p=0,061), ist der
Anteil an LS im Lebergewebe der DIO-Méause im Vergleich zu den beiden
anderen Mausgruppen signifikant niedriger. Betrachtet man die AS, so fallt
der hohe Anteil an AS im Lebergewebe der HFD1-Mause auf. Es gibt keinen
signifikanten Unterschied zwischen dem Anteil an AS in den Lebern der
Kontrolltiere und DIO-Mause. Die y-Linolensaure kommt insbesondere im
Lebergewebe der HFD1-Mause in einem héheren Anteil vor, was mit den

Plasmawerten Ubereinstimmt.

3.5.2.4 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Lebergewebe
der Mduse

Gegenstand der Abbildung 17 ist das Muster der Delta-9-Desaturase-Familie
im Lebergewebe. Der Ol- und Palmitdlsdure ist die linke y-Achse, den
restlichen Fettsduren die rechte y-Achse zugeordnet. Wie in Kapitel 3.5.1.4
besprochen, bilden die gesattigten Fettsduren die Vorstufen fir die Synthese

der einfach ungesattigten Fettsduren. So entstehen zum Beispiel die Olsaure
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aus der Stearinsaure und die Palmitélsdure aus der Palmitinsaure. Eine
Ubersicht Giber die geséttigten Fettsauren im Lebergewebe der Mause ist in
Abbildung 22 vorzufinden.
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Fettséaure
B Kontrollgruppe, hoch konz. FS BHFD1, hoch konz. FS BDIO, hoch konz. FS
@ Kontrollgruppe. niedrig konz. FS @ HFD1, niedrig konz. FS @ DIO. niedrig konz. FS

Abb. 17: Prozentuales Muster der Delta-9-Desaturase-Familie im Lebergewebe der Mause.
Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsauren. *
= p<0,05; ** = p<0,001.

Der Olséureanteil im Lebergewebe der DIO-M&use ist im Vergleich zum
Anteil in den Kontrolltieren und HFD1-Mausen signifikant vergréBert. Der
Olsauregehalt in den Lebern der HFD1-Mé&use ist signifikant niedriger als der
der Kontrolltiere und DIO-Mause. Dieses Bild stimmt nicht mit den ermittelten
Olsaureanteilen im Plasma iiberein, da die DIO-Mause den geringsten Anteil
an Olsdure im Plasma haben (siehe Abbildung 13). Der Anteil an
Palmitdlsdure im Lebergewebe nimmt mit fettreicher Nahrung ab. Diese
Beobachtung stimmt mit den Plasmawerten Uberein. Der Anteil an Vaccin-
und Eisosaensaure verhalt sich analog zur Ols&ure.
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3.53 Subkutanes und epidydimales Fettgewebe

3.5.3.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettséduren
im subkutanen- und epidydimalen Fettgewebe der Méduse

Das subkutane und epidydimale Fettgewebe war ebenfalls Bestandteil der
Fettsdureanalyse, was aufgrund seiner Funktion als Fettspeicher nahe liegt.
Die Zusammensetzung der unveresterten und veresterten Fettsduren
unterscheidet sich von der Leber nur in der fehlenden Synthese und damit
verminderten Vorkommen von Lipoproteinen. In der folgenden Abbildung 18
ist der Gesamtgehalt an Fettsduren im subkutanen und epidydimalen
Fettgewebe der Mause dargestellt.

1000 =
l l

[ng/mg]

Kontrollgruppe HFD1 (n=7) DIO (n=7) Mausgruppe  Kontroligruppe HFD1 (n=6) DIO (n=5)
(n=6) | (n=5)
L L

J
Subkutanes Fett Epidydimales Fett

Abb. 18: Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im subkutanen und
epidydimalen Fettgewebe der M&use. Mittelwerte mit Standardfehler. * = p<0,05; ** =
p<0,001.

Aus den Messungen geht eindeutig ein stark erhdhter Gesamtgehalt an

Fettsduren im subkutanen Fettgewebe der HFD1- und DIO-Mause hervor.

Diese Unterschiede sind beim epidydimalen Fettgewebe nicht zu erkennen,
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die Konzentration an Gesamtfettsduren pro Milligramm ist bei allen

Mausgruppen gleich hoch.

3.5.3.2 Muster verschiedener Fettsauren im  subkutanen
Fettgewebe der Mduse

Gegenstand der Abbildung 19 ist eine Auswahl an ungesattigten Fettsauren.
Der Ol- und LS ist die linke y-Achse, den restlichen Fettsauren die rechte y-
Achse zugeordnet.
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Abb. 19: Prozentuales Fettsduremuster im subkutanen Fettgewebe der Mause. Mittelwerte
mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsauren. * = p<0,05; **
= p<0,001.

Der Anteil an OI- und LS im subkutanen Fettgewebe ist sehr hoch. Bei den
DIO-Mausen ist der Anteil an beiden Fettsauren in Relation zu den anderen
Mausgruppen signifikant erhéht. Die HFD1-Mause haben einen geringfligig
niedrigeren Olsaureanteil (p=0,024) als die Kontrolltiere. Der Anteil an LS ist
gleich hoch (p=0,788).
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Im Gegensatz zu den anderen Organen sind die a-LS, DHS und AS
prozentual weniger stark vertreten. Es wird durch die Abbildung der Eindruck
erweckt, dass diese drei Fettsduren bei den DIO-M&usen im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant niedriger sind. Dies trifft jedoch nur fiir die DHS,
nicht jedoch flr die o-LS (p=0,06) und AS (p=0,093) zu. Als Ursache ist hier
die Streuung der Messwerte anzunehmen. Eindeutig sind die Unterschiede
zwischen den HFD1- und DIO-M&ausen. Alle drei Fettsduren sind bei den
DIO-Méausen signifikant reduziert. Aufféllig ist auch der im Vergleich zu den
Kontrolltieren erhdhte a-LS- und niedrige DHS-Anteil der HFD1-M&use.

354 Muskelgewebe

3.5.4.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren
im Muskelgewebe der Mduse

Auch das Muskelgewebe wurde auf seine Fettsdurezusammensetzung hin
analysiert.
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Abb. 20: Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsduren im Muskelgewebe der
Mause. Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe 8 M&use. * = p<0,05.
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Im Gegensatz zum Fettgewebe handelt es sich jedoch nicht vorrangig um ein
Gewebe der Fettspeicherung. Aufgrund der schwierigen Verarbeitung und
der unterschiedlichen Beschaffenheit des Muskelgewebes liegt eine starke
Streuung der Messwerte vor. So unterscheiden sich bezlglich des
Gesamtgehaltes an Fettsauren im Muskelgewebe lediglich die DIO-Méause
von der Kontrollgruppe signifikant voneinander.

3.5.4.2 Fettsduremuster im Muskelgewebe der Mause

Abbildung 21 stellt die prozentuale Verteilung der Ol- und Linolsdure neben
der Verteilung der Omega-3- und Omega-6-Fettsauren dar. Der Ol-, Linol-,
Arachidon- und Docosahexaenséaure ist die linke y-Achse, den restlichen
Fettsduren die rechte y-Achse zugeordnet.
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Abb. 21: Prozentuales Fettsduremuster in den Muskeln der Mause. Mittelwerte mit
Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsauren. * = p<0,05; ** =
p<0,001.

Die Muskeln der DIO-Mause weisen einen héheren Ol- und LS-Anteil als die
Mause der Kontrollgruppe auf. Die Eicosapentaensaure ist in einem héheren
Gehalt in den Muskeln der Kontrolltiere nachzuweisen, wobei die Werte sehr

56



Ergebnisse

stark streuen. Bei den restlichen Fettsduren sind keine signifikanten
Unterschiede ermittelt worden.

3.55 Gesittigte Fettsauren

Die prozentuale Verteilung der gesattigten Fettsduren ahnelt sich in allen
Geweben bzw. im Plasma. So sind beispielsweise die Palmitin- und
Stearinsdure im Plasma der Nichtern-Messung im Vergleich zum Plasma
der Postprandial-Messung in niedrigerer Konzentration vertreten, prozentual
gesehen ergeben sich jedoch keine Unterschiede (siehe Tabelle 7-10). Vor
allem im Lebergewebe sind die gesattigten Fettsduren prozentual stark
vertreten. Die folgende Abbildung stellt die prozentuale Verteilung der
gesattigten Fettsduren im Lebergewebe dar, der Palmitin- und Stearinsaure
ist die linke y-Achse, den restlichen Fettsduren die rechte y-Achse

zugeordnet.
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Abb. 22: Prozentuales Muster der gesattigten Fettsduren im Lebergewebe der M&use.
Mittelwerte mit Standardfehler, je Gruppe 8 Mause. Konz. = konzentriert, FS = Fettsduren. T-
Test HFD1- o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen
HFD1: ® = p<0,05; ® = p<0,001.
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Wahrend bei den DIO-Mausen im Vergleich zu der Kontrollgruppe einige
Fettsduren wie die Palmtin- und Arachinsdure zunehmen, nehmen alle
anderen Fettsduren bis auf die Hexacosansaure (p=0,122) signifikant ab. Die
Fettsdureanteile der HFD1-M&use sind bis auf die Lauryl- (p=0,009) und
Myristinsaure (p=0,016) signifikant héher als bei der Kontrollgruppe oder
zumindest gleich stark vertreten. Aufféllig ist auch ein prozentualer Anstieg
der Stearinsaure im Lebergewebe der HFD-1-M&use. Dieser Anstieg ist auch
im epidydimalen Fettgewebe der HFD1-Mause gemessen worden (siehe
Tabelle 15). Interessanterweise ist der prozentuale Anteil an Stearinsaure in
den Muskelgeweben aller drei Mausgruppen im Vergleich zu den anderen
Organen am héchsten. Unterschiede zwischen den Mausgruppen haben sich

dabei nicht ergeben.
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4. Diskussion

4.1 Methodendiskussion der Lipidextraktion und
gaschromatographischen Fettsaurebestimmung

In der Literatur wurde die Methode der Lipidextraktion anhand Geweben wie
der Leber, des Muskels und des Gehirns entwickelt [35, 36, 108]. Die
Methode ist technisch sehr gut umsetzbar und gilt als valide. Probleme
kénnen sich, wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, bei inhomogenen Geweben
ergeben.

Die gaschromatographische Fettsdurebestimmung ist durch die Nutzung
eines internen Standards sehr zuverlassig. Beim internen Standard handelt
es sich um eine festgelegte Menge an Heptadekansaure, die mindestens
einmal vor und einmal nach jeder Sequenz in den Injektor des
Gaschromatographen eingespritzt wird. Durch die Verbrennung der
Heptadekansaure entsteht eine gleich bleibende Referenz flir alle anderen
Fettsauren. Der interne Standard sorgt somit fir eine Qualitatssicherung aller
Schritte, da zum Beispiel ein Teilverlust der Probe den internen Standard

gleichermafen betrifft.

Problematisch kann lediglich der Nachweis der in geringen Konzentrationen
vertretenen Fettsduren sein, da ihre Signale sehr schwach sind und damit
kein eindeutiger Peak erscheint. Die Peaks (siehe Kapitel 2.1.2.2. Abbildung
6) sehen dann vielmehr higelférmig aus und sind in dieser Form fir den
Computer oftmals nicht auswertbar. Sie missen manuell integriert werden,
was nicht immer reproduzierbar ist. Eine Uberlagerung von Peaks kann
ebenfalls vorkommen, was aber bei den in dieser Arbeit untersuchten

Fettsauren nicht zum Problem wurde.

4.2 Diaten zur Futterung der Mause

Als Standardfutter (,Chow Diet*) wurde ,Purina 5001“ (LabDiet) in Form von
Pellets verwendet. Diese Diat wurde im Jahre 1942 speziell flir Nagetiere
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entwickelt und gilt als Vorreiter der labortechnisch genutzten Nagerdiaten.
Als fettreiche Nahrung (,HFD*) wurde ,Bio-Serv’s Diet #F3282“ (Rodent)
gegeben, ebenfalls in Form von Pellets. Auch dieses Nahrungsmittel ist
anerkannt und wird in vielen Studien zur Fitterung von Nagern verwendet
[123].

4.3 Charakterisierung der Mause

Die DIO-M&use wurden Uber einen langen Zeitraum mit einer fettreichen
Nahrung gefittert. Daraus resultierte eine massive Gewichtszunahme. So fiel
zum Beispiel bei der Praparation des Muskelgewebes auf, dass die DIO-
Mause mehr muskelassoziiertes Fettgewebe besaBen als die Mause der
anderen Gruppen. Diese Beobachtungen stimmen sowohl mit Studien an
Menschen als auch an C57BL/6J-Mausen Uberein. Ein Anstieg der Insulin-,
Cholesterin- und Trigylceridwerte wird ebenfalls berichtet [5, 74, 93, 94]. Eine
fettreiche Erndhrung kann somit zu einer exzessiven Speicherung von
Fettsduren im Fettspeichergewebe, aber auch in anderen Geweben wie der
Leber und dem Muskel fihren und ist haufig mit der Entstehung von IR

assoziiert [103].

4.4 Plasma und Lebern der Mause

441 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsauren
im Plasma der Mause

Die Futterung der Mause mit einer fettreichen Diat geht mit einer Zunahme
des Fettgewebes und Veranderung des Fettsauremusters einher. Wie nicht
anders erwartet, nimmt auch der Gesamtgehalt an Fettsduren im Plasma der
Kontrollgruppe Uber die HFD1- zu den DIO-Mausen durch die fettreiche
Nahrung zu (siehe Abbildung 10). Dies betrifft sowohl die Nlchtern- als auch
die Postprandial-Messung. Der hdhere Gehalt an Gesamtfettsduren im
Plasma der Postprandial-Messung gegentiber der NUchtern-Messung ist
dadurch zu erklaren, dass die Mause der Postprandial-Messung fur vier
Stunden vor der Blut- und Organentnahme freien Zugang zur Nahrung

60



Diskussion

erhalten haben (siehe 3.1.1). Mit der Nahrung aufgenommene Fettsauren
gelangen erstmals ca. 1-2 Stunden nach Nahrungsaufnahme Uber den Influx
von Chylomikronen in das systemische Blut. Kurzkettige Fettsauren
gelangen Albumin-gebunden direkt von der Intestinalzelle in das Portalblut
und stehen den Geweben als Energiequelle zur Verfigung [9, 75].

Die Zunahme der Gesamtfettsduren im Plasma der HFD1-Mause im
Vergleich zu den Kontrolltieren (NUchtern- und Postprandial-Messung) ist
eher auf die exogene Fettsdurezufuhr als auf eine endogene
Fettsduresynthese zurlickzufihren. Es kommt bei den HFD1-Mausen der
Nuchtern-Messung im Vergleich zur Kontrollgruppe zwar zu einem
signifikanten Anstieg des Insulinspiegels im Plasma (siehe Abbildung 8), was
die de novo Synthese von Fettsduren durch die Fettsduresynthase im Fett-
und Lebergewebe erhéhen kann [75, 101, 124], gleichzeitig ist jedoch
bekannt, dass eine fettreiche Erndhrung die de novo Synthese mehrfach
ungesattigter Fettsauren trotz eines erhdhten Insulinspiegels unterdriickt [21,
75, 101].

Doch warum ist der Gesamtgehalt an Fettsduren im Plasma der DIO-Mause
héher als im Plasma der HFD1-Mause? Analysen in dem Gesamtprojekt
haben ergeben, dass eine Erhéhung des Gehalts an Lipoproteinen im
Plasma der DIO-M&use daflr verantwortlich ist (Daten nicht gezeigt). Das
Fettgewebe der DIO-Mause ist insulinresistent, eine ausreichende
Unterdrickung der Lipolyse im Fettgewebe (Hormonsensitive Lipase) findet
nicht statt. Daraus resultiert ein erhdhter Gehalt an freien Fettsduren im
Plasma der M&use. Als Reaktion darauf findet eine erhdhte Lipogenese in
der Leber statt, was zum Anstieg des VLDL im Plasma beitréagt [10]. Die
verringerte Clearance der Lipoproteine aufgrund reduzierter Lipoproteinlipase
erhéht ebenfalls den Anteil an Lipoproteinen (VLDL und Chylomykronen) im
Plasma.

Je mehr freie Fettsduren im Plasma vorhanden sind, desto mehr wird die
Entstehung einer IR geférdert [97, 118]. In Versuchen an Menschen konnte

Uber eine Infusion von freien Fettsauren in die Blutlaufbahn oder in Gewebe
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eine IR ausgel6st werden [8, 66]. Eine Theorie besagt, dass die freien
Fettsduren die IR durch Inhibition des Glucosetransport auslésen [31].
Ebenfalls wird Leptin [89, 104] und der hemmende Einfluss des TNF-
o diskutiert, welches bei Ubergewicht verstarkt im Fettgewebe synthetisiert
wird und den Insulinrezeptor so phosphoryliert, dass die Glucoseaufnahme in
den Muskel gestért ist [59, 60].

4.4.2 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsauren
in den Lebern der Mause

Bei der Analyse des Gesamtgehaltes an Fettsduren in den Lebern der
Mause hat sich ergeben, dass dieser bei den DIO-Tieren am hdchsten ist
(siehe Abbildung 14). In vielen Studien, zum Beispiel der von Ryysy et al.
[100], wurde nachgewiesen, dass Fettleibigkeit und Hyperinsulindmie mit
erhéhten Leberfettwerten einhergehen. Diese Beobachtung lasst sich auch
auf die DIO-Mause dieser Studie Ubertragen, welche eine signifikant erhéhte

Konzentration an Fettsduren in den Lebern haben.

Uberraschenderweise weisen die HFD1-M&use einen im Vergleich zu den
anderen Mausgruppen stark verminderten Gehalt an Gesamtfettsduren im
Lebergewebe auf. Wieso ist die Konzentration an Gesamtfettsduren in den
Lebern der HFD1-Mause niedriger als in denen der Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 14), obwohl sie fir eine Woche vor der Organentnahme fettreich
erndhrt wurden? Eine Erklarung ist, dass die HFD1-M&use verbleibendes
Potential im Hinblick auf die Speicherkapazitat im Fettgewebe besitzen. Da
sie noch nicht wirklich insulinresistent sind (siehe Insulinspiegel Abbildung 8),
werden die Fettsduren, die Uber die fettreiche Nahrung aufgenommen
werden, vermutlich effektiv und direkt in die peripheren Gewebe transportiert
und dort gespeichert (sieche Kapitel 4.5 und 4.6). Eine weitere Erklarung ist,
dass bei der HFD1-Gruppe die Sekretion von VLDL aus der Leber erhéht ist
und daher Fettsduren aus der Leber Uber die Blutlaufbahn zu den
extrahepatischen Geweben transportiert werden, was auch den etwas

erhdhten Gesamtfettsdurespiegel im Plasma erklaren kdnnte.
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44.3 Muster der Omega-3-Fettsauren (o-Linolen-, Eicosa-
pentaen- und Docosahexaensaure) in den Lebern und im
Plasma der Mause

Die »-3-FS sind eine bedeutende Gruppe der ungesattigten Fettsduren. In
den Abbildungen 11 und 15 wurde das Muster der ®-3-FS im Plasma und in
den Lebern der Mause dargestellt. Sowohl im Plasma als auch im
Lebergewebe wurde ein kontinuierlicher Abfall der «-LS- und EPS-
Konzentrationen von der Kontrollgruppe zu den DIO-Mausen hin gemessen.
Lediglich die DHS-Konzentration im Plasma (siehe Abbildung 11) nimmt bei
den DIO-M&ausen im Vergleich zur Kontrollgruppe geringfligig zu.

Wie in Tabelle 5 dargestellt, enthalt die fettreiche Nahrung im Gegensatz
zum Standardfutter weniger w-3-Fettsauren. Der Gehalt an o-LS sinkt in der
fettreichen Nahrung pro Milligramm um die Halfte ab. Der Anteil an EPS,
ebenfalls eine aus o-LS synthetisierte ®-3-Fettsaure, ist im Vergleich zum
Standardfutter um 30 Prozent weniger vertreten. Die DHS ist im fettreichen
Futter in geringflgig héherer Konzentration vertreten. Gleichzeitig nimmt, wie
aus Tabelle 5 ersichtlich ist, der Anteil an w-6-Fettsduren, das heiBt
insbesondere an LS, in der fettreichen Nahrung zu. Das Verhaltnis zwischen
®-6- und o-3-Fettsduren wird durch diese veranderte Nahrungs-
zusammensetzung zugunsten der w-6-Fettsauren verschoben. Der geringere
Anteil an ®-3-FS in der fettreichen Nahrung erklart den Abfall dieser
Fettsauren in den Lebern und im Plasma der HFD1- und DIO-M&use. Die
erhéhte Konzentration an DHS im Plasma der DIO-Mause ist wahrscheinlich

auf den erhéhten Gehalt an DHS in der fettreichen Nahrung zurtickzufihren.

Wijendran und Hayes haben im Jahr 2004 ein fir den Menschen ideales
Verhaltnis zwischen ®-6- und o-3-Fettsduren, wie es in der Nahrung
enthalten sein sollte, postuliert. Dieses Verhaltnis liegt bei ~6:1. Doch wieso
ist ein bestimmtes Verhaltnis zwischen den ®-6- und ®-3-Fettsduren so
wichtig? Was kdnnte diese drastische Abnahme an ®-3-Fettsauren fir die

Méause die mit der fettreichen Nahrung gefittert werden bedeuten? Die LS ist
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die am haufigsten in Phospholipidmembranen und Lipoproteine eingebaute
mehrfach ungesattige Fettsdure. Die Rolle der aus ihr entstehenden AS als
Eicosanoidvorstufe wurde in den vorhergehenden Kapiteln eingehend
erlautert. Die o-LS ist Substrat fir die Bildung von EPS und DHS, welche
ebenfalls Eicosanoidvorstufen sind. Die aus EPS und DHS gebildeten
Eicosanoide haben jedoch eine antagonistische Wirkung zu den
Eicosanoiden der AS.

LS und o-LS schitzen vor KHK, auch atherosklerotische Herzerkrankung
genannt [30, 134]. Die gesundheitsférdernde Wirkung der LS liegt in der
Senkung des totalen Plasmacholesterols und des Low-Density-Lipoprotein-
Cholesterins (LDL-C) [54, 84]. Zudem wird die Aktivitat des hepatischen LDL-
Rezeptors gesteigert, was zu einer Senkung des Plasma-LDL fihrt [136]. Die
gesundheitsférdernde Wirkung der o-LS entfaltet sich zum einen durch die
im Vergleich zur LS etwas geringeren Senkung des LDL-C und verminderten
Aktivierung des hepatischen LDL-Rezeptors [134], zum anderen auch durch
eine Senkung des VLDL [9, 102, 132]. Die hauptsachliche Wirkung enfaltet
die a-LS jedoch Uber die antagonistische Eigenschaften der aus ihr Gber
EPS und DHS metabolisierten Eicosanoide [54]. Schon im Jahre 1956 fiel
Sinclair eine wesentlich geringere Inzidenz der koronaren Herzkrankheit bei
Eskimos auf, bedingt durch eine stark fischélhaltige und damit ®-3-FS-reiche
Erndhrung. Diverse Eigenschaften der aus EPS und DHS synthetisierten
Eicosanoide schutzen vor KHK. Zu diesen z&hlen eine antinflammatorische
[17, 126], GefaBcompliance erhéhende [83, 91], vermindert chemotaktische
und eine reduziert proaggregatorische Thrombozytenwirkung [9, 79, 110].
Ebenso schitzen sie vor ventrikularen Arrhythmien [22, 71, 106, 113] und vor
Herzinfarkt bei an KHK erkrankten Patienten [16, 61, 113]. Einige Studien
berichten zusatzlich Uber eine vor IR schitzende Wirkung der o-3-Fettsduren
[112, 120].

LS und a-LS konkurrieren um dieselben Enzyme (A-5- und A-6-Desaturase)
zur Synthese von AS bzw. EPS und DHS [111]. a-LS wird von den Enzymen
bevorzugt desaturiert, eine Zunahme an o-LS in der Nahrung ist somit auch

schon eine kompetitive Hemmung der Synthese von AS und ihrer

64



Diskussion

Eicosanoide [9, 111]. Des Weiteren konkurrieren AS, EPS und DHS um die
Cyclo- und Lipoxygenase, wobei auch hier EPS und DHS als Substrat
bevorzugt werden. Die Synthese von EPS und DHS darf jedoch nicht
Uberbewertet werden, da sie bei Menschen jedenfalls sehr energieaufwandig
ist und langsam ablauft [9, 88]. Die Steigerung der Konzentration dieser
Fettsauren Uber die Nahrung ist mindestens ebenso wichtig. Da bei Wegfall
der a-LS die Synthese von LS zu AS verstarkt wird und insgesamt auch
weniger Eicosanoide aus EPS und DHS gebildet werden kénnen,
tberwiegen die aus AS metabolisierten proinflammatorischen Eicosanoide.

444 Muster der Omega-6-Fettsauren (Linol-, y-Linolen- und

Arachidonsaure) in den Lebern und im Plasma der Mause

Auf die Bedeutung der w-6-Fettsauren fir den eukaryotischen Organismus
wurde in Kapitel 1.2.4.2 eingehend eingegangen. Die Analysen des
Lebergewebes haben ergeben, dass der Anteil an LS im Lebergewebe der
DIO-Mause im Vergleich zu den beiden anderen Mausgruppen signifikant
niedriger ist. Der Gehalt an LS im Lebergewebe der Kontrollgruppe und in
dem der HFD1-Mause unterscheidet sich dagegen nicht signifikant
voneinander. Betrachtet man die AS, so fallt der hohe Anteil an AS im
Lebergewebe der HFD1-Mause auf. Es gibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen dem Anteil an AS in den Lebern der Kontrolltiere und DIO-Mause.
Der Anteil an y-Linolensdure ist im Plasma und Lebergewebe der HFD1-

Mé&use erhoht.

Der im Vergleich zu den anderen Mausgruppen signifikant erhéhte AS-Anteil
im Lebergewebe der HFD1-Mause kdnnte mit einer zunehmenden Synthese
von AS aus LS zusammenhangen. In der fettreichen Nahrung ist pro
Milligramm ca. zweimal soviel LS enthalten wie im Standardfutter (siehe
Tabelle 5). Fraglich ist, ob es zu einer gesteigerten AS-Synthese aufgrund
einer hoéheren LS-Zufuhr kommt [134], oder ob andere Faktoren
ausschlaggebend sind. Tatsache ist, dass die LS-Konzentration im
Lebergewebe der HFD1-Mause trotz der vermehrten Aufnahme durch die

einwdchige fettreiche Erndhrung genauso hoch ist wie im Lebergewebe der
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Kontrollgruppe. Dies kénnte mit dem gesteigerten Umsatz von LS zu AS
zusammenhangen. Ein gesteigerter Umsatz von LS zu AS geht nach
zweifacher enzymatischer Dehydrierung Uber die Zwischenstufe der -
Linolensaure, welche ebenfalls im Lebergewebe der HFD1-Mause im
Vergleich zu den anderen beiden Mausgruppen signifikant erhéht ist [115,
135].

Ein Faktor der die AS-Synthese férdert, ist eine verringerte a-LS-Zufuhr. Da
die a-LS mit der LS um das Enzym A-6-Desaturase konkurrieren und erstere
auch bevorzugt desaturiert wird, kdnnte der geringere Anteil an a-LS in der
fettreichen Nahrung ein Grund fir den vermehrten LS-Umsatz und die damit
verbundene erhdhte AS-Produktion sein [137]. Ebenfalls hat sich bei Studien
an Mausen und Meerschweinchen herausgestellt, dass die Zufuhr von AS
sowohl die Synthese derselben Fettsdure im Gewebe (unter anderem im
Lebergewebe) als auch die Eicosanoidsynthese férdernd beeinflussen kann
[1, 133]. Inwieweit dieser Effekt bei dem geringen aber trotzdem héheren

Anteil an AS in der fettreichen Nahrung zum Tragen kommt, ist fraglich.

Der LS-Anteil in den Lebern der DIO-Mause ist signifikant geringer als in den
Lebern der Kontrollgruppe und HFD1-Mause. Gleichzeitig ist der AS-Anteil in
der Leber jedoch nicht signifikant héher als der der Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 16). Betrachtet man aber den im Vergleich zu den anderen
Mausgruppen signifikant erhdéhten AS-Anteil im Plasma der DIO-Mause
(siehe Abbildung 12), kénnte man eine verstarkte Abgabe der AS an das
Plasma vermuten. Gleichzeitig nimmt der eigentlich hdhere LS-Anteil in der
Leber aufgrund der hohen AS-Syntheserate ab. Der AS-Pool der Leber
balanciert sich am schnellsten mit dem AS-Pool des Plasmas aus [137].

AS ist wie oben erwahnt das Substrat fiir die Synthese von Eicosanoiden und
kann beim Menschen in nahezu jedem Gewebe des Kdrpers gebildet werden
[135]. Uber die Blutlaufbahn kann die AS in die Phospholipidmembran der
Endothel- und Gewebszellen eingebaut und dann der Eicosanoidsynthese
zur Verflgung gestellt werden. Je héher die Konzentration der AS im Plasma

ist, desto héher ist die "turnover rate" (vor allem bei kdrperlicher Belastung)
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und damit auch der Einbau der AS in die Endothelzellen [47]. In vitro und in
vivo wurde gezeigt, dass die Eicosanoidbildung direkt von der zur Verfligung
stehenden AS abhangt. Je mehr AS sich im System befindet, desto grdoBer
ist die gebildete Menge an Eicosanoiden [9]. Es ist bekannt, dass die
Eicosanoide der AS eine Uberwiegend proinflammatorische Wirkung haben
[9, 15, 56].

Die proinflammatorische Wirkung spielt eine groBe Rolle bei zahlreichen
Erkrankungen wie Alzheimererkrankung, Arthritis [135],
Herzkreislauferkrankungen [55, 87], Krebs [33] und Parodontitis [128].
Entzindliche Prozesse tragen auch zur Entstehung der IR bei. So stimuliert
das proinflammatorische Zytokin TNF-o die Lipolyse im Fettgewebe und
inhibiert den Insulinsignalweg [58, 59, 122]. IL-6 erhdht die hepatische
Triglyceridsynthese [20].

4.4.5 Muster der Delta-9-Desaturase-Familie in den Lebern und

im Plasma der Mause

Eine weitere wichtige Gruppe unter den einfach ungesattigten Fettsauren ist
die Delta-9-Desaturase-Familie. Hauptvertreter dieser Familie sind die Ol-
und Palmitélsaure, welche in einem hohen prozentualen Anteil im Plasma
und Lebergewebe der Mause vorhanden sind. Wie in Kapitel 3.5.2.3
beschrieben und in Abbildung 17 dargestellt, nimmt der Anteil der Ol-,
Vaccin- und Eicosaensaure im Lebergewebe der DIO-Mause in Relation zu
den Kontrolltieren und HFD1-M&usen signifikant zu. Zuséatzlich ist in den
Lebern der HFD1-M&use eine signifikant niedrigere Konzentration an OI- und

Vaccinsaure als in den Lebern der Kontrollgruppe vorzufinden.

Einfach ungesattigte Fettsauren werden bei Saugetieren mittels direkter
oxidativer Desaturierung aus gesattigten Fettsduren gebildet. Hierflr ist die
A-9-Desaturase-Aktivitat in der Leber, in der Brustdrise, im Gehirn, Hoden
und Fettgewebe verantwortlich [25]. Die Aktivitat der A-9-Desaturase ist zum
einen von der Nahrung abhangig, zum anderen findet auch eine hormonelle
Steuerung statt. Ist die Nahrung mehr kohlenhydrat- als fettreich, so ist die
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Syntheserate an Olsdure sehr hoch [25]. Aus einer tierexperimentellen
Studie von Fukuchi et al. (2004) an Mausen ist hervorgegangen, dass eine
Zunahme des Blutglucose- und Insulinspiegels mit einem Anstieg an einfach
ungesattigten und einer Abnahme an mehrfach ungesattigten Fettsauren im
Plasma und allen Geweben assoziiert ist [38]. Diese Ergebnisse stimmen mit
anderen Studien Uberein [18, 130] und bestatigen den in Kapitel 4.4.4
beschriebenen Abfall der LS-Konzentration in den Lebern und im Plasma der
Méause. Zusatzlich wurde ein erhdhter Plasmatriglyceridspiegel und eine
Vermehrung des subkutanen und viszeralen Fettgewebes beobachtet.

Betrachtet man die Olsaurekonzentration in den Lebern der Mause (siehe
Abbildung 17), so kdnnte man den Unterschied im Olsauregehalt der Lebern
zwischen der Kontrollgruppe und den HFD1-Mausen durch die
unterschiedliche Nahrungszufuhr erklaren. Wahrend eine kohlenhydrat- und
proteinreiche Nahrung einen stimulierenden Einfluss auf die A-9-Desaturase-
Aktivitat hat, wirkt sich fettreiche Nahrung eher hemmend auf das Enzym aus
[25]. So wirde sich bei den HFD1-Mausen die Umstellung auf eine fettreiche
Nahrung eine Woche vor der Organentnahme in Form einer verminderten
Synthese der Ols&ure in den Lebern und im Fettgewebe, das heiBt in den
Organen der Olsauresynthese, trotz erhdhtem Insulinspiegel (siehe
Abbildung 8), bemerkbar machen. Tatsachlich ist, wie in Kapitel 3.5.2.3
erlautert, ein signifikanter Riickgang des Olsduregehalts zu erkennen.
Denkbar ist auch eine verstarkte Sekretion der Olsdure aus der Leber
aufgrund der Nahrungsumstellung in der letzten Lebenswoche der HFD1-

Méause.

Der signifikant ansteigende Olsduregehalt in den Lebern, Muskeln und
Fettgewebe der DIO-Mause resultiert wahrscheinlich aus dem erhéhten
Insulinspiegel (siehe Abbildung 8), welcher bekanntermaBen hepatische
Lipogenese auch in der IR férdert. Der Anteil an Olsdure im Plasma der DIO-
Mause féllt im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ab (siehe Abbildung
13). Dies kénnte mit der vermehrten Speicherung von Olsdure in den

verschiedenen Geweben der DIO-Mause zusammenhangen.
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4.5 Fettgewebe der Mause

4.5.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsauren
im subkutanen- und epidydimalen Fettgewebe der Mause

Das subkutane und epidydimale Fettgewebe weisen eine hohe Konzentration
an Fettsduren auf. Dieses Ergebnis ist nicht Uberraschend, da das
Fettgewebe unter Anderem der Speicherung von Fettsauren dient. Wie in
Abbildung 18 dargestellt, ist im subkutanen Fett der HFD1- und DIO-Mause
ein signifikanter Anstieg der Gesamtfettsdurekonzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe ermittelt worden. Die Gesamtfettsdurekonzentration pro
Milligramm subkutanen Fettgewebes der HFD1- und DIO-Gruppe ist gleich
hoch, obwohl die DIO-M&ause sich Uber einen viel langeren Zeitraum fettreich
erndhrt haben. Das kénnte man darauf zurlckflhren, dass sowohl die
Aufnahmekapazitat der Adipozyten der HFD1- als auch der DIO-M&use
erschopft ist. Jegliche weitere Fettaufnahme wéare mit Hyperplasie, das heift
mit der Entstehung weiterer Adipozyten, verbunden [9]. Eine VergréBerung
einzelner Adipozyten, die sogenannte Hypertrophie, wirde dann nur noch die
neu entstehenden Fettzellen betreffen. Inwieweit dies der Fall ist und welche
Mechanismen dahinter stehen, kann mit dieser Studie nicht beantwortet

werden.

Im epidydimalen Fettgewebe ergeben sich bezlglich der
Gesamtfettsgurekonzentration (siehe Abbildung 18) keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Mausgruppen. Beim epidydimalen Fett der
Maus handelt es sich um abdominales Fettgewebe. Die fehlenden
Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausgruppen kdénnen nicht

erklart werden.

4.5.2 Muster verschiedener Fettsauren im subkutanen
Fettgewebe der Mause

Das Fettgewebe weist eine hohe A-9-Desaturase-Aktivitdt auf [25]. Die

Griinde fir unterschiedliche Konzentrationen an Olsdure (siehe Abbildung
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19) im subkutanen Fettgewebe der Mausgruppen sind in Kapitel 4.4.5
aufgefahrt.

Nach Cooks Vergleich verschiedener eukaryotischer Organe im Hinblick auf
ihre prozentuale Fettsdurezusammensetzung betragt der totale Anteil an o-
6-Fettsduren in der Leber 20-24 Prozent und im Fettgewebe 4-22 Prozent
[25]. Der totale Anteil an w-3-Fettsauren betragt nach Cook in der Leber 6-10
Prozent und im Fettgewebe 1-3 Prozent [25]. Die Werte der Kontrollgruppe
(siehe Anhang Tabellen 12, 16 bzw. Abbildung 15, 16, 19) stimmen mit den
Ergebnissen von Cook Uberein. Der Anteil an DHS und AS im subkutanen
Fettgewebe der DIO-Mause ist im Vergleich zu den HFD1-Mausen
Uberproportional gesunken (siehe Abbildung 19). Dies kdénnte mit dem
vermutlich verringerten relativen Gehalt an Phospholipiden im hypertrophen
Fettgewebe der insulinresistenten Tiere zusammenhangen, da die DHS in
dieser Lipidklasse stark angereichert ist. Auffallig ist auch der prozentual
gréBere Anteil an LS bei den DIO-M&usen (siehe Abbildung 19). Wahrend in
der Leber der LS-Anteil vermutlich aufgrund der erhdéhten AS-Synthese
abfallt (siehe Kapitel 4.4.4), ist dieser im subkutanen Fettgewebe der DIO-
Méause signifikant héher als in den beiden anderen Mausgruppen (siehe
Abbildung 19). Dies kann daran liegen, dass die A-6- und A-5-Desaturase-
Aktivitat in der Leber wesentlich héher als im Fettgewebe ist [137]. Gleiches
gilt auch fir die Synthese von DHS und EPS aus a-LS (siehe Abbildung 19).
EPS war im Fettgewebe der Mause so gut wie nicht nachweisbar (siehe
Anhang Tabellen 15,16). DHS und o-LS haben im Fettgewebe (siehe
Abbildung 19), wie von Cook ebenfalls ermittelt, einen kleineren Anteil als in
der Leber (siehe Abbildung 15). Cazzolii et al. konnten zeigen, dass die
Zugabe von LS zu Muskelzellen die Entstehung einer IR durch Stérung des
Insulinsignalweges férdern kann. Die erhéhten LS-Anteile im Muskel- (siehe
Abbildung 21) und subkutanen Fettgewebe der DIO-Mause kénnten somit
die Entstehung einer IR begtinstigen.
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4.6 Muskelgewebe der Mause

4.6.1 Gesamtgehalt an unveresterten und veresterten Fettsauren
und Fettsdauremuster im Muskelgewebe der Mause

Wie zu erwarten betragt die Gesamtkonzentration an Fettsduren im
Muskelgewebe nur einen Bruchteil (~'/2) derer im Fettgewebe (siehe
Abbildung 18 wund 20). Die DIO-Mause haben im Vergleich zur
Kontrollgruppe einen signifikant erhéhten Gesamtgehalt an Fettsduren im
Muskelgewebe. Quantitativ gesehen ist der Muskel kein wichtiges Organ fir
die Synthese von Fettsduren [25]. Der von Cook beschriebene hohe Anteil
an EPS und DHS im Muskelgewebe lasst sich nach diesen Messungen nur
fur EPS bestatigen. Borkman et al. ermittelten im Jahre 1993 eine mit
zunehmender IR auftretende Abnahme der Konzentration an mehrfach
ungesattigten Fettsduren (besonders der AS) in Skelettmuskel-
phospholipiden [14]. Dieses Ergebnis stimmt abgesehen von der LS und a-

LS mit den Ergebnissen dieser Arbeit tiberein.

Insgesamt sind die Ergebnisse, die aus den Messungen des Muskelgewebes
hervorgehen, wahrscheinlich mit einem relativ groBen methodischen Fehler
behaftet. Dafiir sprechen die durchgangig hohen Standardfehler. Das kénnte
zum Beispiel darauf zurlckzufihren sein, dass bei der einen Maus mehr
Sehnenanteil abprépariert wurde als bei einer anderen. Die sorgféltige
Praparation des kompletten Muskels war in dieser Studie nicht méglich, da
die Gewebe fir unterschiedlichste Messungen zwischen verschiedenen
Arbeitsgruppen aufgeteilt wurden.

4.7 Gesittigte Fettsauren

Die prozentuale Verteilung der gesattigten Fettsauren ahnelt sich in allen
Geweben bzw. im Plasma. So sind beispielsweise die Palmitin- und
Stearinsdure im Plasma der Nichtern-Messung im Vergleich zum Plasma
der Postprandial-Messung in niedriger Konzentration vertreten, prozentual
gesehen ergeben sich jedoch keine Unterschiede. Auffallig ist ein
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prozentualer Anstieg der Stearinsdure im epidydimalen Fett- und
Lebergewebe der HFD1-Mause (siehe Abbildung 22, Tabelle 15). Diese
Zunahme koénnte auf den erhdhten Stearinsduregehalt in der fettreichen
Nahrung zurlickzufiihren sein, was zu einer vermehrten Speicherung von
Stearinsaure in diesen Geweben fihren kdnnte. Ebenfalls kénnte sich dieser
Anstieg mit der in Kapitel 4.4.5 beschriebenen nachlassenden A9-
Desaturase-Aktivitat aufgrund der fettreichen Nahrungszufuhr erklaren
lassen. Interessanterweise ist der prozentuale Anteil an Stearinsdure in den
Muskelgeweben aller drei Mausgruppen im Vergleich zu den anderen
Organen am hoéchsten. Signifikante Unterschiede zwischen den
Stearinsdureanteilen in den Muskeln der einzelnen Mausgruppen haben sich
dabei nicht ergeben. Letzteres kbénnte durch eine verringerte
Aufnahmefahigkeit des Muskelgewebes fiir Stearinsaure bedingt sein, oder
es liegt im Gegensatz zum Leber- und Fettgewebe eine erhdhte A-9-
Desaturase-Aktivitdat vor. Daflar spricht der mit fettreicher Nahrung

ansteigende Olsauregehalt in den Muskeln der HFD1- und DIO-Mé&use.
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5. Zusammenfassung

Eine dauerhaft fettreiche Erndhrung kann die Entstehung von Adipositas,
Insulinresistenz (IR), koronarer Herzkrankheit und Diabetes mellitus Typ I
férdern. Die fur die Entstehung dieser Krankheiten wichtigen Veranderungen
des Lipidstoffwechsels sind noch nicht endgultig aufgeklart. Das Ziel dieser
Dissertation ist die Erstellung detaillierter Fettsaureprofile des Plasmas und
verschiedener Organe von Mausen mit diatinduzierter Adipositas und IR. Es
wurden drei unterschiedlich erndhrte Mausgruppen analysiert. Die
Kontrollgruppe wurde mit Standardfutter, die HFD1-Mausgruppe eine Woche
fettreich und die DIO-Mausgruppe 16 Wochen fettreich ernahrt. Es wurde
gezeigt, dass der Gesamtgehalt an Fettsduren im Plasma der HFD1- und
DIO-Mause erhdht ist, was sich auch im erhdéhten Gehalt an Lipoproteinen
widerspiegelt. Der Anteil an Arachidonsaure (AS) im Plasma steigt mit
zunehmender Dauer der fettreichen Erndhrung an, was vermutlich auf eine
erhéhte Synthese und Sekretion aus der Leber zuriickzuflihren ist. Dies
kénnte zu einem Anstieg von proinflammatorischen Eicosanoiden fihren.
Neben den erhdhten Anteilen an o-6-Fettsduren in der fettreichen Nahrung
wird ein erniedrigter Spiegel an a-Linolen- und Eicosapentaensédure im
Plasma und in den Lebern der DIO-Mause gemessen. Dies kann zusatzlich
zu einer verstarkten proinflammatorischen Wirkung der aus AS gebildeten
Eicosanoide fiihren und die Entstehung von IR férdern. Sowohl der
Gesamtgehalt an Fettsduren als auch der Anteil an Olsaure im Lebergewebe
der HFD1-M&use sind im Vergleich zu den anderen Mausgruppen signifikant
niedriger. Dies kénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die HFD1-Mause
noch in der Lage sind, aufgenommene Fettsauren effektiv und direkt in die
peripheren Gewebe abzutransportieren und zu speichern. Eine im Vergleich
zur Kontrollgruppe erhdhte Aktivitat der A-9-Desaturase ist ebenfalls
denkbar. Eine Veradnderung des Fettsduremusters ist bereits nach einer
Woche fettreicher Erndhrung zu beobachten. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die erste Stoffwechselverdnderung bereits wenige Tage
nach Futterungsbeginn der fettreichen Nahrung eintritt. Die Rolle der
Fettsauremusterveranderung im Pathomechanismus der IR muss weiter

erforscht werden.
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6.

Abklrzung

VLDL
WHO

Abkiirzungsverzeichnis

o-Linolensaure

v-Linolensaure

Arachidonsaure
2,6-di-tert-butyl-p-cresol
Kohlenstoffatome
Docosahexaensaure

Diet induced obesity
Eicosapentaensaure

Fettreiche Diat
Flammenionisationsdetektor
Fettsauren

High density lipoproteins

High density lipoprotein-cholesterin
High fat diet

Innerer Durchmesser

Intermediate density lipoproteins
Insulinresistenz

Koronare Herzkrankheit
konzentrierte
Lecithin-Cholesterin-Acyl-Transferase
Low density lipoproteins

Low density lipoprotein-Cholesterin
Linolsaure

Umdrehungen pro Minute

Very low density lipoproteins
World Health Organization
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7. Anhang

Tab. 7: Gehalt an Fettsduren im Plasma der Nichtern-Messung mit Standardfehler. T-Test
HFD1 o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? =
p<0,05; ® = p<0,001

Tabelle: 7 Gruppe
Gehalt Fettsdure + SF [pg/ml] | Kontrollgruppe (n=4) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Palmitinsaure 367,4 + 10,8 543,7 + 434°* 633,7 £ 18,7 **
Linolsaure 3075 £ 13,5 4476 = 30,7 " 4850 = 15,5 **
Olsaure 2753 = 263 361,3 = 27,7 4379 + 16,8 **a
Arachidonsaure 2419 = 9,9 5516 =+ 59 * 880,0 = 34,5 b
Stearinséure 149,0 =+ 2,2 270,7 + 241 °* 3094 £ 13,2 **
Docosahexaenséaure 110,56 = 3,2 1553 99 * 2309 = 72 "b
Palmitdlsaure 47,7 + 4,6 51,3 ¢ 5.4 322 +t 1,6 *a
Hexacosansaure 36,8 + 4,0 58,9 + 7,6 ** 108,99 =+ 55 b
Vaccinsaure 26,6 =+ 3,4 236 =+ 3,0 35,7 £ 29a
Eicosapentaensaure 245 + 1,5 174 = 2,8 158 + 0,5
Caprylsaure 212 2,0 195 = 2,6 134 = 0,6 **a
Myristinsaure 18,8 =+ 6,5 14,0 = 1,4 105 = 3,1
Nervonsaure 12,7 + 1,0 16,5 =+ 1,9 26,1 =+ 1,5 **a
Myristélsaure 11,7 % 1,2 8,7 £ 04" 78 t 0,7 *
Erucasiure 82 +* 0,8 12,9 = 6,0 82 + 1,0
Docosapentaensaure 8,1 = 0,4 95 £ 0,7 93 % 0,3*
Behenséure 78 % 2,9 19,2 + 15~ 16,4 = 14*
Caprinsaure 78 24 72 0,7 49 + 0,2 a
11-14-Eicosadienséaure 58 + 1,1 85 = 3,6 3,7 = 0,2~
Eicosaenséure 49 =+ 0,5 52 * 0,3 70 = 0,4 *a
y-Linolensaure 43 0,2 11,3 + 1,1* 80 =+ 0,4 **a
o-Linolensaure 32 % 0,2 43 = 0,3 34 % 0,1a
Arachinsdure 3,1 = 0,6 56 =+ 2,0 42 + 1,0
Lignoceronsaure 25 £ 0,3 36 £ 0,3 38 £ 0,2~
Laurylsdure 1,1 % 0,2 1,5 % 0,4 1,56 % 0,5
Summe 1708,4 + 1146 26290 + 6174°* 3298,0 + 301,0**a
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Tab. 8: Fettsduremuster im Plasma der Nlchtern-Messung mit Standardfehler. T-Test HFD1
0. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? = p<0,05;

® = p<0,001

Tabelle: 8 Gruppe
Gehalt Fettsaure + SF [%)] Kontrollgruppe (n=4) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Palmitinsaure 21,7 + 0,23 20,7 = 047 * 194 + 0,21 *b
Linolsaure 18,1 + 0,35 17,3 + 0,51 14,8 + 0,32 *a
Olsaure 16,0 * 0,97 13,8 + 0,54 134 + 028 *
Arachidonsaure 140 + 0,30 205 + 0,95 * 266 + 041 *b
Stearinséure 8,72 + 0,20 10,3 + 0,21 * 945 + 0,15 *a
Docosahexaensaure 6,38 * 0,11 581 + 0,15 * 6,84 = 0,11 *b
Palmitélsaure 2,88 + 0,26 195 + 0,08 * 0,98 + 0,03 b
Hexacosansaure 2,15 + 0,23 2,15 * 0,13 3,038 * 0,40
Vaccinsaure 1,56 + 0,12 095 =+ 0,05 * 1,10 + 0,05 *
Eicosapentaenséure 1,52 + 0,13 0,72 * 0,05 * 0,49 £ 0,02 b
Caprylséure 1,21 + 0,07 0,79 + 0,05 * 045 + 0,02 **b
Myristinsdure 0,87 + 0,16 054 + 0,02 * 0,31 + 0,04 *b
Lignoceronsaure 0,75 £ 0,01 0,62 * 0,01 0,78 + 0,00 *a
Erucaséure 0,65 * 043 0,57 * 0,16 0,26 * 0,04
11-14-Eicosadiensaure 055 + 0,11 040 =+ 0,12 * 0,13 + 0,03 a
Myristélsdure 0,55 + 0,05 0,33 + 0,01 * 0,22 + 0,01 *b
Docosapentaenséaure 0,46 + 0,03 035 + 0,01 * 0,28 * 0,01 b
Caprinsaure 043 + 0,06 029 + 0,01 * 0,16 + 0,01 **b
Behenséure 0,34 + 0,09 0,73 + 0,02 * 049 + 0,04 b
y-Linolenséure 0,26 = 0,01 043 + 0,02 * 025 + 0,01 b
Eicosaensaure 0,26 * 0,02 0,19 + 0,01 * 0,21 + 0,01 *
Arachinséure 0,22 + 0,04 0,24 + 0,08 0,16 + 0,05
o-Linolenséure 0,18 = 0,02 0,15 + 0,01 0,09 + 0,00 *b
Nervonséure 0,15 + 0,02 0,14 + 0,03 * 0,11 + 0,02 a
Laurylsaure 0,06 * 0,01 0,06 * 0,01 0,04 + 0,01
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Tab. 9: Gehalt an Fettsauren im Plasma der Postprandial-Messung mit Standardfehler. T-
Test HFD1 o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1:
2 = p<0,05; ® = p<0,001

Tabelle: 9 Gruppe
Gehalt Fettsaure + SF [ug/ml] | Kontrollgruppe (n=4) HFD1 (n=7) DIO (n=8)
Palmitinsaure 5536 * 1173 5806 = 291 7502 * 622a
Linolsaure 558,7 + 126,7 6364 *+ 26,1 716,4 + 484
Olsaure 3516 £ 91,0 4405 = 36,1 554,8 + 48,3
Arachidonséure 2883 * 654 460,3 = 344" 8956 =+ 851*Db
Stearinsaure 2178 = 44,4 338,1 = 16,8 * 4443 + 31,0 "a
Docosahexaenséure 1409 = 29,4 1119 + 6,3 196,56 + 16,5 b
Palmitélsaure 416 =+ 13,3 32,7 2,6 38,7 £ 3,7
Hexacosansaure 40,8 =+ 4,4 40,2 2,1 748 £ 10,2 **b
Vaccinsaure 30,0 + 10,1 31,0 + 2,8 449 £ 54a
Eicosapentaensaure 42,0 + 8,7 11,4 = 0,5 ** 145 + 1,2 *a
Caprylsaure 229 =+ 3,1 172 % 1,1 195 = 1,3
Myristinsaure 10,7 % 1,6 142 + 1,2 132 £ 2,5
Nervonsaure 13,7 = 25 102 + 0,4 20,7 £ 20b
Myristélsaure 11,0 = 2,0 88 0,7 9,6 1,1
Erucasaure 77 % 1,1 8,7 £ 2,2 89 £ 2,1
Docosapentaensaure 10,5 % 1,9 79 + 0,5 83 0,5
Behensaure 89 = 2,1 141 + 1,0~ 155 = 1,6~
Caprinsaure 6,0 = 0,2 6,0 = 0,2 6,9 £ 0,8
11-14-Eicosadiensaure 29 = 0,5 6,8 = 0,7 * 6,9 =* 0,8~
Eicosaensaure 77 % 1,9 90 +* 0,8 96 = 1,0
y-Linolensaure 51 % 1,3 6,7 % 0,3 73 % 0,7
o-Linolenséure 82 = 2,2 66 = 0,7 53 0,5
Arachinsaure 26 = 0,2 70 % 1,1 34 = 0,4 b
Lignoceronséure 3,1 0,6 26 =+ 0,2 30 0,2
Laurylsaure 25 £ 0,5 28 t 0,3 1,2 =+ 0,4
Summe 2388,9 = 1055 2811,7 = 383,7* 38706 + 8736 "
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Tab. 10: Fettsduremuster im Plasma der Postprandial-Messung mit Standardfehler. T-Test
HFD1 o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? =
p<0,05; ° = p<0,001

Tabelle: 10 Gruppe
Gehalt Fettsaure + SF [%)] Kontrollgruppe (n=4) HFD1 (n=7) DIO (n=8)
Palmitinsaure 22,8 * 0,51 20,8 = 0,10 ™ 193 + 0,17 *b
Linolsaure 23,0 + 0,23 229 + 049 186 + 041 *b
Olsaure 142 + 0,63 156 + 0,61 144 + 0,31
Arachidonsaure 11,8 + 0,30 16,1 + 0,66 ** 23,0 + 0,58 **b
Stearinséure 9,14 + 0,16 12,0 + 0,13 * 11,4 + 0,16 *a
Docosahexaensaure 571 * 0,16 3,88 =+ 0,10 * 511 = 0,09 *b
Palmitélsaure 1,69 + 0,16 1,18 + 0,04 * 0,99 + 0,03 *a
Hexacosanséure 1,86 = 0,30 1,54 + 0,10 1,90 + 0,10
Vaccinsaure 1,21 += 0,12 1,11+ 0,05 1,16 + 0,08
Eicosapentaenséure 1,96 =+ 0,17 0,42 + 0,02 * 0,36 * 0,01 *a
Caprylséure 1,17 + 0,14 0,64 + 0,05 * 0,51 + 0,01 *a
Myristinsdure 048 + 0,06 0,48 + 0,02 0,39 + 0,07
Lignoceronsaure 0,59 + 0,01 0,36 * 0,01 * 0,52 + 0,00 **
Erucaséure 059 =+ 0,20 0,32 = 0,10 020 + 0,05 *
11-14-Eicosadiensaure 0,35 * 0,25 0,24 = 0,02 0,19 = 0,01 a
Myristélsdure 0,51 + 0,02 0,33 + 0,02 * 0,26 + 0,01 *a
Docosapentaenséaure 0,43 £ 0,02 0,27 *= 0,01 * 0,21 * 0,01 b
Caprinsaure 0,38 + 0,12 0,23 + 0,01 0,30 + 0,13
Behenséure 0,35 + 0,03 051 + 0,03 * 0,43 + 0,05
y-Linolensé&ure 0,20 *= 0,01 024 *= 0,01 0,19 = 0,01 a
Eicosaenséaure 0,45 * 0,14 0,31 = 0,01 0,25 = 0,01 a
Arachinséure 0,15 + 0,07 0,18 + 0,03 0,10 + 0,02
a-Linolensaure 0,32 = 0,02 023 + 0,02 * 0,14 + 0,01 *b
Nervonséure 0,14 + 0,03 0,09 + 0,02 * 0,08 + 0,02 b
Laurylsaure 0,56 + 045 0,08 + 0,01 0,04 + 0,01 a
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Tab. 11: Gesamtgehalt an Fettsduren im Lebergewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o.
DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: b p<0,001

Gruppe
Tabelle: 11
Kontroligruppe (n=8) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Gehalt Fettsauren t SF [ug/mg] 162,5 = 9,3 944 + 2,7 2121 + 76 b
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Tab. 12: Fettsduremuster im Lebergewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o. DIO gegen
Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? = p<0,05; = p<0,001

Tabelle: 12 Gruppe

Gehalt Fettséaure + SF [%] Kontrollgruppe (n=8) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Olsaure 355 + 0,76 302 + 0,98 ** 443 + 0,52 **b
Palmitinséure 23,8 + 0,35 235 + 0,50 254 + 0,39 *a
Linolsaure 16,8 + 0,51 18,0 + 0,32 13,0 + 0,61 **b
Stearinsaure 39 + 0,13 6,97 + 0,15 ** 3,04 + 0,10 *b
Palmitélsaure 567 + 0,34 355 + 0,17 ** 267 + 0,13 *a
Arachidonsaure 3,34 = 0,11 735 £ 0,48 ** 315 = 0,12 b
Docosahexaensaure 3,66 * 0,19 399 *+ 0,26 1,84 + 0,11 *b
Vaccinsaure 241 + 0,07 1,43 + 0,14 * 3,19 = 0,16 b
Myristinsaure 1,12 £ 0,05 0,90 + 0,06 * 0,53 + 0,03 **b
Eicosapentaensaure 0,70 £ 0,06 0,40 + 0,05 * 0,15 £ 0,01 *b
o-Linolensaure 0,68 = 0,04 050 + 0,03 * 0,19 = 0,01 *b
y-Linolenséure 045 =+ 0,02 0,66 + 0,02 ** 0,32 = 0,02 *b
Docosapentaensaure 0,44 + 0,03 0,38 * 0,02 0,26 * 0,02 **b
Eicosaensaure 043 + 0,02 0,37 + 0,01 * 1,04 + 0,04 b
Hexacosansaure 0,24 *= 0,01 0,31 *+ 0,02 * 022 * 0,01 b
11-14-Eicosadiensaure 0,16 + 0,01 0,35 + 0,04 ** 0,27 + 0,01 **
Laurylsaure 0,14 + 0,01 0,10 + 0,01 * 0,02 + 0,00 *b
Behenséure 0,12 + 0,01 0,30 + 0,01 ** 0,07 + 0,01 *b
Nervonséure 0,11 + 0,01 0,14 + 0,01 0,07 + 0,01 *b
Myristélsaure 0,08 + 0,00 0,06 + 0,01 * 0,01 + 0,00 *b
Arachinséure 0,07 + 0,00 0,14 + 0,01 ** 0,16 + 0,02 *
11-14-17-Eicosatriensaure 0,06 = 0,01 0,14 <+ 0,01 * 0,06 * 0,00 **
Lignoceronsaure 0,05 £ 0,01 0,06 * 0,01 0,02 £ 0,00 *b
Erucaséure 0,05 = 0,01 0,10 + 0,01 * 0,07 = 0,00 *a
Caprinsaure 0,04 £ 0,00 0,05 * 0,00 0,02 £ 0,00 *b
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Tab. 13: Gesamtgehalt an Fettsauren im epidydimalen Fettgewebe mit Standardfehler.

Gruppe
Tabelle: 13
Kontrollgruppe (n=5) HFD1 (n=6) DIO (n=5)
Gehalt Fettsauren + SF [ug/mg] 4434 + 64,1 4842 + 39,0 4909 = 2241

Tab. 14: Gesamtgehalt an Fettsauren im subkutanen Fettgewebe mit Standardfehler. T-Test
HFD1 o. DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001

Gruppe
Tabelle: 14
Kontrollgruppe (n=6) HFD1 (n=7) DIO (n=7)
Gehalt Fettsduren + SF [pg/mg] 569,4 =+ 76,8 805,3 50,8 * 863,1 = 18,2 **

81



Anhang

Tab. 15: Fettsduremuster im epidydimalen Fettgewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o.
DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1:

2 = p<0,05; ® = p<0,001

Tabelle: 15 Gruppe
Gehalt Fettsaure + SF [%)] Kontrollgruppe (n=5) HFD1 (n=6) DIO (n=5)
Olsaure 50,07 +* 1,04 4711 + 052* 55,46 + 0,30 *b
Palmitinsaure 19,12 + 0,77 22,30 +* 052~ 16,11 + 0,407b
Linolsaure 11,85 = 0,35 12,02 *+ 0,46 16,25 + 0,21 *b
Palmitélsaure 797 + 0,69 762 + 037 360 = 0,11*b
Vaccinsaure 440 + 0,11 360 + 0,0* 325 + 0,04*a
Stearinsaure 209 + 0,16 312 + 0,16* 298 + o0,2*
Myristinséure 1,48 + 0,05 1,63 + 0,03* 0,68 + 0,01 *b
Eicosaensaure 1,14 + 0,08 0,81 + 0,02* 0,57 + 0,02*b
o-Linolenséure 039 = 0,05 0,47 <+ 0,03 0,28 + 0,01b
11-14-Eicosadiensaure 0,36 =+ 0,08 0,44 + 0,03 0,34 = 0,01a
Docosahexaenséure 0,33 = 0,04 0,12 * 0,01 * 0,04 £ 0,01 *b
Arachidonséure 0,31 = 0,05 0,34 + 0,01 022 * 0,02b
Myristélsaure 0,14 + 0,01 0,14 = 0,01 0,03 = 0,01 *b
Docosapentaensaure 0,11 + 0,02 0,056 £+ 0,00~ 0,02 £ 0,00*b
Erucasaure 0,10 = 0,05 0,08 *= 0,02 0,08 * 0,03
Eicosapentaensaure 0,05 + 0,01 0,00 £+ 0,00* 0,00 + 0,00*
y-Linolenséure 0,05 + 0,01 0,07 = 0,01 0,03 + 0,01a
11-14-17-Eicosatriensdure 0,04 + 0,00 0,08 + 0,01* 0,05 + 0,01a
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Anhang

Tab. 16: Fettsduremuster im subkutanen Fettgewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o.
DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1:
2 = p<0,05; ® = p<0,001

Tabelle: 16 Gruppe

Gehalt Fettsaure + SF [%)] Kontrollgruppe (n=8) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Olsaure 50,07 * 1,04 4711 + 0/52* 55,46 + 0,30*b
Palmitinsaure 19,12 = 0,77 2230 +* 052~ 16,11 = 0,40°b
Linols&ure 11,85 = 0,35 12,02 = 0,46 16,25 = 0,21 *Db
Palmitélsaure 797 + 0,69 762 + 037 360 + 0,11 *b
Stearinséure 209 + 0,16 312 + 0,16* 298 + 0,12*
Vaccinsaure 440 + 0,11 360 + 0,10 * 325 + 0,04 *a
Eicosaenséaure 1,14 + 0,08 0,81 + 0,02* 0,57 = 0,02*b
Myristinséure 1,48 + 0,05 1,63 + 0,03* 0,68 + 0,01 *b
Docosahexaensaure 0,33 = 0,04 0,12 = 0,01 0,04 = 0,001 ™b
o-Linolensaure 0,39 = 0,05 0,47 = 0,03 028 + 0,01b
Arachidonséaure 0,31 + 0,05 0,34 + 0,01 022 + 0,02b
11-14-Eicosadiensaure 0,36 + 0,08 044 + 0,03 0,34 + 0,01a
Docosapentaensaure 0,11 + 0,02 0,05 + 0,00* 0,02 + 0,00*b
Myristdlsdure 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01 0,03 + 0,01 *b
Eicosapentaenséure 0,05 =+ 0,01 0,00 + 0,00* 0,00 + 0,00*
11-14-17-Eicosatriensaure 0,04 + 0,00 0,08 + 0,01°* 0,05 + 0,01a
y-Linolens&ure 0,05 = 0,01 0,07 = 0,01 0,03 + 0,01a

Tab. 17: Gesamtigehalt an Fettsduren im Muskelgewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o.
DIO gegen Kontrollgruppe: * = p<0,05

Gruppe
Tabelle: 17
Kontrollgruppe (n=8) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Gehalt Fettsauren + SF [ug/mg] 216 + 4,0 358 + 9,8 415 + 6,1 *
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Tab. 18: Fettsduremuster im Muskelgewebe mit Standardfehler. T-Test HFD1 o. DIO gegen
Kontrollgruppe: * = p<0,05; ** = p<0,001; T-Test DIO gegen HFD1: ? = p<0,05; = p<0,001

Tabelle: 18 Gruppe
Gehalt Fettsaure + SF [%)] Kontrollgruppe (n=8) HFD1 (n=8) DIO (n=8)
Olsaure 278 + 38 340 + 224 386 + 250 *
Palmitinsaure 232 + 0,66 226 + 0,72 206 + 041 *a
Linolsaure 11,5 + 0,34 11,8 + 0,49 148 + 0,13 *b
Stearinséure 995 + 1,58 7,83 £ 0,90 732 * 0,81
Arachidonsaure 558 = 0,85 399 = 0,65 369 + 0,66
Palmit6lsaure 531 + 0,83 767 + 1,01 419 * 0,24 a
Docosahexaensaure 507 + 1,13 2,66 * 0,56 2,77 + 0,43
Vaccinsaure 3,74 + 0,16 337 + 0,16 * 3,13 + 0,06
Myristinsdure 1,66 + 0,06 1,94 + 0,10 * 1,11 + 0,04 *b
Nervonsaure 1,13 + 0,32 047 = 0,1 * 0,57 * 0,17
Erucaséaure 1,07 + 0,22 0,54 =+ 0,10 * 0,57 = 0,13
Eicosapentaensdure 0,76 + 0,16 0,44 + 0,08 0,39 + 0,12
Docosapentaenséaure 0,75 + 0,13 0,45 + 0,08 0,54 + 0,09
Eicosaenséaure 0,58 + 0,05 0,51 + 0,06 0,37 + 0,02 *a
Caprinsaure 0,37 £ 0,06 0,23 * 0,04 0,23 * 0,05
Laurylsaure 0,29 £ 0,02 0,21 + 0,01 * 0,18 + 0,02 *
11-14-Eicosadiensaure 0,28 * 0,02 0,41 =+ 0,02 * 0,42 <+ 0,01 ™
Myristélsdure 0,24 + 0,04 0,21 + 0,03 0,02 + 0,01 *b
Arachinséure 0,19 + 0,02 0,18 + 0,03 0,12 + 0,02 *
Behenséure 0,18 + 0,05 0,11 + 0,02 0,07 + 0,02
o-Linolenséure 0,16 *= 0,03 0,24 * 0,03 0,22 * 0,02
Lignoceronsaure 0,13 + 0,08 0,10 %= 0,10 0,02 * 0,02
y-Linolenséure 0,06 = 0,02 0,04 + 0,02 0,02 + 0,02
11-14-17-Eicosatriensaure 0,02 + 0,03 0,02 + 0,02 0,05 + 0,02
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