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EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 1

1. Einleitung und Problemstellung

Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 sind Zivilisationskrankheiten im Kontext des
Metabolischen Syndroms, deren kontinuierlich ansteigende Pravalenz in den westlichen
Industriestaaten neben genetischen Einfliissen zum erheblichen Teil auf
Umweltfaktoren zuriickzufilhren 1ist. Die Insulinresistenz, eine verminderte
Ansprechbarkeit des Korpers auf die Wirkung des Hormons Insulin, ist ein
Kerncharakteristikum des Metabolischen Syndroms. Obwohl Insulin als Bindeglied
zwischen den Erkrankungen bekannt ist, sind die pathophysiologischen Abldufe der
Entstehung einer Insulinresistenz noch weitgehend ungeklért. Bei der Entstehung der
Insulinresistenz spielt die Erndhrung eine entscheidende Rolle. So ist heutzutage
bekannt, dass Didten mit einem hohen Anteil an langkettigen Fettsduren zur Entstehung
der Insulinresistenz beitragen. Bei der Erforschung der Pathogenese der Insulinresistenz
gilt dementsprechend den freien Fettsduren als Mediatoren des Glucose- und
Fettstoffwechsels ein besonderes Interesse. Zur Pravention von Adipositas und Diabetes
mellitus Typ 2 werden Modifikationen der Erndhrung und korperliche Bewegung
gefordert, um dem wachsenden Gesundheitsproblem und den damit verbundenen

Kosten entgegenzuwirken.

Die mit bestimmten Hochfettdidten gefiitterte Ratte, welche nach der mehrwochigen
didtetischen Behandlung durch das Auftreten einer Insulinresistenz und
Triglyceridablagerungen in der Skelettmuskulatur gekennzeichnet ist, ist als Tiermodell
fiir das Metabolische Syndrom anerkannt [1]. Die dabei eingesetzten didtetischen Fette
enthalten ausschlieBlich langkettige Fettsduren. Da nicht alle langkettigen Fettsduren die
gleiche Wirkung bei der Entstehung einer Insulinresistenz ausiiben [2], muss bei der
Applikation der Fettsduren zwischen dem Grad der Séttigung und bei den mehrfach
ungesittigten Fettsduren nach Zuordnung zur ®3- bzw. w6-Familie unterschieden
werden. Insbesondere fiir die langkettigen gesittigten Fettsduren wird eine negative
Wirkung auf die Insulinsensitivitit vermutet [2-6].

Beim genaueren Betrachten der Fettsdurezusammensetzung der Hochfettdidten, die bei
Ratten zur Entstehung einer Insulinresistenz fiithren [2;7], wird ersichtlich, dass die
eingesetzten Nahrungsfette hédufig Pflanzendle mit einem iiberwiegenden Anteil
langkettiger ungesittigter Fettsduren waren. Die ,,Hochfettdidt mit gesittigten

Fettsduren® bei Storlien et al. [2] enthielt beispielsweise 13,6 Gewichtsprozent Talg und
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20,3 Gewichtsprozent Disteldl, so dass die Diét insgesamt lediglich 19 Energieprozent
in Form von gesittigten Fettsduren, jedoch 12 Energieprozent aus einfach ungesittigten
und 28 Energieprozent aus mehrfach ungesittigten langkettigen Fettsduren enthielt. Um
die Bedeutung langkettiger gesittigter Fettsduren bei der Entstehung einer
Insulinresistenz besser charakterisieren zu kdnnen, wurde in der vorliegenden Studie ein
didtetisches Fett eingesetzt, dessen Fettsduremuster zu 75 Gewichtsprozent aus
langkettigen gesittigten Fettsduren bestand. Weiterhin wurde untersucht, ob eine
Substitution dieser langkettigen gesittigten Fettsduren durch mittelkettige gesittigte
Fettsduren der Entstehung einer Insulinresistenz mit den damit einhergehenden
pathophysiologischen Verdnderungen entgegenwirken kann. Dieses Grunddesign der
Studie ermdglicht die Erfassung des Einflusses der Kettenldnge geséttigter Fettsduren
bei Aufnahme von Hochfettdidten auf die Entstehung einer Insulinresistenz sowie die
Untersuchung der pathophysiologisch relevanten systemischen und zelluldren

Verdnderungen bei der Ratte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Hypothese zu priifen, ob eine Substitution von
langkettigen gesittigten Fettsduren durch mittelkettige geséttigte Fettsduren in einer
Hochfettdiit bei Ratten zu einer verminderten Insulinresistenz fiihrt und in wieweit sich
dieses durch eine verdnderte Fettassimilation begriinden ldsst. Hierfiir wurde u.a. (1) die
Expression von putativen Fettsduretransportern im Skelettmuskel und der
Diinndarmmucosa auf transkriptioneller Ebene quantifiziert, (2) das Fettsduremuster der
Triglycerid- und Phospholipifraktionen der Gewebe analysiert, (3) die Anreicherung
einer stabil markierten langkettigen geséttigten Fettsdure in den Geweben nach der
chronischen Applikation mit dem Futter bzw. nach der einmaligen Gabe mit einer
fettreichen Testmahlzeit untersucht, (4) die postprandialen Verldufe von
Plasmametaboliten verifiziert und (5) die Insulinsensitivitit der hochfettgefiitterten

Tiere ermittelt.
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2. Literaturubersicht

Als Zivilisationskrankheiten sind abdominale Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2,
Hypertonie und Dyslipiddmie von groBer sozio6konomischer Bedeutung. Adipositas
und Typ 2-Diabetes sind mit einer verminderten Insulinwirkung (Insulinresistenz)
assoziiert und auch Dyslipiddmien und Hypertonie werden mit einer Insulinresistenz

bzw. einer Hyperinsulindmie in Verbindung gebracht [8-11].

2.1. Adipositas, Diabetes mellitus und das Metabolische Syndrom

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind weltweit iiber eine
Milliarde Erwachsene iibergewichtig, davon 300 Millionen adipds. Die Anzahl der
iibergewichtigen Erwachsenen hat sich in den USA seit 1980 verdreifacht [12]. In
Deutschland sind nach Schitzungen der MONICA-Studie (mulitnational monitoring
trends and deterninants in cardiovascular disease Augsburg) ca. 20 % der Erwachsenen
adipds [13], wobei die direkten und indirekten Kosten der Adipositas auf 5,7 Millionen
Euro geschitzt werden und mit 4,3 % das nationale Gesundheitssystem belasten [14].
Die Klassifizierung von Ubergewicht und Adipositas erfolgt in der Regel iiber den BMI
(body mass index), der als Quotient aus Korpergewicht (kg) und quadrierter
KorpergroBe (m?) berechnet wird. Personen mit einem BMI > 25 kg/m” gelten als
{ibergewichtig, Personen mit einem BMI > 30 kg/m’ als adipds. Ubergewicht und
Adipositas filhren zu systemischen Verdnderungen, welche wiederum in
kardiovaskuldren Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 resultieren konnen. So
sind beispielsweise ungefdhr 90 % der Typ 2-Diabetiker libergewichtig oder adipds
[12].

Neben Adipositas stellt auch Diabetes mellitus Typ 2 (ca. 90 % der diagnostizierten
Diabetesfille) ein wachsendes Gesundheitsproblem dar, wobei zwischen beiden ein
enger Zusammenhang zu bestehen scheint. Die Anzahl der erwachsenen Personen mit
diagnostiziertem Diabetes mellitus betrug nach Angaben der WHO 1985 weltweit
30 Millionen, 1995 135 Millionen und 2000 bereits 177 Millionen. Im Jahr 2025
werden voraussichtlich iiber 300 Millionen Menschen unter Diabetes und deren
Begleiterkrankungen leiden, welches einer Zunahme von 122 % vom Jahr 1995 bis
2025 entspricht [15;16]. In Deutschland lag die Prdvalenz des Typ 2-Diabetes nach
Angaben des statistischen Bundesamtes im Jahr 1998 bei 4,2 % [17]. Das entspricht
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etwa 3,5 Millionen diagnostizierter Patienten. Die Kosten zur Behandlung dieser
chronischen Erkrankung, welche im Rahmen der CORE-2-Studie (Costs of Diabetes in
Europe — Type 2) u.a. in Deutschland ermittelt wurden, lagen 1998 bei
16,1 Mrd. € [18]. Mit 2,6 % wird Diabetes in Deutschland als Todesursache stark
unterschitzt, da viele Todesfille indirekt mit Diabetes in Verbindung stehen. So sterben
beispielsweise 57 % der Ménner und 62 % der Frauen mit einem Typ 2-Diabetes an
kardiovaskuldren Erkrankungen [19], der haufigsten Todesursache in Deutschland,
welches in Deutschland in der Statistik der Todesursachen nicht als Diabetes
klassifiziert wird [20].

Primérpraventionen zur Vermeidung der Entstehung von Adipositas und Diabetes
mellitus Typ 2 werden von der WHO und der IDF (International Diabetes Federation)
gefordert, um der ansteigenden Privalenz entgegenwirken und die nationalen
Gesundheitsbudgets entlasten zu konnen. Zu den mdglichen Primérpraventions-
mafnahmen zédhlen ,,Lifestyle-Modifikationen* wie beispielsweise eine addquate Diit

und eine erhohte physische Aktivitdt [21].

Insgesamt konnen Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, Hypertonie und Dyslipidimien
mit den damit einhergehenden metabolischen Verianderungen unter dem Begriff des
,»Metabolischen Syndroms* zusammengefasst werden, welcher 1923 erstmals
beschrieben und 1988 von Reaven mit dem ,,Syndrom X* betitelt wurde [9]. Aber auch
Synonyme wie das ,,Insulin-Resistenz-Syndrom* [22;23] und das ,,T6dliche Quartett*
[24] sind in der Literatur zu finden. Bislang existieren fiir das Metabolische Syndrom
zwel international akzeptierte Definitionen. Nach Definition der WHO liegt das
Metabolische Syndrom bei einer Person vor, die einen Diabetes mellitus Typ 2, eine
gestorte Glucosetoleranz (impaired glucose tolerance, IGT), erhohte Niichtern-
Glucosewerte (impaired fasting glucose, IFG) oder eine Insulinresistenz aufweisen und
dazu zwei oder mehr der folgenden zusétzlichen Symptome aufweisen [25]:

e Bluthochdruck (> 140/90 mmHg)

* Hyperlipidédmie: erhohte Triglyceridkonzentration (= 1,7 mmol/l, 150 mg/dl)
und/oder erniedrigte HDL-Cholesterolspiegel (Manner < 0,9 mmol/l, 35 mg/dl;
Frauen < 1,0 mmol/l, 39 mg/dl)

e Abdominale Adipositas (Taille/Hiift-Umfang Ménner > 0,90; Frauen > 0,85)
und/oder BMI > 30 kg/m?
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e Mikroalbuminurie (Albuminausscheidung im Urin > 20 pg/min oder Albumin/
Creatinin-Verhiltnis > 30 mg/g)

Die Definition der WHO von 1998 wurde im Nachhinein teilweise kritisiert, weil
beispielsweise eine Mikroalbuminurie bei Nichtdiabetikern ungewohnlich ist [26] oder
der Nachweis einer Insulinresistenz, welche nach der WHO unter
hyperinsulindmischen-euglycdmischen Bedingungen untersucht werden soll, fiir die
Praxis zur epidemiologischen Erfassung des Metabolischen Syndroms nicht praktikabel
ist. Aus diesem Grund verdffentlichte die Expertenkommission des Nationalen
Cholesterol-Bildungsprogramms in Amerika (NCEP) in ihrem dritten ,,adult treatment
panel“ (ATP III) 2001 eine neue, in der Praxis gut akzeptierte Definition (,,working
definition”) des Metabolischen Syndroms [27]. Nach dieser Definition wird bei einer
Person das Metabolische Syndrom diagnostiziert, wenn drei oder mehr der folgenden
Kriterien erfiillt sind:

* Erhohte Niichtern-Plasmaglucosewerte (> 6,1 mmol/l, 110 mg/dl)

* Abdominale Adipositas (Taillenumfang Ménner > 102 cm ; Frauen > 88 cm)

* Hypertriglyceriddmie (> 1,695 mmol/l, 150 mg/dl)

* Erniedrigte HDL-Cholesterolspiegel ( Minner < 1,036 mmol/l, 40 mg/dl;

Frauen < 1,295 mmol/l, 50 mg/dl)

* Bluthochdruck (> 130/85 mmHg)
Bereits die Definitionen des Metabolischen Syndroms zeigen, dass neben einem
gestorten Glucosestoffwechsel, wie er zum Beispiel beim Typ 2-Diabetes auftritt, auch
ein gestorter Fettstoffwechsel von groBBer Bedeutung ist [28]. So sind neben erhdhten
Niichternglucosewerten und einer gestorten Glucosetoleranz auch Abnormalititen des
Lipidstoffwechsels, wie beispielsweise eine Hypertriglyceriddmie und erniedrigte HDL-
Spiegel Diagnosekriterien. Auch eine erhohte postprandiale Triglyceridantwort
(TG response) auf eine standardisierte fettreiche Mahlzeit wird schon haufig im friihen
Stadium des Metabolischen Syndroms detektiert, wenn eine gestorte Glucosetoleranz
noch nicht zu erkennen ist, jedoch bereits erhohte Niichterninsulinspiegel und eine

verminderte Insulinsensitivitit vorliegen [8;29;30].

2.2. Interaktionen des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels

Die Interaktionen des Lipid- und Glucosestoffwechsels werden mafBgeblich durch die

weitreichenden Wirkungen von Insulin vermittelt. Unter normalen Umstdnden wird
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Insulin als Folge auf eine gemischte Mahlzeit - in westlichen Nationen befinden sich
die Menschen durch ihre Mahlzeitenabfolge nahezu ausschlielich im postprandialen
Zustand [1] - von den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln im Pankreas in die
Zirkulation sezerniert. Als anaboles Hormon ist Insulin u.a. fiir die Glucoseaufhahme
und den Glucosemetabolismus, sowie fiir die Fettsdurcaufnahme wund den
Lipidmetabolismus in den Zielgeweben verantwortlich. Abbildung 1 gibt ein
vereinfachtes Schema zur Wirkung von Insulin auf den Lipid- und Kohlenhydrat-

stoffwechsel in den hinsichtlich des Energiewechsels wichtigsten Geweben des Korpers

wieder.
T~ INSULIN _—
(anaboles Hormon)
Leber
Glycogensynthese 1 M uskel

Glycogenolyse |
Gluconeogenese |
Glycolyse 1
FA-Synthese 1

Glc-Aufnahme (GLUT4) 1
Glycolyse 1
Glycogensynthese 1
Glycogenolyse |

Fettgewebe
Glc-Aufnahme (GLUT4) 1
Glycolyse 1

FA-Synthese 1
TG-Synthese 1

Lipolyse |

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema zur Wirkung von Insulin als anaboles Hormon auf
den Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel

Nach der Insulinsekretion als Folge auf eine gemischte Mahlzeit fiihrt Insulin u.a. in der Leber zu einer
verstirkten Glycogensynthese und zu einer Hemmung der Gluconeogenese. Dariiber hinaus wird die
hepatische Glycolyse beschleunigt und vermehrt Fettsduren (FA) synthetisiert. Im Skelettmuskel und
Fettgewebe kommt es durch Insulin zu einer verstirkten Aufnahme von Glucose (Glc) iiber den
insulinabhédngigen Glucosetransporter GLUT 4 und einer Stimulierung ,,Glucose-verbrauchender*
Prozesse (Glycolyse, Glycogensynthese, Fettsduresynthese, Lipogenese) bzw. einer Hemmung ,,Glucose-
bzw. Energie-liefernder Prozesse (Glycogenolyse, Lipolyse), weitere Erlduterungen im Text.

Postprandial stimuliert Insulin u.a. den extrazelluldren Triglyceridabbau iiber eine
Induktion der Lipoproteinlipase (LPL), so dass die aus Lipoproteinen freigesetzten
freien Fettsiuren, ebenso wie die Glucose aus der Nahrung, v.a. vom adipdsen Gewebe
aufgenommen und dort zu Triglyceriden verestert werden. Die Lipoproteinlipase (LPL),

welche v.a. im Kapillarendothel lokalisiert ist, ist fiir die extrazelluldire Hydrolyse von
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Triglyceriden und eine zielgerichtete Fettsdureaufnahme in die extrahepatischen
Gewebe verantwortlich. Die Rate der Fettsdureaufnahme aus der Zirkulation in die
peripheren Gewebe ist proportional zur LPL-Gewebeaktivitdt [31]. Substrate der LPL
sind Triglyceride, welche v.a. liber triglyceridreiche Chylomikronen und VLDL (very
low-density lipotroteins) zu den extrahepatischen Geweben gelangen. Weiterhin
unterdriickt Insulin im Fettgewebe durch die Hemmung der hormonsensitiven Lipase
(HSL) den Abbau von Triglyceriden und die Freisetzung von freien Fettsduren in die
Zirkulation. In der Skelettmuskulatur fiihrt Insulin im postprandialen Zustand neben
einer gesteigerten Glucoseaufnahme zu einer vermehrten Glycogensynthese. Im
Gegensatz zum peripheren Fett- und Muskelgewebe erfolgt die Glucoseaufnahme in die
Leber insulinunabhingig. Im Hepatozyten kommt es als Folge auf eine gemischte
Mahlzeit zu einer vermehrten Glycogensynthese und verminderten Glycogenolyse
sowie parallel zu einer verminderten Gluconeogenese iiber eine Hemmung der Pyruvat-
Carboxylase. Bedingt durch eine beschleunigte Glycolyse, eine Hemmung der
hormonsensitiven Lipase (HSL) sowie eine Aktivierung der Acetyl-CoA-Carboxylase
und Fettsduresynthase erfolgt zudem eine erhohte hepatische Fettsdure- und

Triglyceridsynthese im postprandialen Zustand.

Bei den insulinempfindlichen Geweben (Gewebe, deren Stoffwechsel durch Insulin
direkt beeinflusst wird) sind neben der Leber, dem zentralen Organ im
Intermedidrstoffwechsel, welche wesentlich zur Glucosehomdostase im Organismus
beitrdgt, insbesondere die Muskulatur und das Fettgewebe von Bedeutung, da diese sich
zum einen durch eine insulinabhéngige Glucoseaufnahme auszeichnen und zum anderen
den grofiten Teil der Korpermasse darstellen. Die Skelettmuskulatur ist der Hauptort der
insulinstimulierten Glucoseaufnahme [32]. Beim Muskelgewebe wird dabei zwischen
verschiedenen Muskelfasertypen mit unterschiedlichen Stoffwechselkapazititen
differenziert. Neben den langsamen, aber ausdauernden ,,Typ 1-Fasern® mit einem
hohen Mitochondrien- und Myoglobingehalt gibt es helle ,,Typ 2-Fasern® mit einer
hohen Kontraktions- und Erschlaffungsgeschwindigkeit. Die Typ 1-Fasern zeichnen
sich durch einen oxidativen Stoffwechsel (Fettsdureoxidation) aus. Der rote M. soleus
besteht beispielsweise hauptsidchlich aus diesen langsamen oxidativen Typ 1-Fasern
sowie aus Typ 2a-Fasern mit oxidativer Kapazitit. Der weile Teil des
M. gastrocnemius hingegen enthdlt hauptsidchlich schnelle Typ 2b-Fasern, welche ihre

Energie iiberwiegend aus der Glycolyse gewinnen. In Tierstudien wurde gezeigt, dass
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die Akkumulation von Triglyceriden im Skelettmuskel mit einer verminderten
Insulinsensitivitdt  (peripheren  Glucoseaufnahme) assoziiert ist und dass
hochfettgefiitterte Ratten nach der Entstehung einer hepatischen Insulinresistenz mit
einem erhohten hepatischen Triglyceridausstrom eine muskuldre Insulinresistenz mit
erhohter Triglyceridakkumulation im Muskel entwickelten [2;7;33-35]. Auch in
Humanstudien  konnte  ein  Zusammenhang  zwischen  intramyocelluldren
Triglyceridgehalt und Insulinresistenz nachgewiesen werden [36-38].

Neben der Skelettmuskulatur ist auch das Fettgewebe ein duBlerst stoffwechselaktives
Organ und nicht nur Ort fiir die Triglyceridspeicherung. Dariiber hinaus weisen einzelne
Fettdepots unterschiedliche Stoffwechselaktivititen auf [39;40]. Das intraabdominale
Fettdepot hat einen hohen, das subkutane abdominale Fettdepot einen mittleren und die
glutealen-femoralen Fettdepots einen geringen Triglyceridumsatz [41]. Vague [42]
unterschied bereits 1947 zwischen der androiden und gynoiden Fettverteilung (android:
Fettverteilung in der Abdominalregion, Wortbedeutung (griechisch) ,,Mann®; gynoid:
Fettverteilung in der Hiift- und Oberschenkelregion, Wortbedeutung (griechisch)
»Frau®) beim Menschen und erkannte, dass die androide Fettverteilung mit chronischen
Erkrankungen wie beispielsweise Typ 2-Diabetes und Atherosklerose assoziiert ist [43]
und dies zu einer hoheren Mortalitdt fiihrt [44-46]. Personen mit einer gynoiden
Fettverteilung haben hingegen ein geringeres Risiko. Im Abdomen finden sich u.a.
intraperitoneale und retroperitoneale Fettdepots [47;48]. Die viszeralen Fettdepots
(omental und mesenterisch) sind von besonderem Interesse, da dort freigesetzte freie
Fettsduren direkt iiber die Portalvene in die Leber gelangen und somit den hepatischen
Stoffwechsel unmittelbar beeinflussen konnen [49]. Weiterhin wurde festgestellt, dass
isolierte  viszerale Adipozyten eine hohere Lipolyserate und eine hohere
Stimulierbarkeit durch Katecholamine aufweisen, wohingegen subkutane Adipozyten
effizienter auf die Wirkung von Insulin reagieren [49;50]. Bei Ratten [51], nicht jedoch
beim Menschen [52], wird zudem die hormonsensitive Lipase (HSL) in intra-

abdominalen Adipozyten stirker exprimiert als in subkutanen.

2.3. Insulinresistenz — fettinduzierte Insulinresistenz

Obwohl die breite Symptomatik des Metabolischen Syndroms nicht durch eine einzige
Ursache erklart werden kann, wird eine Hyperinsulinimie im niichternen sowie

postprandialen Zustand als Bindeglied der metabolischen Stérungen vermutet [53] und
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daher die Insulinresistenz als zentrale Hypothese der Pathophysiologie des
Metabolischen Syndroms betrachtet [29]. Eine verminderte Wirkung von Insulin auf die
0.g. Zielorgane ist als eine Insulinresistenz definiert [1] und kann zu schwerwiegenden
Stoffwechselstorungen fiihren. Einen wesentlichen Beitrag zur experimentellen
Erfassung der Insulinwirkung in vivo leisteten de Fronzo et al. [54] mit der Einfithrung
der  Glucose-Clamp-Technik. Die durch eine Insulinresistenz ~ bedingten
Stoffwechselveranderungen der Leber, des Skelettmuskels und des Fettgewebes sind
schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Die jeweiligen Effekte (Pfeile) sind dabei im
Vergleich zu Abbildung 1 (Seite 6) zu verstehen.

INSULIN-
RESISTENZ

/o \

Glc-Output 1

L eber M uskel
Gluconeogenese 1 Glc-Aufnahme |
Glycogensynthese | Glycogensynthese |

Glycolyse |
TG-Synthese 1

Glc-Oxidation |
TG-Akkumulation 1

Fettgewebe:
Glc-Aufnahme |
FFA-Aufnahme (LPL, pp) |
TG-Abbau (HSL, basal) 1

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Folgen einer Insulinresistenz in Leber,

Skelettmuskel und Fettgewebe

Eine Insulinresistenz ist hdufig mit einer Erhohung zirkulierender freier Fettsduren (FFA) assoziiert,
welches im Niichternzustand aus einer verminderten insulinstimulierten Suppression der
hormonsentitiven Lipase (HSL) und einem verstirkten Abbau von Triglyceriden (TG) im Fettgewebe,
sowie im postprandialen Zustand (pp) aus einem verminderten extrazelluliren Abbau von TG resultiert.
Die Leber weist im insulinresistenten Zustand eine verminderte Glycogensynthese und Glycolyse und
eine verstirkte Gluconeogenese auf, infolgedessen bei hochfettgefiitterten Ratten eine erhdhte
hepatischen Freisetzung von Glucose (Gle-Output) nachgewiesen werden konnte [33]. Im Skelettmuskel
kommt es zu einer verminderten Aufnahme von Glucose (Glc) sowie zu einer reduzierten
Glycogensynthese und Glucoseoxidation. Weiterhin ist eine Insulinresistenz mit einer verstirkten
Einlagerung von Triglyceriden (TG) in nicht-adiposem Gewebe (z.B. Skelettmuskulatur und Leber)
gekennzeichnet (weitere Erlduterungen im Text).
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Die pathologischen Veridnderungen einer Insulinresistenz sind nachfolgend am Beispiel
von adipdsen Personen dargestellt, weil Adipositas meistens in Kombination mit einer
Insulinresistenz und dem Metabolischen Syndrom co-existiert [55]. Im Niichternzustand
werden freie Fettsduren durch den Triglyceridabbau in den Adipozyten unter
Beteiligung der cAMP-abhéingigen hormonsensitiven Lipase (HSL) in die Zirkulation
abgegeben, wobei bei adiposen im Vergleich zu nicht-adipdsen Personen, bedingt durch
die erhohte absolute Fettmasse, vermehrt Fettsduren aus dem Fettgewebe in die
Zirkulation abgegeben werden [56]. Daher konnen bereits im friihen Stadium der
Insulinresistenz  haufig erhohte FFA-Niichternspiegel bei adipdsen Personen
nachgewiesen werden [8]. Als Reaktion auf eine gemischte Mahlzeit kann bei adipdsen
Personen, bedingt durch eine Hemmung der Lipoproteinlipase (LPL), ein verminderter
extrazelluldrer Abbau von Triglyceriden stattfinden, d.h. die Triglycerid-Clearance
kann bei diesen Personen ,,insulin-resistent” sein, wodurch als Charakteristikum eine
erhohte postprandiale Lipiddmie (v.a. Triglyceride) auftritt [57]. Diese spiegelt sich in
einem verldngerten Vorhandensein von didtetischen Fettsduren in der Zirkulation wider
[58] und resultiert in einer vermehrten Aufnahme dieser Fettsduren in andere Gewebe,
wie beispielsweise Leber und Skelettmuskulatur, wo diese letztendlich in Form von
Triglyceriden akkumulieren. Weiterhin sind adipdse verglichen mit nicht-adipdsen
Personen nicht in der Lage, den Fettsdureausstrom aus dem Fettgewebe im
postprandialen Zustand zu unterdriicken, da die Hemmung der HSL im Fettgewebe
durch Insulin nicht oder ungeniigend erfolgt [57]. Neben der erhohten
Triglyceridakkumulation in der Skelettmuskulatur kommt es im insulinresistenten
Muskel zu einer reduzierten =zelluliren Glucoseaufnahme, einer reduzierten
Glycogensynthese und einer verminderten Glucoseoxidation. Die
molekularbiologischen Mechanismen der reduzierten zelluliren Glucoseaufnahme
werden in Kapitel 2.5.1. detaillierter beschrieben. In der Leber kommt es im
insulinresistenten Zustand zu einer vermehrten Gluconeogenese, einer verminderten
Glycogensynthese und einer verminderten Glycolyse, welches sich, zumindest im
Rattenmodell der fettinduzierten Insulinresistenz [33], in einem gesteigerten
Glucoseausstrom dullert. Der erhohte Fluss von freien Fettsduren zur Leber fiihrt
dariiber hinaus zu einer gesteigerten hepatischen Triglyceridsynthese [59]. Weiterhin
kommt es — zusitzlich bedingt durch einen verminderten hepatischen Abbau von

Apolipoprotein B — zu einer Uberproduktion von triglyceridreichen VLDL-Patikeln,
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welche in der Zirkulation zu einem vermehrten Vorkommen von atherogenen kleinen,
dichten LDL-Partikeln (low density lipoprotein) fiihren [60;61].

Wihrend bei der Einfiihrung des Konzepts der Insulinresistenz hauptsédchlich Stérungen
des Glucosestoffwechsels betrachtet wurden, trat spiter vermehrt das Fettgewebe und
der Fettstoffwechsel in den Mittelpunkt der Betrachtung [22;28;47;62]. Die starke
Assoziation zwischen abdominaler (zentraler) Adipositas und Insulinresistenz und die
Tatsache, dass viele adipdse Personen erhohte Plasmaspiegel von freien Fettsduren und
Triglyceriden aufweisen, unterstiitzt diese Uberlegung [40]. Allerdings ist der kausale
Zusammenhang zwischen Abnormalititen des Lipidstoffwechsels und einer
verminderten Insulinsensitivitdt nicht eindeutig gekliart. Humanexperimente [63-65] und
Studien mit Ratten [66-69] haben gezeigt, dass akute Infusionen von Triglyceriden —
meist in Kombination mit Heparin, welches die LPL aktiviert und zur Erh6hung der
FFA-Spiegel im Plasma fiihrt — im euglycdmischen oder hyperinsulinimischen
euglycdmischen  Clamp nach einigen Stunden zu einer reduzierten
Gesamtkorperglucoseauftnahme — als Charakteristikum der Insulinresistenz — fiihren.
Allerdings ist diese durch transient erhohte FFA-Plasmaspiegel reduzierte
Gesamtkorperglucoseaufnahme noch nicht als pathophysiologisch einzustufen. So
zeigten Dbeispielsweise Boden et al. [63] bei gesunden Probanden unter
hyperglycdmischen Bedingungen, dass eine durch Lipidinfusion anfinglich induzierte
Insulinresistenz nach 48 Stunden, wahrscheinlich bedingt durch eine vermehrte
Insulinsekretion, kompensiert werden konnte.

Im Zusammenhang mit einer fettinduzierten Insulinresistenz ist neben der durch akute
Lipid-/Hepatininfusionen beschriebene transiente Insulinresistenz auch eine durch
Mahlzeiten induzierte Insulinresistenz beschrieben worden. So flihrt die mehrwochige
Fiitterung von Hochfettdidten bei Ratten zur Entstehung einer Insulinresistenz
[2;7;34;70;71]. Hierbei scheint eher die Art der eingesetzten Fettsduren als die Menge
des verabreichten Fettes von Bedeutung zu sein. Storlien et al. [2] untersuchten mit
Hilfe der Gesamtkorperglucoseaufnahme  wihrend eines  euglycdmischen-
hyperinsulindmischen Clamps die Insulinsensitivitit bei Ratten nach 30-tdgiger
Fiitterung von Hochfettdidten. Die Hochfettdidten unterschieden sich im Grad der
Séttigung (geséttigt, einfach ungesittigt, mehrfach ungesittigt) und der Position der
Doppelbindungen (-3, ®-6, ®-9) der enthaltenen Fettsduren. Gesittigte (Talg und
Distel6l), einfach ungesittigte ®-9 (Olivendl) und mehrfach ungesittigte m-6 (Disteldl)

Fettsduren fiihrten zur Ausbildung einer Insulinresistenz. Die Substitution der mehrfach
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ungesdttigten ©-6 Fettsduren durch 11 9% mehrfach ungesittigte langkettige
®-3 Fettsduren aus Fischdl hingegen fiihrte zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitdt. Die Substitution der mehrfach ungeséttigten -6 Fettsduren durch
kiirzerkettige ®-3 Fettsduren (a-Linolensdure, 18:3 ®-3) fiihrte dagegen zu keiner
verbesserten Insulinwirkung, jedoch zu einer kompletten priaventiven Wirkung bei der
gesittigten Fettsdure-Didt [2;72]. Der durchschlagende Effekt der Fischol-
supplemetation bei hochfettgefiitterten Ratten konnte in Humanstudien hingegen nicht
iiberzeugend bestdtigt werden [73-75].

Kraegen et al. [7] untersuchten die gewebespezifische Entstehung der Insulinresistenz
nach der 3-tdgigen bzw. 3-wochigen Fiitterung einer Hochfettdidt (im Gegensatz zu
einer starkereichen Didt) bei erwachsenen Wistar-Ratten. Drei Tage und 3 Wochen nach
der Fiitterung der Hochfettdidt konnte in einem hyperinsulinimischen-euglycédmischen
Clamp eine fehlende Hemmung des physiologisch durch Insulin supprimierten
hepatischen Gucoseoutputs bei den Ratten nachgewiesen werden. Eine eingeschrénkte
insulinvermittelte periphere Glucoseaufnahme in den Skelettmuskel war hingegen erst
nach 3 Wochen nachweisbar. Uber die Aufnahme von 2-Desoxyglucose, einem nicht-
metabolisierbaren Glucosederivat, konnten die Autoren dariiber hinaus zeigen, dass das
Fettgewebe - nicht jedoch das Muskelgewebe - nach 3 Tagen eine reduzierte
Glucoseaufnahme, d.h. eine verminderte Insulinsensitivitdt, aufwies. Auch eine
Akkumulation von Triglyceriden im Skelettmuskel der Tiere war erst nach 3 Wochen
nachzuweisen. Zusammenfassend stellten die Autoren fest, dass die Fiitterung von
Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren zur Induktion einer Insulinresistenz fiihrt,
welche zuerst in der Leber und dem Fettgewebe und erst dann im Skelettmuskel
nachweisbar ist, wobei die Verdnderungen im Skelettmuskel mit einer
Triglyceridakkumulation einhergehen [7]. Auf die pathophysiologischen Interaktionen
zwischen langkettigen freien Fettsduren, Glucosestoffwechsel und Insulinresistenz wird

im folgenden Kapitel detaillierter eingegangen.

2.4. Langkettige Fettsauren und die Pathogenese der
Insulinresistenz
Freien Fettsduren (FFA) wird heute eine zentrale Rolle bei der Entstehung der

Insulinresistenz beigemessen. So zeigen Humanstudien, dass (a) viele adipdse Personen

erhohte Plasmaspiegel von FFA haben und (b) akut sowie (c) chronisch erhéhte FFA-
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Plasmaspiegel zur Ausbildung einer Insulinresistenz fithren [9;63-65;76;77]. Zudem
bewirkte eine 12-stiindige Senkung der erhdhten FFA-Plasmaspiegel bei adipdsen
Personen eine Normalisierung der Insulinsensitivitit und bei adiposen Typ 2-
Diabetikern eine verbesserte Insulinsensitivitit [78]. Boden et al. [65] konnten zeigen,
dass transient erhohte FFA-Plasmaspiegel (< 2 h) die periphere Glucoseaufnahme, die
Glycogensynthese und die Glycolyse bei Diabetespatienten hemmt. Roden et al. [64]
detektierten zusitzlich zu einer — durch transient erhohte FFA-Spiegel (< 3 h) —
reduzierten Gesamtkorperglucoseaufnahme eine erniedrigte Glucoseoxidation und eine
reduzierte Glycogensynthese im Muskel von gesunden Probanden. Auch im
Rattenexperiment ~ konnte  nach  einer  Triglycerid-/Heparininfusion  eine
fettsdureinduzierte Hemmung der insulinstimulierten Glucoseaufnahme und eine

Reduktion der insulinvermittelten Glycogensynthese nachgewiesen werden [68].

Obwohl transient und kontinuierlich erhohte Plasmaspiegel von FFA zur peripheren
Insulinresistenz fithren, konnen allerdings viele Personen dieses durch einer erhdhte
Insulinsekretion kompensieren. Boden et al. [76] vermuten, dass freie Fettsduren zu
30 - 50 % die basale Insulinsekretion stimulieren und somit die glucosestimulierte
Insulinsekretion unterstiitzen. Diese insulinstimulierende Wirkung der freien Fettsdauren
fiihrt dazu, dass die Mehrzahl der {ibergewichtigen Personen trotz einer Insulinresistenz
keinen Diabetes mellitus Typ 2 entwickeln, sondern lediglich Personen mit einer

genetischen Pridisposition fiir diese Erkrankung [79].

Zur Bedeutung der Fettsduren bei der Entstehung einer Insulinresistenz, insbesondere
im Skelettmuskel (periphere Insulinsresistenz) und in der Leber (hepatische
Insulinresistenz), werden verschiedene Mechanismen postuliert. Neben dem ,,Glucose-
Fettsdure-Zyklus*“ von Randle [80], der nur bedingte Giiltigkeit besitzt (siche Kapitel
2.4.1.), wurden insbesondere von der Arbeitsgruppe Kraegen et al. [66] zelluldre
Mechanismen postuliert (siche Kapitel 2.4.2.), welche zur Entschliisselung der

Pathogenese einer Insulinresistenz beitragen kdnnten.

24.1. Randle-Zyklus

Der Einfluss freier Fettsduren auf den Glucosestoffwechsel scheint hinreichend belegt.

Interaktionen zwischen Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel wurden bereits 1963 von
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Randle et al. [80] am isolierten perfundierten Rattenherzen und am Zwerchfell der Ratte
untersucht und als sogenannter ,,Glucose-Fettsdure-Zyklus* beschrieben. Die von den
Autoren aufgestellte Hypothese lautete, dass die erhohte Verfligbarkeit und Oxidation
von freien Fettsduren die Glucoseoxidation und damit die Glucoseaufnahme in
Muskelzellen hemmt. Diese Hypothese beruht auf einer Substratkompetition, bei
welcher die Metabolite einer erhohten Fettsdureoxidation die 6-Phosphofructokinase,
die Hexokinase und die Pyruvatdehydrogenase hemmen. Durch die erhohte Acetyl-
CoA-Konzentration soll (a) die Pyruvatdehydrogenase phosphoryliert und damit
inhibiert werden und (b) iiber den Citratzyklus eine erhohte Citratproduktion bewirkt
werden, welche allosterisch die Aktivitit der 6-Phosphofructokinase hemmen soll.
Daraus soll eine erhohte Glucose-6-Phosphatkonzentration resultieren, welche die
Hexokinase hemmen und somit zu einem erhohten intrazelluliren Glucoseanstieg
beitragen, welcher wiederum die Glucoseaufnahme in die Muskelzellen hemmen soll
[80-82].

Die von Randle [80] aufgestellte Hypothese wurde in spdteren Studien teilweise
bestitigt, allerdings stehen auch Studienergebnisse im Widerspruch zu der Hypothese,
so dass insgesamt die von Randle [80] aufgestellte Hypothese heute lediglich bedingte
Giltigkeit besitzt. Hirabara et al. [83] zeigten im isolierten M. soleus von Wistar-
Ratten, dass die Inkubation physiologischer Konzentrationen Palmitat (50 und 100 uM)
in Kombination mit Insulin (10 mU/ml) die insulinstimulierte Glycogensynthese akut
erhohte und die Glycolyse hemmte. Im scheinbaren Widerspruch zur Randle-Hypothese
steht allerdings, dass trotz einer gehemmten Glycolyse keine verminderte
Glucoseautnahme in den isolierten M. soleus der Ratten erfolgte [83].

Auch in Rattenstudien konnte in vivo, beispielsweise von Kim et al. [84], gezeigt
werden, dass die Fiitterung einer Hochfettdidt anfdnglich zu einer durch Insulin
stimulierten Glycogensynthese und erhohten Konzentration von Glucose-6-Phosphat
und einer reduzierten Glycolyse im Skelettmuskel fiihrte. Zudem war nach 2-wochiger
Fiitterung eine reduzierte insulinvermittelte Glucoseaufnahme in die Skelettmuskulatur
der Ratten nachweisbar. Die durch die Hochfettfiitterung oder durch Lipidinfusionen
anfanglich stimulierte Glycogensynthese nimmt allerdings im Laufe der Zeit ab
[7;82;84;85]. In einer Studie mit hochfettgefiitterten Ratten fiihrte dariiber hinaus die
akute pharmakologische Inhibition der Fettsdureoxidation mit Etomoxir, einem
spezifischen Hemmer der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (CPT1), dem Schliisselenzym

des LCFA-CoA-Transports ins Mitochondrium [86], zu einer verbesserten
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Insulinwirkung im Sinne einer erhéhten Glucoseaufnahme in den Skelettmuskel, hatte
jedoch keinen Effekt auf die verringerte insulinstimulierte Glycogensynthese und die
erniedrigte Aktivitdt der Glycogensynthase im Skelettmuskel der Tiere [33].

Es scheint gesichert, dass erhohte Plasmaspiegel von FFA innerhalb kiirzester Zeit die
Kohlenhydratoxidation hemmen. Ob dies jedoch die zellulire Glucoseaufnahme
beeinflusst und primér zur Induktion einer Insulinresistenz beitrigt, wird angezweifelt.
In einigen Studien konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die insulinstimulierte
Glucoseaufnahme  fiir  Stunden  unbeeinflusst  blieb, auch wenn  die
Kohlenhydratoxidation bereits maximal inhibiert war bzw. dass die Triglycerid-
/Heparininfusion iiber mindestens 3 Stunden infundiert werden musste, bevor eine

fettinduzierte Hemmung der Gesamtkorperglucoseaufnahme auftrat [64;65;77;85;87].

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Annnahme, dass neben dem Randlezyklus noch
weitere Effekte existieren, iiber welche ein erhdhtes Angebot von freien Fettsduren zur
Entstehung der Insulinresistenz beitragen konnte. Roden et al. [64] fanden bei gesunden
Probanden nach einer akuten Lipid-/Heparininfusion neben einer reduzierten
Gesamtglucoseaufnahme, eine reduzierte Glucoseoxidation und eine reduzierte
Glycogensynthese, jedoch - im Gegensatz zur Annahme von Randle - einen geringeren
Anstieg der Glucose-6-Phosphatkonzentration im Muskel der Probanden, im Vergleich
zu einer Glycerolinfusion. Aufgrund dieser Ergebnisse stellten die Autoren die
Hypothese auf, dass der von Randle postulierte Mechanismus der Hexokinasehemmung
infolge einer Glucose-6-Phosphatanreicherung im Muskel nicht zutrifft und stattdessen
eine hemmende Wirkung der FFA auf den Glucosetransport und/oder die
Glucosephosphorylierung wahrscheinlich ist [64]. Dresner et al. [88] demonstrierten
dariiber hinaus in humanen Muskelbiopsieproben nach einer 5-stiindigen Lipid-
/Heparininfusion mit anschlieBendem hyperinsulindmischen-euglycdmischen Clamp
neben einem verminderten Glucose-6-Phosphatanstieg eine erniedrigte intrazelluldre
Glucosekonzentration, welche darauf hindeutet, dass die Glucoseaufnahme und nicht
die Phosphorylierung von Glucose den zentralen Schritt darstellt, iber welchen freie

Fettsduren den Glucosestoffwechsel beeinflussen.

Dass nicht nur Fettsduren einen Einfluss auf den Glucosestoffwechsel ausiiben, sondern
auch vice versa eine erhohte Glucoseverfiigbarkeit und -oxidation die Lipidoxidation

hemmt, wurde von Wolfe und seinen Mitarbeitern als ,,reverser Glucose-Fettsdure-
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Zyklus® bezeichnet [89;90]. So wurde beispielsweise gezeigt, dass eine chronische
Glucoseinfusion, die einen 3-fach erhohten basalen Glucoseturnover erzeugte, zu einer
Insulinresistenz fiihrte, wobei die Konzentration an Malonyl-CoA, einem Inhibitor der
Fettsdureoxidation, anstieg und in Folge dessen ein erhohter Gehalt an Triglyceriden

und freien Fettsduren im Skelettmuskel und der Leber der Ratten auftrat [90-92].

2.4.2. Zellulare Mechanismen zur Entstehung der Insulinresistenz
Die kausale Beziehung zwischen Stérungen des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels
ist noch nicht gekliart. Die Akkumulation von Triglyceriden im Skelettmuskel bei
hochfettgefiitterten Ratten konnte, iiber bislang noch nicht vollstindig bekannte
Mechanismen, in die u.a. aus Triglyceriden freigesetzte Fettsduren und deren aktivierte
Derivate (Acyl-CoA) involviert sind [70], zu einer Einschrinkung der
insulinstimulierten Glucoseaufnahme in den Skelettmuskel fithren [7;33;34;93]. So war
die bei Ratten wihrend eines hyperinsulindmischen Clamps nach 3 - 5 Stunden oder die
durch  Hochfettdidten induzierte Insulinresistenz nicht nur mit erhohten
Triglyceridkonzentrationen, sondern auch mit erhohten Gehalten an langkettigen Acyl-
CoA (LCFA-CoA) im Skelettmuskel vergesellschaftet [33;34;69;70;94]. Auch bei einer
durch chronische Glucoseinfusionen erzeugten Insulinresistenz kam es zu einer LCFA-
CoA-Akkumulation im Muskel, die wahrscheinlich durch eine Malonyl-CoA-bedingte
Hemmung der Carnitinpalmitoyltransferase 1 ausgelost wurde [92;95]. Dariiber hinaus
erhohte eine durch Etomoxir gehemmte Fettsdureoxidation die Glucoseaufnahme in den
oxidativen und glykolytischen Muskel bei hochfettgefiitterten insulinresistenten Ratten
[33].
Faktoren, die zur Fettanreicherung im Muskel fiihren konnten, wiren eine erhohte
Aufnahme von Fettsduren in die Muskelzelle bei erhohtem basalen Plasmaspiegel von
freien Fettsduren oder postprandial erhohten Triglyceridspiegeln und/oder eine
eingeschrinkte muskuldre Fettsdureoxidation. Mechanismen iiber welche eine
muskulidre Fettakkumulation die Insulinsensitivitdt des Muskels beeinflussen konnte,
sind nach Kraegen et al. [1;66]:

¢ eine reduzierte Glucoseoxidation, welche nach Randle durch die mitochondriale

Fettsdureoxidation beeinflusst wird (siche Kapitel 2.4.1.)
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* ecine erhohte Konzentration langkettiger aktivierter Fettsduren (LCFA-CoA),
welche tiber eine verdnderte Substratverfligbarkeit und allosterische Regulation
Enzymaktivititen beeinflussen konnten

» eine erhdhte Konzentration von Malonyl-CoA, welches iiber eine Hemmung der
CPT1 die mitochondriale Aufnahme von LCFA-CoA inhibiert

e eine erhohte Konzentration von weiteren Fettsduremetaboliten, welche die
intrazelluldre Insulinsignalkaskade (siehe Kapitel 2.5.1.) beeinflussen konnten,
wie z.B. Diacylglycerol (DAG), welches iiber eine Aktivierung der
Proteinkinase K (PCK) die Insulinsignalkaskade beeinflusst, oder Ceramide,
welche die Proteinkinase B (PKB) und die Glycogensynthese hemmen

e eine durch Fettsduren oder Fettsduremetabolite verdnderte Genexpression
(siehe Kapitel 2.5.2.)

e oder humorale Signale

Ein verminderter Gehalt an langkettigen mehrfach ungeséttigten w3-Fettsduren
(20:5 und 22:6) in der Phospholipidfraktion der Gewebe konnte ebenfalls zur
Entstehung einer Insulinresistenz durch Hochfettdidten beitragen, denn die Addition
von Fischodlen zu einer Insulinresistenz-induzierenden Hochfettdidt fithrte in der Studie
von Storlien et al. [2] zu einem hdheren Gehalt dieser langkettigen mehrfach
ungesittigten ®3-Fettsduren in der Phospholipidfraktion der roten oxidativen
Muskulatur (M. soleus und M. quadriceps), welches wiederum eng mit einer hoheren
Insulinsensitivitit der Ratten, d.h. einer erhohten insulinstimulierten Glucose-

metabolisierung korreliert war.

Da bei mit Hochfettdidten gefiitterten, verglichen mit stirkereich gefiitterten, Ratten
neben einer erhohten muskuldren Triglyceridakkumulation auch eine erhohte hepatische
Triglyceridkonzentration nachzuweisen ist [96], konnte auch in der Leber ein erhohter
Gehalt an Fettsduren oder deren Derivaten zur hepatischen Insulinresistenz beitragen.
Zum einen ist bekannt, dass Fettsduren zu einer verminderten hepatischen
Insulinclearance [97] fiihren. Zum anderen haben in vitro-Studien gezeigt, dass freie
Fettsduren die hepatische Gluconeogenese stimulieren [98-100]. Beziiglich der
hepatischen Glucosefreisetzung (HGP, hepatic glucose production/output) besteht
allerdings kein einheitliches Bild. Eine erhohte Glucoseproduktion der Leber infolge

einer fehlenden Supprimierung der Gluconeogenese wird wahrscheinlich durch die
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fettsdurestimulierte  Insulinsekretion und damit durch eine insulinstimulierte
Suppression der Glycogenolyse weitestgehend kompensiert [79;101], so dass der
hepatische Glucoseausstrom beim Menschen unverdndert bleibt. Bei Hochfettdiit-
gefiitterten insulinresistenten Ratten kommt es hingegen nach 3 Wochen zu einer
eingeschriankten insulininduzierten Suppression des hepatischen Glucoseausstroms
[7;33]. Um zu testen, ob eine Hemmung der Fettsdureoxidation den hepatischen
Glucoseoutput iiber eine Reduktion der Gluconeogenese reduziert, wurde
hochfettgefiitterten insulinresistenten Ratten Etomoxir injiziert [33]. Entgegen den
Erwartungen konnte keine Hemmung der HGP beobachtet werden. Allerdings kam es
wihrend der Etomoxirbehandlung zu einer 48-prozentigen Depletion der hepatischen
Glycogenspeicher [33]. Auch in Humanstudien mit Typ 2-Diabetikern schlug der
Versuch fehl, durch eine Hemmung der Gluconeogenese mit Ethanol die HGP zu
reduzieren [102]. Diese Befunde legen nahe, dass eine erhohte hepatische
Glycogenolyse also ebenfalls zu der durch FFA inhibierten insulinvermittelten

Suppression der hepatischen Glucoseproduktion beitragt [33;103].

Neben einer erhohten zelluldren Fettsdureaufnahme kann ein verdnderter intrazelluldrer
Lipidmetabolismus zur Fettanreicherung in Leber und Muskel fiihren. In Abbildung 3
ist der zelluldre Lipidmetabolismus vereinfacht dargestellt. Bei der zelluldren Aufnahme
von Fettsduren aus der Zirkulation wird neben der passiven Diffusion ein
proteinvermittelter Transportmechanismus, insbesondere fiir langkettige Fettsduren,
diskutiert (siehe Kapitel 2.4.3.). Im Cytoplasma der Zellen konnen die langkettigen
Fettsduren durch cytosolische Acyl-CoA-Synthetasen in LCFA-CoA iiberfiihrt werden,
die dann zu Mono-, Di- und Triglyceriden verestert, in Membranphospholipide
eingebaut oder mit Hilfe der Carnitinpalmitoyltransferase 1 und 2 (CPT1 und 2) ins
Mitochondrium transportiert und {iiber die p-Oxidation zur Energiegewinnung
herangezogen werden [104]. Der Transport der langkettigen Fettsduren durch die
Mitochondrienmembran ist der limitierende Schritt der Fettsdureoxidation. Eine erhdhte
Konzentration von Malonyl-CoA hemmt die CPT1 und fiihrt nachfolgend zu einer
reduzierten Fettsdureoxidation [105;106]. Neben der mitochondrialen $-Oxidation tragt
die B-Oxidation tiber die Acyl-CoA-Oxidase (AOX) in den Peroxisomen bis zu 20 %
zur Oxidation von Fettsduren bei, insbesondere von langkettigen mehrfach

ungesittigten Fettsduren [107].
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema des zelluliren Fettsduremetabolismus

Fettsduren (FA) konnen durch passive Diffusion oder mit Hilfe von putativen Fettsduretransportern in die
Zelle aufgenommen werden und dort in verschiedene Stoffwechselwege einmiinden (intracellular
trafficking). Fettsdurebindende Proteine (FABP) bzw. Acyl-CoA-bindende Proteine (ACBP) fungieren als
Puffer im Cytoplasma der Zelle. Am endoplasmatischen Retikulum (ER) erfolgt die Synthese von
Triglyceriden (TG) und Phospholipiden (PL). Uber das Carnitinpalmitoyltransferasesystem (CPT)
gelangen aktivierte Fettsduren fiir die B-Oxidation in das Mitochondrium. Eine erhohte Malonyl-CoA-
Konzentration hemmt diesen Transportprozess. Auch in den Peroxisomen erfolgt die Fettsdureoxidation,
vornehmlich langkettiger ungeséttigter Fettsduren (PUFA), weitere Erlduterungen im Text.

2.4.3. Exkurs-—putative fettsdur etransportier ende/-bindende Proteine

Da eine verstirkte Aufnahme von langkettigen Fettsduren in die Skelettmuskulatur zu
einer muskuldren Triglyceridakkumulation fiihren kann und diese stark mit der
Entstehung einer Insulinresistenz assoziiert ist (vgl. vorheriges Kapitel), soll im
folgenden Exkurs die proteinvermittelte zellulire Aufnahme von Fettsduren néher
beschrieben werden, um das Konzept der (putativen) fettsduretransportierenden/
-bindenden Proteine zu erldutern.

Die Aufnahme von Fettsduren in die Zelle erfolgt durch passive Diffusion und einen

proteinvermittelten Prozess. Inwieweit Fettsduren ausschlieBlich iiber passive Diffusion,
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die Phospholipdmembranen durchdringen [108;109] bzw. inwieweit fettsidure-
transportierende Proteine in die Regulation der Fettsdureaufnahme involviert sind, ist
Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen. Die geringe Ldslichkeit von Fettsduren in
wiéssrigem Milieu und die hohe Affinitdit der fettsdurebindenden und putativen
fettsduretransportierenden Proteine zu Fettsduren [110;111] fithrte zu der Hypothese
einer proteinvermittelten  zelluldren Fettsdureaufnahme. Zu den putativen
Fettsduretransportern zdhlen die Fettsduretranslokase (fatty acid translocase,
FAT/CD36), das in der Plasmamembran lokalisierte fettsiurebindende Protein (fatty
acid binding protein, FABP,;) und die fettsduretransportierenden Proteine (fatty acid
transport proteins, FATP). Aber auch das cytosolische fettsdurebindende Protein
(FABP.) kann in den Aufnahmeprozess der Fettsduren involviert sein, indem es
intrazelluldr eine schnelle Desorption der an die Phospholipidmembran adsorbierten
Fettsduren ermoglicht und gleichzeitig die Konzentration an freien Fettsduren im
Cytosol niedrig hilt und den Transfer von Fettsduren zu den Orten der weiteren
Fettsdureassimilation vermittelt [112].

Die Aufnahmekinetik von Fettsduren in Hepatozyten, Adipozyten, intestinale
Mucosazellen, Cardiomyozyten und  Skelettmuskel-Myozyten  weist einen
konzentrationsabhidngigen Verlauf auf, welcher nach einer steil linearen Anfangsphase
nach unten von der Linearitdt abweicht (Séttigung), um dann wieder in einem linearen
Anstieg mit geringer Steigung {iiberzugehen, so dass eine proteinvermittelte
Fettsdureaufnahme vermutet werden kann [110;113-117]. Die Hypothese einer
,Carrier-vermittelten Diffusion vertreten auch Abumrad et al. [118], da weitere
Befunde fiir einen proteinvermittelten Fettsdureaufnahmeprozess sprechen. Diese
umfassen neben der kompetiviven Hemmung der Fettsduren beim Aufnahmeprozess
[119], die Hemmung der Fettsdureaufnahme durch Applikation spezifischer Antikorper,
durch Inhibitoren von Anionenaustauschprozessen oder durch vorherige partielle
Proteinverdauung der Zellen [118;120-122]. Die Uberexpression von putativen
fettsduretransportierenden Proteinen (gain-of-function-Modelle) zeigte dariiber hinaus in
verschiedenen Zelltypen eine erhohte Fettsdureaufnahme [112]. An loss-of-function
(Gen-knockout)-Modellen ldsst sich die Beteiligung des proteinvermittelten
Fettsduretransports in peripheren Zielzellen ebenfalls zeigen. FAT/CD36-deletierte
Maiduse weisen Dbeispielsweise erhohte Plasmaspiegel von freien Fettsduren,
Triglyceriden und Cholesterol sowie eine eingeschrinkte Fettsdureaufnahme in das

Fettgewebe und die Herz- sowie Skelettmuskulatur bei einer normalen
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Fettsdureaufnahme in die Leber und die intestinale Mucosa auf [123;124]. Auch beim
Menschen sind bestimmte Polymorphismen des FATP1-Gens, welches hauptsidchlich
im Muskel- und Fettgewebe exprimiert wird, mit Storungen des Fettstoffwechsels, wie
z.B. einer erhohten postprandialen Lipiddmie mit erhohten Triglyceridspiegeln und
kleinen dichten LDL-Partikeln assoziiert [125].

FAT/CD36 ist ein ca. 80-kD groBes intergrales Membranprotein, welches
wahrscheinlich zwei Transmembrandoménen, kurze N- und T-terminale intrazelluldre
Dominen und eine extrazellulire glycosylierte Schleife aufweist [126;127].
Wabhrscheinlich beschleunigt FAT/CD36 die Fettsduredissoziation von Albumin und
erleichtert die Diffusion iber einen sog. flip-flop-Mechanismus [110].
Interessanterweise weist FAT/CD36 Homologien zum Lipoproteinrezeptor SR-B1
(scavenger receptor B1) auf [128], der bevorzugt oxidierte LDL-Partikel bindet [129].
FAT/CD36 wird in Geweben mit hoher Fettassimilation (Fett-, Muskelgewebe, Herz
und Intestinum) nicht jedoch in Geweben mit geringer oder keiner Fettsdureoxidation
(z.B. Gehirn) exprimiert [118;127]. Im Muskelgewebe dominiert die Expression in den
roten oxidativen Fasern und Muskelkontraktionen erhéhen die FAT/CD36-Expression
[130]. Dariiber hinaus kann Insulin die Translokation von FAT/CD36 an die
Zelloberflache beeinflussen [131].

FABP,, ist ein ca. 40-kD grofles Protein, welches wahrscheinlich peripher an der
AuBlenseite der Zellmembran mit einem hydrophoben Schwanz in der Membran
verankert ist [122;132]. Durch den Einsatz von Antikérpern gegen FABPpm konnte
eine bis zu 67-prozentige Reduktion der Fettsdureaufnahme in verschiedenen
Zellentypen, wie beispielsweise Cardiomyozyten, Skelettmuskel-Myozyten, intestinalen
Mucosazellen und Adipozyten, hervorgerufen werden [114-116;120;122]. Aufgrund der
hohen Affinitdit zu (langkettigen) Fettsduren wird vermutet, dass FABP,
wahrscheinlich die Fettsduredissoziation von Albumin und damit die Diffusion von
Fettsduren durch die Phospholipidmembran erleichtert [110].

Fettsduretransportierende Proteine (FATP) sind ca. 63-kD grofle Membran-assoziierte
Proteine, die entgehen vorherigen Vorstellungen [133] wahrscheinlich lediglich eine
Tranmembrandoméine aufweisen [134]. Die Molekiile sind iiberwiegend zur
cytoplasmatischen Seite ausgerichtet, weisen zwei Membranschleifen im inneren Blatt
der Zellmembran auf und besitzen einen hochkonservierten, nicht-membranassoziierten
Bereich mit einer AMP-Bindungsstelle [134], iiber die wahrscheinlich die
Enzymaktivitit der Proteine — eine Acyl-CoA-Synthetase (ACS)-Aktivitdt — vermittelt
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ist [110;135]. Durch diese ACS-Aktivitit sind FATP in der Lage, insbesondere
Fettsduren der Kettenlinge C16 bis C24 zu aktivieren [116;119;136]. Der kurze N-
terminale Bereich liegt auflerhalb der Membran und ist variabel. Dies konnte darauf
hindeuten, dass so iiber spezifische Signale eine differenzierte subzelluldre Verteilung
der FATP zu der Plasmamembran, den Peroxisomen und dem endoplasmatischen
Retikulum ermdglicht wird [110;137]. Insbesondere die ACS-Aktivitit und die
anschliefende Abgabe der aktivierten Fettsduren an cytosolische Acyl-CoA-bindende
Proteine (ACBP) begiinstigt wahrscheinlich den Fettsdureeinstrom in die Zellen
[110;138].

In Abbildung 4 ist ein hypothetisches Modell zur Beteiligung von fettsdure-
transportierenden und -bindenden Proteinen bei der Fettsdureautnahme in eukaryotische

Zellen dargestellt [139].

interstitial space

E (e

E'.-u.l'l.-ﬁ\I

cyioplasm

ACEP Acyl-Coa =%

¥
{ 1 signal
acylation oxidation  esterification transciuction

Abbildung 4: Hypothetisches Modell zur Beteiligung von fettsduretransportierenden

und -bindenden Proteinen bei der Fettsdureaufnahme in eukaryotische Zellen

Nach der Dissoziation der FA von Albumin konnen diese iiber passive Diffusion oder einen erleichterten
Transportmechanismus mit Hilfe von membranstindigen Proteinen (FATP, FABPpm, FAT/CD36) in das
Cytoplasma der Zielzellen gelangen. Auf der Innenseite der Plasmamembran kénnen FA oder deren CoA-
Derivate an cytosolische Proteine (FABPc bzw. ACBP) binden (Quelle [139], weitere Erlduterungen im
Text).
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2.5. Molekularbiologische Anséatze zur Erklarung der fettinduzierten

Insulinresistenz

Bei den Hypothesen zur Entstehung einer Insulinresistenz werden molekulare
Wirkmechanismen postuliert, iiber welche freie Fettsduren oder deren Derivate einen
Einfluss auf die physiologischen Abldufe im Organismus nehmen und somit zu
pathophysiologischen Verdnderungen fithren konnen. Neben dem molekularen
Wirkungsmechanismus von Insulin, welcher zumindest teilweise durch die
Insulinsignalkaskade in den Zielzellen vermittelt wird (sieche Kapitel 2.5.1.) wird auch
die Interaktion von Fettsduren oder deren Derivaten und Transkriptionsfaktoren im
Zellkern der Zielzellen, d.h. die direkte Beeinflussung der Genexpression durch

Nahrungsfette (siche Kapitel 2.5.2.) diskutiert.

25.1. Glucoseaufnahme und Insulinsignalkaskade

Die Glucoseaufnahme in das Muskel- und Fettgewebe, welche iiber den
insulinsensitiven Glucosetransporter 4 (GLUT 4) erfolgt [96], ist von besonderem
Interesse, da die Translokation dieses Glucosetransporters durch Insulin reguliert wird.
Die Wirkung von Insulin auf die Zielzellen erfolgt iiber die sogenannte
Insulinsignalkaskade. Der in der Plasmamembran verankerte tetramere Insulinrezeptor
(IR) dndert nach der Bindung eines Insulinmolekiils seine Konformation und erméglicht
somit iiber eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitit die Autophosphorylierung von
Tyrosylresten des Rezeptors, welche wiederum zur Bindung und Phosphorylierung von
intrazelluldren Adaptor- und Signalproteinen fiihren und so zur intrazelluldren
Weiterleitung des Insulinsignals beitragen. Freie Fettsduren oder deren Derivate konnen
durch Interaktionen mit Signalmolekiilen der Insulinsignalkaskade direkt oder indirekt
die insulinvermittelte Glucoseaufnahme in periphere Zielzellen beeinflussen (siehe
Abbildung 5).

Bei Ratten fiihrte eine durch Lipidinfusionen induzierte Insulinresistenz zu einer
reduzierten Aufnahme von 2-Desoxyglucose in die Skelettmuskulatur [67], was durch
eine herabgesetzte Insulinwirkung und Verdnderungen in der Insulinsignalkaskade
bedingt sein konnte. So konnte gezeigt werden, dass im Stadium der Insulinresistenz die
Tyrosinphosphorylierung einiger Signalproteine einschlieBlich des Insulinrezeptors
reduziert ist [140]. Dariiber hinaus steht die fettinduzierte Insulinresistenz im Muskel

der Ratte mit einer Reduktion der Phosphorylierung von Tyroslyresten des
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Insulinrezeptorsubstrats (IRS)-1, mit einer Reduktion der insulinstimulierten IRS-1-
assoziierten Phosphatidylinositol (PI) 3-Kinaseaktivitit und mit einer 4-fachen
Aktivierung der PKC 0, einer Hauptisoform der Proteinkinase C im Skelettmuskel, in
Verbindung [67]. Auch eine Aktivierung von PKC € und 6 konnte im Skelettmuskel von
insulinresistenten, mit Hochfettdidten gefiitterten Ratten nachgewiesen werden

[96;141].
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aPKC || PKB
GSK-3
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Abbildung 5: Wirkung von Fettsduren auf die Insulinsignalkaskade

Fettsduren (FA) konnen nach der Aufnahme in die Zelle iiber Acyl-CoA (FA-CoA) oder Fettsdurederivate
(DAG, Ceramide) Proteinkinase C-Isoformen (PKC) aktivieren bzw. die Proteinkinase B (PKB) hemmen
und dadurch die Insulinsignalkaskade und anschlieBend die GLUT-4-Translokation und damit die
zelluldre Glucoseaufnahme beeinflussen. IR (Insulinrezeptor), IRS-1 (Insulinrezeptorsubstrat-1), PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase), PDK (Phosphatidylinositol-abhidngige Kinase), aPKC (atypische
Proteinkinase C), GSK-3 (Glycogensynthase-3-Kinase), GLUT-4 (Glucosetransporter-4), TG
(Triglyceride/Triacylglyceride), DAG (Diacylglyceride). Abbildung modifiziert nach [66;140;142],
weitere Erlduterungen im Text.

Die im Muskel von insulinresistenten Tieren haufig detektierte Aktivierung vieler
spezifischer PKC-Untereinheiten zeigt, dass eine intrazellulire Anhdufung von

Fettsdurederivaten einen wichtigen Stimulus fiir die PKC-Aktivierung darstellt
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[141;142]. So konnen LCFA-CoA direkt oder indirekt {iber Diacylglycerole (DAG) die
PKC-Isoformen aktivieren [143-145]. Neben der verminderten Phosphorylierung von
Tyrosylresten sind einige Proteinkinase C-Isoformen, z.B. PKC 6, in der Lage Serin-
oder Threoninreste von Signalproteinen, beispielsweise von IRS-1, zu phosphorylieren
um dadurch die Insulinwirkung, beispielsweise die Aktivitit der PI 3-Kinase,
herabzusetzen [146]. Auch Ceramide, die aus Palmitoyl-CoA synthetisiert werden
[142;147], konnen den Insulinsignalweg in spdteren Abschnitten der Signalkaskade
durch eine Dephosporylierung und damit Inaktivierung der Proteinkinase B (PKB)
beeinflussen. So weisen insulinresistente Tiere einen erhohten Gehalt an Ceramiden in
insulinempfindlichen Geweben auf [148]. In Zellkulturstudien (3T3-L1-Adipozyten)
konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit einem membrangingigen Ceramid die
insulinstimulierte  Glucoseaufnahme durch eine 50-prozentige Reduktion der
Translokation des Glucosetransporters GLUT 4 und eine reduzierte PKB-Aktivitit
hemmte [149]. Dieser Mechanismus war unabhiingig von Anderungen der
insulinstimulierten Phosphorylierung von IRS-1 oder der Aktivierung der PI 3-Kinase
[150-152]. Dariiber hinaus wurde nach einer Palmitatinkubation bei murinen
Muskelzellen (C2C12) ein erhohter Gehalt an Ceramiden und eine erniedrigte PKB-
Phosphorylierung nachgewiesen [150]. Im isolierten Skelettmuskel (M. soleus) von
Ratten fiihrte die Inkubation von physiologischen Palmitatkonzentrationen in
Kombination mit Insulin zu einer verminderten Phosphorylierung von IRS-1/2 und der
PKB [1]. Neben einer Palmitatinkubation fiihrte auch eine Inkubation mit Stearinsiure,
nicht jedoch mit Olsdure, in Zellkulturstudien mit Myozyten zu einer reduzierten
Aufnahme von 2-Desoxyglucose [153]. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese,
dass spezielle LCFA-CoA wichtige Mediatoren der Insulinsignalkaskade
beeintrachtigen und dass dies einen moglichen Mechanismus darstellt, iiber welchen
chronisch erhdhte FFA-Spiegel zur Entstehung der Insulinresistenz beitragen. Die
genauen Wirkmechanismen der einzelnen Fettsduren und Fettsdurederivate sowie die
Suche nach deren spezifischen Wirkorten in der Insulinsignalkaskade sind momentan

Gegenstand intensiver Forschung.

25.2. Fettsdureinduzierte Genexpression

Fettsduren oder deren Derivate konnen dariiber hinaus die Expression von Genen,

welche beispielsweise in den Glucose- und insbesondere in den Fettstoffwechsel
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involviert sind, beeinflussen [154-156]. Mit der Identifizierung von Fettsdure-
aktivierbaren Kernrezeptoren (fatty acid-activated receptors), wie beispiclsweise des
peroxisome proliferator activated receptor o (PPARa) im Jahr 1990 [157], war ein
mechanistischer Zusammenhang zwischen Lipiden und der Genexpression gefunden.
Peroxisome proliferator activated receptors (PPAR), liver X receptor (LXR) und
hepatic nuclear factor 4 (HNF-4) gehoren zur Superfamilie der Steroid- und
Thyroidhormon-Kernrezeptoren [158;159]. Die Bindung von Fettsduren an diese
Rezeptoren im Zellkern fiihrt zu deren Konformationsdnderung und damit zu einer
verdnderten Aktivitdt und/oder einem verdnderten Vorkommen dieser am Wirkort
[160;161]. Mechanismen iiber welche Fettsduren oder deren Derivate die Expression
von Genen beeinflussen konnen, sind schematisch in Abbildung 6 dargestellt. Neben
der transkriptionellen und post-transkriptionellen Regulation der Expression von
Transkriptionsfaktoren per se konnen Fettsduren oder deren Derivate auch als Liganden
an die Transkriptionsfaktoren binden. Dadurch bedingte Konformationsdnderungen
konnen wiederum die Bindung von Homo- oder Heterodimerkomplexen an spezifische
DNA-Motive auf Zielgenen beeinflussen und somit regulierend auf die Expression von
Zielgenen einwirken.

Die Peroxisome proliferator activated receptors (PPAR) mit den drei Isoformen a, 6
(auch als B bezeichnet) und y sind gut charakterisiert [162]. Es konnte gezeigt werden,
dass Fettsduren (gesdttigte und mehrfach ungesittigte) potente Liganden von PPAR
sind. Durch die anschlieBende Bindung des mit Liganden beladenen Heterodimerses
PPAR/RXR (retinoic X receptor) an spezifische DNA-Sequenzen (PPRE, peroxisome
proliferator-responsive elements) in regulatorischen Regionen von Genen koénnen
Fettsduren die Transkription dieser Gene regulieren [162]. Da bei Méusen nach Deletion
des PPARa der hemmende Effekt von PUFA beispielsweise auf die Expression der
Fettsduresynthase und der Pyruvatkinase jedoch bestehen blieb [163;164], scheinen
weitere Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der Genexpression durch Fettsduren
involviert zu sein. So wurden beispielsweise fiir LXRa und B langkettige Fettsduren als
Liganden identifiziert [165] und auch HNF-4a bindet mit hoher Affinitit LCFA-CoA
[166]. Interessant bei HNF-4a ist, dass gesittigte Acyl-CoA die Aktivitit steigern,
wohingegen die Bindung von PUFA-CoA zu einer Hemmung der
Transkriptionsaktivitdt fiihrt [167]. Weiterhin konkurriert HNF-4a als Homodimer mit
dem PPAR/RXR-Heterodimer um DNA-Motive bei verschiedenen Zielgenen
[163;168].
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Abbildung 6: Grundziige der Regulation der Genexpression durch Fettsduren

Fettsduren (FA), Acyl-CoA (FA-CoA) oder Fettsdurederivate konnen die Transkription von Genen iiber
mehrere Mechanismen regulieren: Die Signaltransduktionskaskade kann beispielsweise durch
Phosphorylierungen modifiziert werden. Weiterhin kann die mRNA-Stabilitdit und Synthese von
Transkriptionsfaktoren (TF) verdndert sein (post-transkriptionelle Regulation). Und auch durch die
Bindung an Transkriptionsfaktoren (TF) als Ligand und die Bildung und anschlieBende Bindung dieser
Homo- oder Heterodimere an spezifische DNA-Motive von Zielgenen (TFRE, transcription factor
responsive element) kann die Expression der Zielgene beeinflusst werden. Abbildung modifiziert nach
[154], weitere Erlduterungen im Text.

Im Gegensatz zu den o.g. Transkriptionsfaktoren werden Fettsduren oder deren Derivate
nicht an das SREBP (sterol regulatory element binding protein) gebunden, verdndern
aber dennoch die Konzentration dieses Transkriptionsfaktors am Wirkort. Dieser liegt in
einer inaktiven Vorstufe am endoplasmatische Retikulum gebunden vor und wird erst
nach proteolytischer Abspaltung der N-terminalen Domine freigesetzt und im Kern
wirksam [169;170]. Die SREBP-Isoform 1c¢ erhoht v.a. die Expression von Genen der
Fettsdure-, Triglycerid- und Phospholipidsynthese, wohingegen SREBP la und 2 Gene
der Cholesterinsynthese aktivieren [169;170]. Dariiber hinaus wurden bei einigen
Genen ,,insulinsensitive Doménen (insulin responsive elements) und verwandte
Bindungsdoménen fiir weitere zelluldre Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise
ChREBP (carbohydrate response element-binding protein) identifiziert. Die
Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors iiber die AMP-abhingige Proteinkinase,
verhindert dessen Bindung an DNA-Motive und senkt dadurch die transkriptionelle
Aktivitdat [171]. So fiihren beispielsweise PUFA bei Hepatozyten zu einer erhdhten

AMP-Konzentration und einer Aktivierung der AMP-Kinase und damit zu einer
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verstirkten Phosphorylierung des ChREBP. Da ChREBP fiir die glucoseinduzierte
Transkription des Pyruvatkinasegens verantwortlich ist [172], kann an diesem Beispiel
die indirekt hemmende Wirkung von Fettsduren auf die Glucoseoxidation durch eine
transkriptionelle Regulation zumindest partiell erkliart werden. Insgesamt scheinen eine
Vielzahl von Fettsdure-aktivierbaren Kernrezeptoren zu existieren, von denen noch
lange nicht alle identifiziert wurden. Dariiber hinaus sollte dieses Kapitel neben einem
kleinen Uberblick iiber einige dieser Transkriptionsfaktoren verdeutlichen, dass der
mechanistische Zusammenhang zwischen Bindung der Fettsduren und verdnderter
Genexpression sehr komplex mit wechselseitigen Interaktionen vonstatten geht und die
Wirkung einzelner Fettsduren auf diese Maschinerie unterschiedlich sein kann und noch

lange nicht vollstindig aufgeklart ist.

2.6. Einsatz mittelkettiger Triglyceride zur Pravention der

fettinduzierten Insulinresistenz?

Da die chronische Fiitterung von Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren bei Ratten
zur Induktion einer Insulinresistenz fiihrt, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, inwieweit der Austausch langkettiger geséttigter Fettsduren gegen mittelkettige
gesittigte Fettsduren zu einer moglichen Verhinderung der Ausbildung einer
Insulinresistenz filhren kann und inwieweit dieses aufgrund einer Verdnderung
ausgewdhlter metabolischer Parameter Riickschliisse auf eine differenzielle

Fettassimilation erlaubt.

24.1. Mittekettige Triglyceride (MCT)
Mittelkettige Triglyceride (medium chain triglycerides, MCT) sind artifizielle Fette, die

erstmals in den 50iger Jahren in der oralen und enteralen oder parenteralen Erndhrung
eingesetzt wurden, um Stérungen des Lipidstoffwechsels (Malabsorption und
Maldigestion) zu behandeln. Zu den mittelkettigen Fettsduren (medium chain fatty
acids, MCFA) zihlen Capryl- (C8:0), Caprin- (C10:0) und Laurinsdure (C12:0).
Vornehmlich Capryl- und Caprinsdure werden durch die Hydrolyse von Kokosol mit
anschlieBender Fraktionierung der Fettsduren gewonnen und durch die Veresterung mit
Glycerol mit oder ohne Katalysator zu mittelkettigen Triglyceriden synthetisiert

[173;174]. Die MCT und MCFA unterscheiden sich hinsichtlich ihrer molekularen
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Struktur und ihrer biologischen und metabolischen Eigenschaften von den LCT und
LCFA (long chain fatty acids). Durch die geringere Kettenldnge und damit ein kleineres
Verhiltnis vom Kohlenwasserstoffrest zur Carboxylgruppe sind MCFA weniger

energiedicht und relativ besser wasserldslich als LCFA [175].

24.2. Verdauung und Assimilation von MCT verglichen mit LCT

Bereits bei der Verdauung bestehen Unterschiede zwischen MCT- und LCT-Fetten. Das
geringere Molekulargewicht und die relativ bessere Wasserloslichkeit der MCFA
erleichtert die Wirkung der prdduodenalen Lipase, wodurch es verglichen mit LCT-
Fetten zu einer schnelleren und kompletteren Spaltung der MCT-Fette kommt
[176;177]. Der Hauptteil der im Magen emulgierten Nahrungsfette (LCT und MCT)
wird jedoch im Duodenum durch die Pankreaslipase unter Mithilfe der Co-Lipase
hydrolysiert. Die durch die Pankreaslipase katalysierte Triglyceridhydrolyse fiihrt im
Wesentlichen zu B-Monoglyceriden und freien Fettsduren, welche zusammen mit den
konjugierten Gallensduren und Phospholipiden Micellen bilden. Die v.a. an der
Grenzflache der Emulsionspartikel entstandenen Hydrolyseprodukte der Nahrungsfette
werden so hauptsdchlich als freie Fettsduren und Monoacylglyceride resorbiert, in
geringem Umfang konnen auch Diacylglyceride resorbiert werden. Im Gegensatz zu
LCT-Fetten werden MCT-Hydrolysate schneller und effizienter resorbiert [178], wobei
die Hydrolyse von MCT-Fetten auch bei Abwesenheit von konjugierten Gallenséduren
erfolgen kann [179]. Eine mogliche Absorption von mittelkettigen Triglyceriden bei
einem Pankreaslipasemangel ist ebenfalls beschrieben worden [180].

Resorbierte LCFA werden im Cytosol der Diinndarmmukosazellen durch Acyl-CoA-
Synthetasen in Acyl-CoA, die metabolisch aktivierte Form von Fettsduren, iiberfiihrt
und mit a-Glycerophosphat bzw. Monoacylglycerol reverestert. Die neu synthetisierten
Triglyceride werden in Chylomikronen eingebaut, durch Exocytose freigesetzt und v.a.
iiber die Lymphe abtransportiert. Fettsduren mit weniger als 12 C-Atomen werden
hingegen nur in geringem Umfang in Chylomikronen eingebaut [181]. Dennoch
konnten Swift et al. [182] in einer Humanstudie zeigen, dass ein Teil von mit der
Nahrung aufgenommenen MCFA (13 %) in der Triglyceridfraktion der Chylomikronen
nach einer 6-tdgigen Intervention wiederzufinden war. Die simultane Gabe von MCT-
und LCT-Fetten erhoht die lymphatische Konzentration von MCFA [183]. Im

Unterschied zu LCFA werden die aus dem Darm resorbierten MCFA iiberwiegend als
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freie Fettsduren, schwach an Albumin gebunden, direkt liber die Pfortader zur Leber

transportiert, von der sie nahezu vollstidndig (80-100%) aufgenommen werden [184].

In der Leber werden MCFA vornehmlich oxidiert und lediglich in geringem Umfang in
Triglyceride eingebaut [181]. Durch die schnelle und umfangreiche Oxidation der
MCFA [185] entsteht ein Uberschuss an Acetyl-CoA, dem Endprodukt der B-Oxidation,
welches in unterschiedliche Stoffwechselwege im Mitochondrium (Citratzyklus,
Ketogenese, Fettsdureverldngerung) und im Cytosol (de novo Synthese von Fettsduren
und Cholesterol) eingeschleust werden kann [186].

Um in die B-Oxidation im Mitochondrium eingeschleust werden zu konnen, miissen
Fettsduren die Mitochondrienmembranen passieren. LCFA bzw. deren aktivierte
Derivate (Acyl-CoA) konnen die innere Mitochondrienmembran nur iiber einen
spezifischen Transportmechanismus, den Carnitin-Shuttle, passieren [187]. In
Gegenwart der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (CPT1) werden langkettige Acyl-CoA zu
Acyl-Carnitin umgeestert und iiber einen Acyl-Carnitin/Carnitin-
Austauschmechanismus in die Mitochondrienmatrix transferiert. Dazu erfolgt an der
Innenseite der inneren Mitochondrienmembran eine erneute Umesterung des
Fettsdurerestes von Acyl-Carnitin auf Coenzym A (CoA-SH) durch die
Carnitinpalmitoyltransferase 2 (CPT2). Im Gegensatz dazu kénnen MCFA Carnitin-
unabhingig die Mitochondrienmembranen passieren [173], auch wenn Studien gezeigt
haben, dass beispielsweise in der Leber Caprylsdure (C8:0) zu 10-20 % als Acyl-
Carnitin ins Mitochondrium transportiert wird [188;189] und auch im Muskel MCFA
Carnitin-abhdngig in die Mitochondrien gelangen konnen [190]. Neben der
mitochondrialen B-Oxidation ist eine peroxisomale p-Oxidation von MCFA zwar
grundsitzlich moglich, jedoch aufgrund der geringen Aktivitit des Schliisselenzyms
Acyl-CoA-Oxidase (AOX) fiir Fettsduren mit weniger als 12 C-Atomen zu
vernachléssigen [191].

Fiir MCT-Fette ist darliber hinaus ein ketogener Charakter beschrieben worden [192],
da nach kurzzeitigen oder einmaligen Bolusgaben von MCT-Fetten eine erhohte
hepatische Ketogenese nachgewiesen werden konnte [193-195]. Dariiber hinaus war bei
Ratten die Konzentration von Ketonkdrpern im Blut nach der Fiitterung einer MCT-
reichen Didt direkt proportional zur Menge der geflitterten MCT-Fette [196]. Die MCT-
induzierte Ketogenese scheint allerdings bei ldngerfristigen MCT-Gaben nachzulassen.

So konnten Crozier et al. [197] zeigen, dass die Langzeitgabe einer MCT-reichen Didt
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bei Ratten zu einer Absenkung der MCT-bedingten Ketondmie fiihrte, und auch in einer
Humanstudie konnte keine erhdhte Plasmakonzentration von B-Hydroxybutyrat nach
einer 30-tdgigen Gabe einer MCT-reichen Kost, verglichen zu einer LCT-reichen Kost,

nachgewiesen werden [198].

Auf zelluldrer Ebene konnen geringe Mengen von MCFA in den Mitochondrien zu
LCFA elongiert werden. Die mitochondriale Elongation von MCFA ist beispielsweise
in Untersuchungen an isolierten Hepatozyten [199], in Rattenexperimenten [200] und
Humanstudien mit Frithgeborenen, welche eine MCT-reiche Diit erhielten [201],
beschrieben worden. Dariiber hinaus kann auch ein geringer Prozentsatz von
didtetischen MCFA in komplexe Lipide, z.B. nachgewiesen in Leber und Fettgewebe
bei adulten und wachsenden Ratten, eingebaut werden [202;203]. Der Einbau von C8:0
ist dabei wesentlich weniger effizient als der Einbau von C10:0 [204;205]. Im Cytosol
der Zellen konnen sich MCFA aufgrund ihres relativ hydrophilen Charakters
unabhingig von spezifischen intrazelluliren Bindungsproteinen, wie sie fiir LCFA in
Kapitel 2.4.3. beschrieben wurden, bewegen. So wurde im Gegensatz zu LCFA, deren
Affinitdt zu cytosolischem FABP direkt proportional zur Fettsdureaktivierung ist [206],
beschrieben, dass MCFA nur minimal an cytosolische FABP gebunden und nahezu
iiberhaupt nicht extramitochondrial aktiviert werden [206;207]. Eine fir MCFA
spezifische kurzkettige-Acyl-CoA-Synthetase ist lediglich in der Mitochondrienmatrix
lokalisiert [208].

Durch einen Transfermechanismus, in den Citrat und das Carnitin-System involviert
sind, kann Acetyl-CoA aus den Mitochondrien ins Cytosol transportiert werden und
dort zur de novo-Synthese von Fettsduren und Cholesterol dienen [174]. Unter normalen
Bedingungen kommt es postprandial nach einer LCT-reichen Diét zu einer Reduzierung
der de novo Fettsduresynthese, weil das Schliisselenzym der Fettsduresynthese, die
Acetyl-CoA-Carboxylase, durch physiologische Konzentrationen an langkettigen Acyl-
CoA gehemmt wird [209]. Eine MCT-reiche Diét ist diesbeziiglich weniger effizient
[173]. Malonyl-CoA, das Endprodukt der Acetyl-CoA-Carboxylasereaktion, hemmt
darliber hinaus die Carnitinpalmitoyltransferase 1 (siche Abbildung 3), welches bei
hohen Syntheseraten eine geringe Oxidation von LCFA und vice versa bedingt. MCFA
entkoppeln diesen regulatorischen Kontrollmechanismus, weil sie zum einen, wie
bereits oben beschrieben, Carnitin-unabhidngig ins Mitochondrium gelangen und zum

anderen die de novo Synthese von LCFA nur geringfiigig hemmen. Somit kdnnen
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MCFA simultan die B-Oxidation steigern und gleichzeitg die de novo Fettséduresynthese
in der Leber stimulieren [210]. Insgesamt wird durch MCFA die Aktivitdt lipogener
Enzyme konzentrationsabhédngig erhoht, so dass MCFA eine Tendenz zur Erhohung der

hepatischen Lipogenese aufweisen [211;212].

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die postprandiale TG-Antwort auf eine MCFA-
reiche, im Vergleich zu einer LCFA-reichen Mabhlzeit, schwécher ausfallt [213;214].
Borel et al. [215] konnten in einer Humanstudie mit midnnlichen Probanden zeigen, dass
es nach Gabe einer MCT-Mahlzeit im Gegensatz zu einer LCT-Mabhlzeit zu keinem
postprandialen Anstieg der Chylomikronentriglyceride im Plasma der Probanden kam.
Durch eine zweite LCT-haltige Mahlzeit, sechs Stunden nach der ersten Mahlzeit,
wurde jedoch in der MCT-LCT-Gruppe eine signifikant hohere postprandiale
Chylomikronentriglyceridkonzentration gefunden als in der LCT-LCT-Gruppe. Nach
12,5 Stunden war dementsprechend die Gesamtfliche unterhalb des postprandialen
TG-Konzentrationzeitverlaufs als Mall fiir die postprandialen Chylomikronen-
triglyceride, in beiden Gruppen nahezu identisch [215]. Dariiber hinaus konnte bei
Ratten nach der Gabe von MCT-reichen Diédten oder MCT/LCT-haltigen Emulsion, im
Vergleich zu LCT-reichen Didten oder LCT-haltigen Emulsion, eine reduzierte
Aktivitdit der LPL im Fettgewebe und Herzmuskel der Tiere nachgewiesen werden
[216;217]. Demgegeniiber stehen sowohl Tierexperimente [204;218;219] als auch
Humanstudien [34;220-223], die erhohte Niichternspiegel von Triglyceriden und
LDL-Cholesterol nach der Langzeitgabe von MCT-haltigen Didten, verglichen mit
LCT-haltigen Didten, ermittelten. Dieses Phinomen konnte durch eine erniedrigte
LPL-Aktivitdt in den peripheren Geweben, eine partiell verdnderte Fettsdureelongation,
eine vermehrte Fettsdure- und Triglyceridneusynthese in der Leber oder durch eine

erhohte hepatische VLDL-Sekretion erklirt werden [173;193;216;220;224].

2.4.3. MCT alsfunktiondles L ebensmittel

In der Nahrung besteht der grofte Anteil der konsumierten Fettsduren aus 12 oder mehr
Kohlenstoffatomen, so dass mit der Nahrung fast ausschlieBlich langkettige gesittigte
oder ungesittigte Fettsduren und kaum mittelkettige Fettsduren aufgenommen werden.
In der Literatur wurde die Substitution von LCFA durch MCFA zur didtetischen

Gewichtsreduktion und damit zur Behandlung von Ubergewicht diskutiert. Die
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Argumente fiir bzw. gegen den Einsatz von MCFA zur Gewichtskontrolle werden u.a.
ausfiihrlich in dem Ubersichtsartikel von Bach et al. [173] diskutiert und sollen hier
nicht weiter ausgefiihrt werden.

Der Einsatz von MCFA zur mdéglichen Priavention der Entstehung einer Insulinresistenz
im Kontext des Metabolischen Syndroms wurde in der vorliegenden Arbeit gewéhlt, da
es neben der moglichen gewichtsreduzierenden Wirkung der MCFA Hinweise aus
Human- und Rattenstudien gibt, die fiir eine Beeinflussung des Glucosestoffwechsels
sprechen. So konnte bei Ratten eine leichte Tendenz zur Erh6hung des Insulinspiegels
nach einer langerfristigen Gabe von MCT-reichen Didten, verglichen mit LCT-reichen
Didten nachgewiesen werden [196;216;225]. Dieser Befund konnte auf einem direkten
Effekt der MCFA und/oder der synthetisierten Ketonkorper auf die B-Zellen der
Langerhans’schen  Inseln des Pankreas beruhen [226]. Neben dieser
hyperinsulindmischen und leicht hypoglycdmischen Wirkung von MCT-Fetten konnte
in Humanstudien dariiber hinaus eine gesteigerte Glucosetoleranz nach Gabe von MCT-

reichen Didten nachgewiesen werden [198;227-229].



MATERIAL UND METHODEN 34

3. Material und Methoden

3.1. Versuchsaufbau

Im Rahmen des Projekts wurden mehrere Tierstudien mit identischer didtetischer
Vorbehandlung an ménnlichen Wistar-Ratten (Stamm: HsdBrlHan:WIST) durchgefiihrt.
Hierflir wurden die Ratten jeweils innerhalb einer Studie (n = 36) randomisiert auf drei
Gruppen verteilt und iiber vier Wochen mit je einer der drei Versuchsdiédten gefiittert. Die
in der Fiitterungsperiode zur ad libitum-Aufnahme angeboten Versuchsdidten werden in
Kapitel 3.1.2. detailliert beschrieben.

Eine Ubersicht iiber die durchgefiihrten Tierexperimente und deren Zielsetzung gibt

Tabelle 1 (detaillierte Versuchsbeschreibungen erfolgen in den nachfolgenden Kapiteln).

Tabelle 1: Uberblick iiber die Rattenexperimente

Exp. diat. Behandlungl) Zielsetzung
Genexpression
A x FATP, H-FABP., FAT (Muskel, Diinndarm)
u¢u 2) 5 U-"*C-Palmitat
B-a X steady state Konz. von LCFA in Geweben
¢ 3) 1 U-"C-Palmitat
B-b lipidload X pp Verteilung von LCFA in Geweben (nach 5h)
¢ 3) pp Plasmametabolite (liber 6 h)
C lipidload X Glucose, Insulin, Triglyceride, Cholesterol
¢ 4 DO
D x Korperfettmasse
(ip)
Clamp und IPGTT
E X Insulinsensitivitdt, Glucosemetabolisierung

! alle Ratten wurden 4 Wochen mit den Versuchsdiiten gefiittert; > an den letzten 5 Tagen der 4-wdchigen
Fiitterungsperiode erhielten die Ratten stabil markierte Palmitinséure mit den Versuchsdidten; * am letzten
Tag der 4-wochigen Fiitterungsperiode erhielten die Ratten eine fettreiche Testmahlzeit; ¥ am letzten Tag
der 4-wochigen Fiitterungsperiode wurde den Ratten deuteriertes Wasser intraperitoneal injiziert; FATP =
fettsduretranportierendes Protein (fatty acid transport protein); FABP = fettsdurebindendes Protein (fatty
acid binding protein); FAT = Fettsauretranslokase (fatty acid translocase); U-'">C-Palmitat = universell mit
schwerem Kohlenstoff markierte Palmitinsdure; LCFA = langkettige Fettsduren (long chain fatty acids);
lipid load = fettreiche Testmahlzeit (oraler metabolischer Toleranztest, OMTT); X = Gewebeentnahme;
pp = postprandial; ip = intraperitoneal; D,O = Deuterium-markiertes Wasser (*H,0);
IPGTT = intraperitonealer Glucose Toleranztest
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In Experiment A wurden die Ratten nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode iiber Nacht
gefastet, betdubt und rasch entblutet, um verschiedene Gewebe (siche Kapitel 3.1.4.) fiir
Genexpressionsanalysen zu gewinnen.

In Experiment B-a wurden die Ratten 4 Wochen mit den Versuchsdidten gefiittert,
allerdings erhielten die Tiere in den letzten 5 Tagen des Experiments mit den
Versuchsdidten stabil markierte Palmitinsdure (U-'>C-Palmitat) als Marker fiir
langkettige gesittigte Fettsduren. Am Ende der Fiitterungsperiode wurden die Tiere liber
Nacht gefastet, betdubt, rasch entblutet und verschiedene Gewebe (sieche Kapitel 3.1.4.)
entnommen. Ziel der Studie war es, die ,Steady state“-Verteilung des applizierten
Fettsduremarkers in der Lipidfraktion der Gewebe zu bestimmen.

In Experiment B-b, welches das Experiment B-a ergidnzt, wurden die Ratten fiir
4 Wochen mit den Versuchsdidten gefiittert. Nach 12-stiindigem Fasten wurde den Tieren
am letzten Tag der Fiitterungsperiode eine fettreiche Testmahlzeit (lipid load, oraler
metabolischer Toleranztest, OMTT, siche Seite 39) verabreicht, die markierte
Palmitinsdure enthielt. Fiinf Stunden nach Applikation des OMTT wurden die Tiere
betdubt, rasch entblutet und verschiedene Gewebe (siehe Kapitel 3.1.4.) zur Bestimmung
des Fettsduremarkers in der Lipidfraktion entnommen. Unter diesen Bedingungen lésst
sich die postprandiale Verteilung langkettiger gesittigter Fettsduren die v.a. durch die
Aufnahme in die Gewebe determiniert ist, erfassen.

In Experiment C wurden die Ratten fiir 4 Wochen mit den Versuchsdidten gefiittert.
Nach der Fiitterungsperiode wurde den Ratten ein intra-arterieller Katheter implantiert.
Nach einer 48-stiindigen Erholungsphase und anschlieBender Verabreichung eines
OMTT wurden in den darauffolgenden 6 Stunden die postprandialen Verldufe einzelner
Plasmaparameter (Glucose, Insulin, Triglyceride, Cholesterol) bestimmt.

In Experiment D wurde den Tieren nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode deuteriertes
Wasser zur Bestimmung der Kdrperfettmasse intraperitoneal injiziert.

In Experiment E wurden die Ratten nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode einem
hyperinsulinimischen-euglycdmischen Clamp unterzogen und die Ganzkdrperinsulin-
sensitivitit anhand der Glucoseinfusionsrate bestimmt. Weiterhin wurde mit zwei Tieren
pro Gruppe nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode und nach dem nichtlichen Fasten ein
intraperitonealer Glucosetoleranztest (IPGTT) durchgefiihrt und die Plasmaverldufe von

Glucose und Insulin {iber drei nachfolgende Stunden (3 Stunden postprandial) ermittelt.
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3.1.1. Tiereund Tierhaltung

Die ménnlichen Wistar-Ratten wurden mit einem Gewicht von 225 - 249 g von der Firma
Harlan-Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Die im Rahmen des
Versuchsvorhabens durchgefiihrten Tierexperimente einschlieBlich der durchgefiihrten
Operationen wurden durch das Ministerium fiir Umwelt, Natur und Forsten des Landes
Schleswig-Holstein in Anlehnung an das geltende Tierschutzgesetz genehmigt.

Der klimatisierte Versuchsstall mit einer Raumtemperatur von 22 - 25 °C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 60 - 70 % unterlag einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-
Zyklus (Hellphase: 6-18 Uhr). Wéhrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Tiere
einzeln in Drahtkdfigen gehalten. Um eventuellen rdumlichen Einflussfaktoren
entgegenzuwirken, wurden die Kéfige mehrfach umgestellt.

Nach der Lieferung der Tiere und einer 5-tdgigen Akklimatisierungsphase begannen die
Fiitterungsexperimente. Wahrend der gesamten Studiendauer hatten die Tiere freien
Zugang zu Trinkwasser und, wenn nicht anders beschrieben, zu den Versuchsdidten. Zur

Gewichtserfassung der Ratten fanden wdchentliche Wagungen statt.

3.1.2. Futterung und Diaten

Alle Ratten erhielten wéhrend der 4-wochigen Fiitterungsperiode nahezu isokalorische
Diidten zur ad libitum-Aufnahme. Die Zusammensetzung der drei Versuchsdidten ist in
Tabelle 2 dargestellt. Eine Gruppe erhielt eine Niedrigfett-Diét (low fat, LF) mit einem
hohen Anteil an Maisstirke. Die LF-Diét enthielt 64 % der Energie in Form von
Kohlenhydraten, 21 bzw. 15 Energieprozent entfielen auf Proteine bzw. Fett. In den
beiden verbleibenden Gruppen wurden Hochfettdidten eingesetzt (MCT bzw. LCT). Die
zweite Gruppe bekam eine Hochfett-Didt mit liberwiegend geséttigten mittelkettigen
Fettsduren (medium chain triglycerides, MCT) und die Ratten der dritten Gruppe
erhielten eine Hochfett-Didt mit iiberwiegend gesittigten langkettigen Fettsduren (long
chain triglycerides, LCT). Die MCT- und LCT-Didten enthielten 26 % der Energie in
Form von Kohlenhydraten, 21 % in Form von Proteinen und 53 % in Form von Fett.

Die Energiedichte der LF- und MCT-Didt betrug 13,1 klJ/g Frischmasse (wt/wt, wet
weight) und die der LCT-Didt 13,4 kJ/g Frischmasse. Mittels kaloriemetrischer
Bestimmung (Methodenbeschreibung siehe Kapitel 3.1.3.)) wurden analytisch
14,4 + 0,1 kJ/g Frischmasse fiir die LF-Diét, 14,9 + 0,3 kJ/g Fischmasse fiir die MCT-
Diét und 14,4 + 0,4 kJ/g Frischmasse fiir die LCT-Diét ermittelt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Versuchsdidten

Bestanditeil Diat (g) Diat (MJ)"
LF MCT LCT LF MCT LCT

Experimentelles Fett

MCT? - 1456 - - 4,98 -

LCT” - - 1288 - - 5,08
Sojaol 29.9 30,1 30,7 1,16 1,17 1,19
Lecithin 25,1 253 25,8 0,74 0,74 0,75
Maisstérke 462,9 175,1 178,5 7,94 3,00 3,06
Weizenkleie 30,5 30,7 31,3 0,42 0,42 0,43
Casein 151,9 152,8 155,8 2,61 2,62 2,67
Methionin 1,8 1,8 1,8 0,03 0,03 0,03
Gelatine 11,4 11,4 11,7 0,16 0,16 0,16
Vitaminmischung4) 7.8 7,8 8,0
Mineralstoffmischung4) 40,1 40,3 41,1
Wasser 238,6 379,1 386.,5
Summe (wt/wt) 1000,0 1000,0 1000,0 13,05 13,13 13,39

" physikalischer Brennwert; > Fettsiurezusammensetzung: 70% C8:0 + 30% C10:0 (Firma Unilever,
Hamburg, Deutschland); 3 Fettsdurezusammensetzung: 42% C16:0 + 52% C18:0 (Firma Unilever,
Hamburg, Deutschland); Y Zusammensetzung der Basisdidt mit Inhaltsstoffen der bedarfsdeckenden
Vitamin- und Mineralstoffmischungen (Firma Altromin, Lage, Deutschland) ist im Anhang in Tabelle A4
dargestellt; wt/wt = wet weight (Frischmasse)

Der kalkulatorische Fettgehalt der LF-Diét betrug 5,5 g/100g Frischmasse, der Fettgehalt
der MCT-Diét 20,1 g/100g Frischmasse und der Fettgehalt der LCT-Didt 18,6 g/100g
Frischmasse. Durch gravimetrische Bestimmungen im Anschluss an eine Extraktion nach
Folch (Methodenbeschreibung sieche Kapitel 3.3.1.) wurden Fettgehalte von 6,9 + 0,3,
19,9 £ 0,8 und 17,4 + 1,2 g/100g Frischmasse in der LF-, MCT- und LCT-Diét ermittelt.
Als Fettquellen wurden bei allen Didten Sojadl und Sojalecithin und bei den
Hochfettdidten zusétzlich das jeweilige experimentelle Fett zugesetzt. Sojadl (Firma
Rinatura, Stemwede-Levern, Deutschland) wurde dem Futter zugesetzt, um den Bedarf
an essentiellen Fettsduren zu decken, Sojalecithin (EMULTOP, Firma Degussa Hamburg,
Deutschland) wurde zur besseren Emulgierbarkeit der Versuchsfette, insbesondere des
LCT-Fettes, eingesetzt. Das experimentelle Fett der beiden Hochfettdidten lieferte 38 %
der Energie der Didten, 15 % der Energie lieferten das Sojadl und Sojalecithin. Laut

Herstellerangaben (Firma Unilever, Hamburg, Deutschland) bestanden die Fettsduren des
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MCT-Versuchsfettes, bezogen auf die Gesamtfettsduren, zu 70 % aus Caprylsdure (C8:0)
und zu 30 % aus Caprinsdure (C10:0) und die Fettsduren des LCT-Versuchsfettes,
bezogen auf die Gesamtfettsduren, zu mindestens 42 % aus Palmitinsdure (C16:0) und zu
mindestens 52 % aus Stearinsdure (C18:0). Das gaschromatographisch analysierte
Fettsduremuster der Versuchsdidten (Methodenbeschreibung siche Kapitel 3.3.3.) ist in
Tabelle 3 dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass in der MCT-Diit die Capryl- und
Caprinsdure gewichtsmiflig dominierten und in der LCT-Didt die Palmitin- und
Stearinsdure. Daraus abgeleitet ergibt sich folgende Fettsdurezusammensetzung der
Versuchsfette: MCT mit 73 % Caprylsdure (C8:0) und 27 % Caprinsdure (C10:0) und
LCT mit 44 % Palmitinsdure (C16:0) und 56 % Stearinsaure (C18:0).

Tabelle 3: Fettsduremuster der Versuchsdiiten

Fettsdure Fettsauremuster (g/100g Futter)

LF MCT LCT
C8:0 n.n. 8,55 n.n.
C10:0 n.n. 3,16 n.n.
C12:0 n.n. 0,05 0,04
C14:0 0,03 n.n. 0,15
C16:0 0,34 0,49 5,08
Cle6:1 n.n. n.n. n.n.
C18:0 0,12 0,16 5,95
C18:1 1,10 0,71 0,76
C18:2 3,26 2,18 2,17
C18:3 0,38 0,29 0,29
andere n.n. n.n. 0,10

C = Kohlenstoffatom; n.n. = nicht nachweisbar

Aufgrund des hohen Anteils der gesittigten langkettigen Fettsduren im LCT-Fett, hatte
dieses eine feste, flockenartige Konsistenz. Insbesondere wegen des hohen Gehalts an
C18:0 in sn-2 Position im Triglycerid erwies sich das LCT-Fett in Vorversuchen als
schwer verdaulich. Da selbst durch feinste Mahlung des LCT-Fettes keine
zufriedenstellende Verdaulichkeit erreicht werden konnte, wurde das LCT-Fett

schlieBlich in 80 °C warmem Wasser geschmolzen und emulgiert (siche Abbildung A1l
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im Anhang), so dass die scheinbare Fettverdaulichkeit der LCT-Diét letztendlich von
70 % auf 90 % verbessert werden konnte. Die Herstellung der MCT-Diét erfolgte nach
dem gleichen Verfahren. Die scheinbare Fettverdaulichkeit der MCT-Diét betrug 99 und
die der LF-Didt 96 % (siche Kapitel 4.2.1.).

In den Experimenten B-b und C wurde den Ratten nach Beendigung der 4-wochigen
Fiitterungsperiode eine fettreiche Testmahlzeit (lipid load, oraler metabolischer
Toleranztest, OMTT) verabreicht. Der Testtrunk, der aus dem Humanbereich stammt und
dort zur Bestimmung postprandialer Plasmametabolite eingesetzt wird [230-232], enthélt
1017 kcal und 58 g hauptséchlich gesittigte Fette, 75 g Kohlenhydrate, 30 g Proteine und
10 g Alkohol in einem Volumen von 500 ml. Mit 58 g macht der Fettanteil die Halfte
(51 %) der Energie des Trunks aus und die Summe der gesittigten Fettsduren an den
gesamten bestimmten Fettsduren betrdgt 75,08 %. Fiir die Rattenexperimente wurde der
Testtrunk modifiziert, indem nach einer Gefriertrocknung ein 2-fach konzentrierter
OMTT mit 2034 kcal/500ml erstellt wurde. Im folgenden wird der 2-fach konzentrierte
OMTT vereinfacht nur noch als OMTT bezeichnet. Die Fettsdurezusammensetzung des

OMTT ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Fettsduremuster des OMTT

Fettsiure Fettsauremuster (%)"
C8:0 1,55
C10:0 3,64
C12:0 5,12
C14:0 14,25
C16:0 39,12
Cl6:1 1,48
C18:0 11,40
Cl18:1 19,73
C18:2 2,15
C18:3 0,32
andere 1,24

Y Prozent der gesamten bestimmten Fettsiuren
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Das Experiment A (Genexpression) bildete im Bezug auf die LF-Gruppe insofern eine
Ausnahme, als dass die Ratten der ersten Gruppe hier anstatt der Niedrigfett-Diét (LF)
eine gemahlene Pellet-Didt der Firma Altromin (Lage, Deutschland) mit zugesetztem
Wasser- und Sojalecithinanteil erhielten. Der Anteil des Stickstoff-freien Extrakts
(Kohlenhydrate) an der Gesamtenergie dieser Didt betrug 54 %, der Anteil von
Rohprotein 25 % und der Anteil von Rohfett 21 %. Die Energiedichte der LF-Diét in
Experiment A lag bei 13,39 kJ/g Frischmasse und war damit ebenfalls nahezu

isokalorisch zu den beiden verwendeten Hochfettdidten.

3.1.3. Verdaulichkeit der Versuchsdiaten

Wihrend der gesamten 4-wochigen Fiitterungsperiode des Experiments B-a wurde téglich
der Futterverzehr der Ratten erfasst. Zusétzlich wurde in der 3. Versuchswoche dieses
Experiments der Kot der Tiere iiber 5 Tage gesammelt. In den getrockneten und
gemahlenen Faeces- und Futterproben wurde der Fettgehalt bestimmt (siehe unten), um
Riickschliisse auf die scheinbare Fettverdaulichkeit der drei Versuchsdidten ziehen zu
kénnen. Des weiteren wurde mittels eines Kalorimeters (IKA® C 4000, Firma
IKA®Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) der physikalische Brennwert der
Faeces- und Futterproben analysiert.

Die Analyse des Fettgehalts erfolgte nach der amtlichen Methode zur Bestimmung von
Rohfett aus dem  Handbuch der landwirtschaftlichen = Versuchs- und
Untersuchungsmethodik [233]. Das Verfahren beruht auf einer Hydrolyse mit Salzsdure,
einer Extraktion der filtrierten Proben mit Diethylether in einer Soxhlet-Apparatur und
der gravimetrischen Erfassung des Etherextraktes nach Abdestillation des

Losungsmittels. Die scheinbare Fettabsorption (%) wurde folgendermaflen berechnet:

Scheinbare Fettabsorption (%) = [(Fettaufnahme (g/5d) - fdkale Fettausscheidung (g/5d))/
Fettaufnahme (g/5d)] - 100

Die Brennwertbestimmung der Futter- und Faecesproben erfolgte im Kalorimeter durch
das Verbrennen von gepressten, genau eingewogenen Pastillen unter definierten
Bedingungen. Nach dem Schlieen der Messzelle wurde in diese Sauerstoff bis zu einem
Druck von 30 bar eingeleitet. Nach dem Erreichen der Arbeitstemperatur von 25 - 30 °C

wurde die mit einem Ziinddraht umwickelte Probe elektrisch gezlindet und die
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Temperaturerhohung im Wassermantel des Kalorimetersystems gemessen. Da aus
Schwefel und Stickstoff unter den herrschenden Bedingungen Schwefel- und
Salpetersdure sowie Losungswiarme entstehen, wurden diese Einflussfaktoren als
Korrekturfaktoren bei der Berechnung beriicksichtigt. Der Riickstand der Probe wurde im
Anschluss an die Verbrennung quantitativ in einem Becherglas aufgefangen, zum
Vertreiben von Kohlendioxid aufgekocht, bei 50 - 60 °C nach Zusatz von Phenol-
phthaleinlosung mit einer Bariumhydroxidlosung titriert und die Gesamtmenge an
gebildeter Schwefel- und Salpetersdure bestimmt. Zur Bestimmung der Salpetersdure
wurde die titrierte Losung nach Zugabe einer Natriumcarbonatlésung (0,2 mol/l) kurz
aufgekocht. Der Uberschuss an Natriumcarbonatldsung wurde durch Titration mit
Salzsdure bestimmt.

Die Kalibrierung des Kalorimetersystems erfolgt durch das Verbrennen von Benzoesédure
mit bekanntem Brennwert. Dabei wurde aus der Warmemenge, die erforderlich ist, um
die Temperatur des Kalorimetersystems um 1 °C zu erhdhen, die Wirmekapazitit des
Systems bestimmt. Da sich die Wairmekapazitit des Kalorimeters komplex
zusammensetzt, wird der sogenannte Wasserwert (W), als die dem Kalorimeter thermisch
dquivalente Wassermenge, zur Berechnung der Verbrennungswérme (V) eingesetzt. Die

Formel zur Berechnung des physikalischen Brennwertes (cal/g) lautet:

V=W-(®2-tl)—(a+b+c+d)/G

mit
W = Wasserwert
W=(-G)+(a+b+c)/(tl —t2)
v = Brennwert der Benzoeséure (cal) mit bekanntem Brennwert von 6323 cal/g
G = Einwaage Messgut (g)
a = Brennwert der Schwefelsdure (cal)
[(titrierte Bariumhydroxidmenge (ml) - Faktor (0,94)) —
(20 — (titrierte Salzsduremenge (ml) - 1,25))] - 3,6
b = Brennwert der Salpetersiure (cal)
(20 — (titrierte Salzsduremenge (ml) - 1,25)) - 1,5
c = Brennwert des Drahtes (cal)
(Lange des Drahtes vor der Verbrennung (12,5 cm) —
Lange des Drahtes nach der Verbrennung) - 1,5
d = Brennwert der Kapsel (cal)

Kapsel (g) - 4720,9668
t2 —tl = Temperaturerhbhung nach Ziinden der Probe (A °C)

Die Umrechnung von cal/g in J/g erfolgte mit dem Faktor 4,184.
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3.1.4. Gewebeentnahme

Zum Betduben der Ratten wurde den Tieren eine Mischung aus Xylazinhydrochlorid
(10 mg/kg KG) und Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg KG) intraperitoneal injiziert. Das
Toten der Tiere erfolgte im betdubten Zustand durch rasches Entbluten. AnschlieBend
wurden reprisentative Gewebeproben in folgender Reihenfolge entnommen: Diinndarm
(Duodenum, proximales Jejunum, distales Jejunum, Ileum), Leber (linker lateraler
Lappen, mittig), Herz (linker groer Ventrikel, mittig), Muskelgewebe (M. soleus, MS,
M. gastrocnemius, MG) und Fettgewebe (abdominal, Fa, retroperitoneal, Fr). Als
Duodenum (D) wurden die ersten 10 cm des proximalen Diinndarms und als Ileum (IL)
die letzten 10 cm des distalen Diinndarms definiert. Das dazwischenliegende Jejunum (J)
wurde in ein proximales und distales Segment unterteilt. Zur Muscosagewinnung aus den
Diinndarmsegmenten wurden diese der Lédnge nach aufgeschnitten, zur Entfernung von
Chymusresten mit physiologischer NaCl-Losung gespiilt und vorsichtig mit
Papierhandtiichern abgetupft, um {iberschiissige Fliissigkeit und Mucus zu entfernen.
SchlieBlich wurde die Mucosa vorsichtig mit einem Glasobjekttridger abgeschabt.

Der rote M. soleus, welcher hauptsdchlich Muskelfasern vom Typ I enthélt, wurde
komplett aus der Wade entnommen. Der M. gastrocnemius, welcher aus roten und
weillen Muskelfaseranteilen besteht, wurde ebenfalls aus der Wade entnommen und
anschliefend lediglich der weile Anteil des M. gastrocnemius mit iiberwiegend
Muskelfasern des Typs IIb herauspripariert.

Alle entnommenen Gewebeproben wurden innerhalb von 5 - 10 min in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

3.2. Genexpression

In Experiment A wurde nach der 4-wdochigen Fiitterungsperiode die Expression von drei
putativen Fettsduretransportern auf Ebene der Transkription (mMRNA-Konzentration) im
roten M. soleus und im weilen M. gastrocnemius sowie von FAT/CD36 in der Mucosa
von Duodenum und Ileum untersucht. Hierflir wurde die Gesamt-RNA aus den Geweben
extrahiert, quantifiziert, auf Integritit und DNA-Kontaminationen iberpriift, durch
reverse Transkription in eine komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben und im
Anschluss mit fluoreszenzmarkierten TagMan-Sonden mittels real time PCR

quantifiziert.
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3.2.1. RNA-Extraktion

Um die RNA aus den Mucosaproben der intestinalen Segmente zu gewinnen, wurde der
RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Der Kit ist fiir die Isolation von Gesamt-RNA ausgelegt. Nach
dem Zerkleinern und Homogenisieren der Gewebeproben (~30 mg) in einer
B-Mercaptoethanol-haltigen (10 pl/ml) Pufferlésung und nach der Zugabe von Ethanol
(1:1 v/v), wurde dieses Homogenat auf eine Slica-Gel-Membran gegeben, an welche die
RNA selektiv bindet. Nach dem Entfernen von Kontaminationen durch mehrere
Waschschritte und einer DNA-Verdauung mit einer Desoxyribonuclease (Firma Qiagen,
Hilden, Deutschland) wurde die RNA schlielich mit RNase-freiem Wasser aus der
Membran eluiert und zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die Extraktion der RNA aus den Muskelproben erfolgte in leicht abgednderter Form
mittels des RNeasy Fibrous Tissue Mini Kits (Firma Qiagen, Hilden, Deutschland) nach
den Angaben des Herstellers. Nach dem Zerkleinern und Homogenisieren der
Muskelproben in dem Lysepuffer wurden die Losungen mit Proteinase K bei 55 °C fiir
20 min inkubiert und nach anschlieBender Zentrifugation der Uberstand abgenommen.
Nach Zugabe von Ethanol (1:1 v/v) wurden die gleichen Arbeitsschritte wie oben

beschrieben zur weiteren RNA-Extraktion durchgefiihrt.

3.2.2. Quantifizierung und I ntegritét der isolierten RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch bei 260 nm
(BioPhotometer, Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Bei einstrangiger RNA/DNA
ergibt sich bei einer Konzentration von ~40 pg/ml eine optische Dichte (OD) von 1. Die
Reinheit der RNA-Proben wurde durch den Absorptionsquotienten OD;e/ODxg
ermittelt, welcher zwischen 1,8 und 2,1 liegen sollte, um noch vorhandene
Verunreinigungen  (Protein  oder Phenol) ausschlieBen zu  konnen. Ein
Absorptionsquotient ODj¢/OD,39 unter zwei deutet auf Verunreinigungen mit
Polysacchariden hin.

Fiir den Integritdtsnachweis der isolierten RNA wurden 5 pl der in Wasser eluierten RNA
mit 10-fach konzentriertem 3-Morpholino-1-Propansulfonsidure-Puffer (10x MOPS, 5 ul),
27-prozentigem Formaldehyd (8,8 pl) und Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem
Wasser (6,2 pul) versetzt und bei 55 °C fiir 10 min inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe

von 5 ul ,,Blaumarker* (loading dye) wurden die Proben auf ein Agarose-Formaldehyd-



MATERIAL UND METHODEN 44

Gel aufgetragen. Bei einer Spannung von 80-100 Volt fiir 15 min und 45 Volt fiir ca. 2
Stunden wandern die denaturierten ribosomalen RNA-Fragmente (rRNA) entsprechend
threr Grofle im elektrischen Feld und konnen durch Féarbung mit Ethidiumbromid (1
ul/100 ml Gel) im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die Schérfe und die Dicke der
18S- und 28S-rRNA-Banden gibt Auskunft tiber den Degradierungsgrad der extrahierten
RNA. Idealerweise sollte das Verhdltnis zwischen 28S-rRNA und 18S-rRNA 2:1
betragen und die Banden scharf abgetrennt zu erkennen sein. Nur undegradierte RNA
wurde fiir die weiteren Analysen eingesetzt. Die fiir die gelelektrophoretische
Auftrennung der RNA bendtigten Chemikalien, Reagenzien und Puffer sind im Anhang
in Tabelle A1 und A3 aufgefiihrt.

Zur Uberpriifung von gegebenenfalls noch vorhandenen DNA-Kontaminationen wurde
2,5 ul der in Wasser eluierten RNA mit spezifischen Exon-iiberspannenden Primern
(Firma MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) fiir 3-Aktin (Forward Primer: 5’-CCC
TAA GGC CAA CCG TGA AAA GAT-3’, 1663 - 1686; Reverse Primer: 5’-CAG CAC
TGT GTT GGC ATA GAG GTC-3’, 2756 - 2779) mittels Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR, polymerase chain reaction) amplifiziert. Die erwartete Linge des bei DNA-
Verunreinigung vorliegenden Amplifikationsprodukts betrug 1117 bp. In jedem PCR-
Lauf wurde eine Positivkontrolle (genomische DNA) und eine Negativkontrolle (DEPC-
Wasser) parallel amplifiziert. Das PCR-Programm war nach vorangegangener
Temperaturoptimierung (Gradienten-PCR) folgendermaBlen programmiert: Nach einem
Aktivierungsschritt bei 95 °C fiir 2 min folgten 40 Zyklen mit (1) der DNA-
Denaturierung (94 °C, 30 sek), (2) der Primerhybridisierung (60 °C, 30 sek) und (3) der
Elongation (72 °C, 30 sek), bevor am Ende des Programms erneut bei 72 °C fiir 10 min
die Polymerisationswirkung der Taq-Polymerase (Firma Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) ausgenutzt wurde. Auf einem 1,2-prozentigen Agarose-Gel konnten die
amplifizierten DNA-Produkte im Anschluss, nach Zugabe von 5 pl Blaumarker (loading
dye) und einer angelegten Spannung von 80 Volt fiir ca. 30 min wihrend der
Gelelektrophorese durch Ethidiumbromid (10 pl/100 ml Gel) im UV-Licht sichtbar
gemacht werden. Als DNA-Grofenskala (DNA-ladder) wurde der Lambda DNA/Eco130I
(Styl) Marker der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt.
RNA-Proben mit noch vorhandenen DNA-Verunreinigungen wurden einer erneuten

DNA-Verdauung unterzogen und abermals gepriift.
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3.2.3. Reverse Transkription

Die aufgereinigte RNA wurde mittels des TagMan Reverse Transcription Reagents-Kits
der Firma ABI (Foster City, USA) in cDNA umgeschrieben. Zu dieser Erststrang-cDNA-
Synthese wurde eine rekombinante reverse Transkriptase des moloney murine leukemia
virus (MMLYV) verwendet, welche im Vergleich mit der reversen Transkriptase des avian
myoblastosis virus (AMV) ldangere cDNA-Transkripte liefert. Die eingesetzte Menge an
Gesamt-RNA betrug 1 pg. Als Primer fungierten zufdllige Hexamere (random
hexamere), die an alle Arten von RNA (mRNA, rRNA, tRNA) binden. Die Komponenten

des Reaktionsgemisches fiir die reverse Transkription sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Komponenten des Reaktionsmixes fiir die Reverse Transkription

Volumen (ul)/Ansatz Konzentration
RNase-freies Wasser abhiingig von der eingesezten RNA-Mengel)
10x RT-Puffer 10,0 1x
25 mM MgCl, 22,0 5,5mM
DeoxyNTP-Mix 20,0 500 uM pro dNTP
Random Hexamere 5,0 2,5 uM
RNase-Inhibitor 2,0 0,4 U/ul
MultiScribe Reverse 6,25 3,125 U/ul
Transkriptase (50 U/ul)
Total Volume 65,25

34,75 ul RNase-freies Wasser — RNA-Sample-Volumen in einer 100 pl-Reaktion; RT = reverse
Transskription; ANTP = Desoxynukleotidtriphosphat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); U = Unit

Das Thermocycler-Programm (Thermocycler, Firma Whatman Biometra, Gottingen,
Deutschland) fiir die Erststrang-cDNA-Synthese umfasste folgende Schritte: Nach einer
Primer-Inkubation bei 25 °C fiir 10 min folgte die reverse Transkription bei 37 °C fiir 60
min, bevor am Ende die reverse Transkriptase bei 95 °C fiir 5 min inaktiviert wurde. Die

so hergestellte cDNA wurde fiir die weiteren Analysen bei -20 °C gelagert.

3.2.4. Quantitativereal time PCR

Fiir die Zweitstrang-cDNA-Synthese wurden ausschlielich Reagenzien der Firma ABI

(Foster City, USA) verwendet. Das ABI Prism®7000 Sequence Detection System erlaubt
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die kontinuierliche Quantifizierung des Amplifikats, wihrend die klassische RT-PCR
(Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion) lediglich eine Endpunktbestimmung
ermoglicht. Die bei der real time PCR genutzte Information der frithen PCR-Zyklen
eliminiert moglicherweise in spiteren PCR-Zyklen auftretende stérende Einflussfaktoren,
wie beispielsweise eine Verknappung der Primer und Nukleotide oder eine geringere
Aktivitdt der reversen Transkriptase, bedingt durch eine Produktakkumulation, welche zu
einem verlangsamten linearen Wachstum bis hin zum Stillstand in der Plateauphase
fiihren.

Eine weitere Besonderheit der real time PCR basiert auf dem Einsatz genspezifischer
Sonden (TagMan®-Sonden). Die Sonden (minor groove binder, MGB probes), welche in
der Regel aus 15 - 20 Basen bestehen, sind am 5’-Ende kovalent mit einem
fluoreszierenden Farbstoff (6-Carboxyfluorescein, FAM, reporter dye) und am 3’-Ende
mit einem nicht-fluoreszierenden quenchenden Farbstoff (quencher dye, non fluorescent
qguencher, NFQ) gekoppelt, dessen Anregungsspektrum dem Emissionsspektrum des
fluoreszierenden Farbstoffs entspricht. Bei intakter Sonde wird die Energie des
fluoreszierenden Farbstoffs statt als Licht der entsprechenden Wellenlédnge direkt an den
nicht-fluoreszierenden quenchenden Farbstoff weitergegeben (Fluoreszenz/Forster-
Resonanz-Energie-Transfer, FRET), so dass die Emission des fluoreszierenden Farbstoffs

bei intakter Sonde unterdriickt wird (sieche Abbildung 7).

Forward i}
Primer ~ MGB Probe

Reverse
Primer

Abbildung 7: Aufbau einer TagMan®-Sonde
R = reporter dye, fluoreszierender Farbstoff (FAM); NFQ = non fluorescent quencher, nicht fluoresziereder
Farbstoff; MGB = minor groove binder-Sonde; weitere Erlduterungen im Text

Die verwendeten genspezifischen TagMan®-Sonden wurden mit den entsprechenden
Primern in einem ,,Assay-Mix*“ von der Firma ABI (Foster City, USA) bezogen. Die
RNA-Sequenzen der verwendeten Zielgene (FATP, H-FABP., FAT/CD36) wurden aus
der Datenbank vom National Center for Biotechnology and Information (NCBI)
entnommen (NM_053580, NM 024162, NM_031561). Nach einer ausfiihrlichen Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)-Analyse zum Ausschluss von Homologien mit

anderen Sequenzen der Datenbank wurden spezifische Sequenzen der Gene mit einer
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Lénge von ca. 200 bp in eine spezifische Assay-by-Design Software (Firma ABI, Foster
City, USA) eingespeist und die Assays mit der Bedingung einer Exon-iibergreifenden
Sonde von der Firma ABI (Foster City, USA) synthetisiert. Die Primer- und
Sondensequenzen fiir FATP, H-FABP, und FAT/CD36 sind in Tabelle 6 dargestellt. Als
endogene Kontrolle wurde 18S-rRNA verwendet, welche sich durch eine relativ
konstante Expression auszeichnet. Primer und Sonden fiir die 18S rRNA wurden als

Assay-on-Demand von der Firma ABI (Foster City, USA) bezogen.

Tabelle 6: Primer- und Sondensequenzen von FATP, H-FABP, und FAT/CD36

Gen Sequenzen Genbank-Nr.

FATP FP TCC TAA GGC GGC CAT TGT G NM_053580
RP CCG CAT GCT GTA GGA ATG GT
Sonde CAC AGC AGG TAC TAC CGC

H-FABP, FP GAC GAG GTC ACA GCA GAT GA NM_ 024162
RP CTG CAC ATG GAC CAG TTT GC
Sonde TCA CGA CCG ACT TGA CC

FAT/CD36 FP ATT TCA TAC TGT GCT TGC AGA TCT AAG A NM 031561
RP GGT TTT ACC AAA AAT GTA GCT AGT GCA T

Sonde TCA TCC ACT ACT TAT TTT CC

FATP = fatty acid transport protein; H-FABP, = fatty acid binding protein (erstmals im Herzmuskel (H)
entdeckt, als FABP3-Gen beschrieben, im Cytosol (c) lokalisiert); FAT/CD36 = fatty acid trandocase
(85-prozentige Homologie der Aminoséduresequenz mit Leukozyten-Differenzierungs-Antigen CD36);
FP = forward primer; RP = reverse primer

Der von der Firma ABI (Foster City, USA) bezogene universelle Mastermix enthielt u.a.
eine thermostabile AmpliTag Gold®DNA Polymerase, Deoxynukleotidtriphosphat (INTP)
mit Deoxyuridintriphosphat (UTP), einen passiven Referenzfarbstoff (ROX) und eine
Uracil-N-Glycosylase (AmpErase® UNG). Die Uracil-N-Glycosylase verhindert die
Reamplifikation von mdéglichen PCR-Kontaminationsprodukten, indem in einem ersten
UNG-Inkubationsschritt der PCR vorhandene Uracilreste aus ein- oder doppelstringiger
DNA entfernt werden. Der passive interne Referenzfarbstoff (ROX) dient dazu, nicht-
PCR-bedingte Fluoreszenzfluktuationen zu bereinigen.

Das PCR-Programm begann mit dem UNG-Inkubationsschritt bei 50 °C fiir 2 min,
gefolgt von einem DNA-Polymerase-Aktivierungsschritt bei 95 °C fiir 10 min.
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AnschlieBend wurden 40 Zyklen mit einer 15-sekiindigen DNA-Denaturierung bei 95 °C
und einer einminiitigen Hybridisierung und Polymerisation bei 60 °C durchgefiihrt.
Wihrend der PCR-Polymerisation wird die 5’-Nuklease-Aktivitit der eingesetzten
AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase genutzt, um die hybridisierte TagMan®-Sonde zu
degradieren. Durch die Degradierung der Sonde wird die raumliche Assoziation zwischen
fluoreszierendem Farbstoff (FAM) und quenchendem Farbstoff (NFQ) aufgehoben (siche
Abbildung 8), so dass das Fluoreszenzsignal (520 - 530 nm fiir FAM) nun von einer
CCD-Kamera detektiert werden kann. Die Fluoreszenzemission, welche proportional zur
synthetisierten DNA-Menge ist, wird iiber entsprechende Algorithmen in die
Auswertungs-Software (ABI Prism 7000 SDS-Software, Foster City, USA) eingespeist.
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Abbildung 8: Prinzip des TagMan"-Assays wihrend der real time PCR

Die 5’-Nuklease-Aktivitit der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase fiihrt wihrend der PCR-Polymerisation
zum Abldsen der hybridisierten TagMan®-Sonde vom c¢DNA-Strang. Hierdurch wird die raumliche
Assoziation zwischen fluoreszierendem Farbstoff (R) und quenchendem Farbstoff (Q) aufgehoben und das
Fluoreszenzsignal, welches proportional zum gebildeten Amplifikationsprodukt ist, detektiert.

Die real time PCR wurde auf 96-well-Platten durchgefiihrt. Das Endvolumen je
Vertiefung (well) betrug 30 pl. Auf einer 96-well-Platte wurden Standardreihen der zu
untersuchenden Zielgene und der endogenen Kontrolle mit je 6 Verdiinnungsstufen
platziert. Die Standardreihen erstreckten sich iiber 4 Zehnerpotenzen bei dem
Muskelgewebe (10* bis 10' ng) bzw. iiber 3 Zehnerpotenzen bei Verwendung der
Darmmucosa (10* bis 107 ng). Neben den unbekannten Proben liefen zwei

Negativkontrollen (NTC, no template control; NEC, no enzyme control) mit. Alle
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Messungen erfolgten als Triplikate, so dass vorhandene Pipettierfehler ermittelt werden
konnten.

Bei der Datenauswertung erfolgt die Korrektur der Emission des fluoreszierenden
Farbstoffs (FAM) um die Emissionsintensitidt des passiven Referenzfarbstoffs (ROX).
Dieses Verhiltnis ist als R, (normalized reporter) definiert. Der R, -Wert gibt die
Emissionsintensitdt einer Probe an, welche cDNA enthilt (template). Der R, -Wert gibt
die Emissionsintensitit einer Probe an, welche keine cDNA enthélt (no template control).
Die Differenz aus R, und R, (A R,) gibt das spezifische Fluoreszenzsignal unter den
jeweiligen PCR-Bedingungen wieder. Als Schwellenwert (threshold) oder C-Wert
(threshold cycle) wird bei der real time PCR der Zyklus definiert, in dem erstmalig ein
signifikanter Anstieg von AR, aus dem Hintergrundrauschen detektiert werden kann. Die
davor liegenden Zyklen werden als Baseline determiniert. Die C-Werte wurden dann
gegen die logarithmische Ausgangskonzentration der RNA zur Erstellung der
Standardkurve aufgetragen, mit deren Hilfe die unbekannten Proben quantifiziert wurden.

Beispielhaft ist dieses in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Beispielhafte logarithmische Darstellung eines Amplifikationsplots und

einer Standardkurve

Aus dem Amplifikationsplot (1) der aufgetragenen Standardproben lassen sich im Schnittpunkt mit dem
Threshold die C-Werte ableiten, in denen das Fluoreszenzsignal der Standardproben signifikant aus dem
Hintergrund hervortritt. Anhand dieser Ci-Werte, welche fiir die Standardkurve (2) gegen die
logarithmische Ausgangskonzentration der RNA aufgetragen werden, lassen sich die Proben mit
unbekannter RNA-Konzentration quantifizieren.

Eine Standardkurvensteigung von -3,32 wiirde einer 100-prozentigen PCR-Effizienz mit
einer Verdopplung des Amplifikationsproduktes pro Zyklus entsprechen.

Da in der vorliegenden Arbeit die Differenz zwischen der Steigung der Standardkurve der
endogenen Kontrolle und derjenigen der Zielgene > 0,1 war, wurde die relative

Standardkurvenmethode zur Quantifizierung der Genexpression verwendet. Die durch
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das Fluoreszenzsignal detektierte und anhand der Standardkurve ermittelte Konzentration
des Zielgens, dargestellt in willkiirlichen Einheiten (arbitrary units), wurde durch die auf
gleiche Weise ermittelte Konzentration der endogenen Kontrolle dividiert. Die so pro
Tier erhaltene dimensionslose Verhiltniszahl wurde in Gruppenmittelwerten
zusammengefasst, welche wiederum zwischen den drei Versuchsgruppen (LF, MCT,
LCT) verglichen wurden, um Aussagen iiber einer diiitetische bedingte Anderung der

Genexpression vornehmen zu kénnen.

3.3. Fettsauremuster und Verteilung von U-*C-Palmitat

In Experiment B-a wurden die Ratten mit den oben geschriebenen Versuchsdidten
gefiittert. Wihrend der letzten 5 Tage des Experiments erhielten die Tiere mit der Diét
universell mit schweren Kohlenstoffatomen (°C) markierte Palmitinsidure (U-"C-
Palmitat, Reinheit 99 %, Firma Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
Massachusetts, USA) verabreicht. Zwei Tiere pro Gruppe erhielten in diesem Zeitraum
die Versuchsdidten ohne Zugabe der markierten Fettsdure, um die natiirliche
Anreicherung von U-">C-Palmitat bestimmen zu kénnen. Um sicherzustellen, dass jedes
Tier die gleiche Menge des stabilen Isotops mit dem Futter aufnahm, mussten die Tiere
restriktiv — ausgehend von der Futteraufnahme des am wenigsten fressenden Tieres —
gefiittert werden. Die Tiere erhielten in der letzten fiinf Tagen des Experiments pro Tag
20 g Futter (62 - 64 kcal) mit einem U-BC-Palmitatgehalt von ca. 6 mg. Ziel der
chronischen Fiitterung mit der U-">C-Palmitinsdure war es, durch die 5-tdgige Fiitterung
einen Gleichgewichtszustand (steady state) dieses Markers in den Geweben zu erzielen.
Nach Totung der Tiere wurden aus den o.g. Organen die Lipide extrahiert und in diesen
die Konzentration des U-">C-Palmitats analysiert, um die Verteilung des applizierten
Fettsduremarkers als Repréisentant fiir langkettige gesittigte Fettsduren bestimmen zu

konnen.

In Experiment B-b wurden die Ratten fiir 4 Wochen mit den Versuchsdidten gefiittert.
Am letzten Tag des Experimentes erhielten alle Ratten eine fettreiche Testmahlzeit
(oraler metabolischer Toleranztest, OMTT), in welche ebenfalls die universell mit
schweren Kohlenstoffatomen ('*C) markierte Palmitinsdure (U-'>C,¢-Palmitat) gemischt
worden war. Zwei Tiere pro Gruppe erhielten den OMTT ohne Zugabe der markierten

Fettsdure, um die natiirliche Anreicherung des U-">C-Palmitats bestimmen zu kénnen. Zu
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Beginn der Hellphase des letzten Tages der Fiitterungsperiode erhielten die Tiere 3 g des
OMTT (23 kcal) in einer Petrischale angeboten, die innerhalb von 15 Minuten geleert
wurde. Der U-'"C-Palmitatgehalt dieser Testmahlzeit betrug ca. 15 mg. Fiinf Stunden
nach Applikation des OMTT wurden die Tiere zur Organentnahme getitet. Aus den o.g.
Geweben wurden die Lipide extrahiert und in diesen die Konzentration des

U-"*C-Palmitats, als Marker fiir langkettig gesittigte Fettsduren, bestimmt.

3.3.1. Fettextraktion nach Folch

Die Extraktion der Gesamtlipide aus den Gewebeproben erfolgte nach einer modifizierten
Methode von Folch et al. [234]. Die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben mit einem
Gewicht von ca. 200 mg wurden in Zentrifugenglidser eingewogen, in ein Eisbad
verbracht und die 20-fache Menge an Chloroform/Methanol (CHCL3;/MeOH, 2:1 v/v) zur
Probe gegeben. Dabei wurde nach der ersten Zugabe von 2 ml CHCL:;/MeOH das
Gewebe mit einem Homogenator (Polytron Typ PT 10/35, Firma Kinematica GmbH,
Luzern, Schweiz) homogenisiert, worauf erneut 2 ml CHCL3;/MeOH zum Homogenat
gegeben wurden. Danach wurden 800 pl 0,58-prozentige NaCl-Losung (~100 mmol/l)
zum Homogenat gegeben und durch 5-miniitige Zentrifugation (2300 x g) bei 4 °C eine
vollstdndige Phasentrennung erreicht. Mit einer Pasteurpipette wurde die untere Phase
entnommen und in zuvor ausgewogene und beschriftete Glaszentrifugenglidser gegeben.
Die obere wissrige Phase und das verbliebene Pellet wurden erneut extrahiert. Dazu
wurden 2 ml CHCL3MeOH (5:1 v/v, Mischungsverhiltnis der organischen
Losungsmittel in der unteren Phase) zugegeben. Nach der zweiten Zentrifugation unter
den oben genannten Bedingungen wurde die untere Phase ebenfalls entnommen und in
die Zentrifugengléser iiberfiihrt. Im Anschluss wurde die chloroformhaltige Phase unter
Vakuum bis zur Trockene eingeengt (Speed Vac Concentrator & Refrigerated
Condensation Trap, Firma Bachhofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen, Deutschland).
Das so erhaltene konzentrierte Lipidextrakt wurde zuriickgewogen und zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Wagungen wurden mit einer Mikrowaage (Mettler
AE 163, Firma Mettler Toledo GmbH, GieBlen, Deutschland) durchgefiihrt.



MATERIAL UND METHODEN 52

3.3.2. Triglyceridbestimmung

Zur Bestimmung der Triglyceridkonzentration in den Geweben wurden die
eingedampften Lipidextrakte in 2 ml Isopropanol (Firma Merk, Darmstadt, Deutschland)
aufgenommen und durch Erwdrmung auf 70 °C im Wasserbad fiir 30 min und eine
anschlieBende 30-miniitige  Ultraschallbehandlung vollstindig gelost. Fiir die
enzymatische Bestimmung der Triglyceride wurden 20 ul der geldsten Probe mit 10 pl
Tritonlésung (30 g/l, Firma Sigma, St. Louis, USA), 70 ul destilliertem Wasser und
500 pl Triglyceridreagenz (Firma Thermo Clinical Labsystems, Vantaa, Finnland) fiir
20 min bei 37 °C inkubiert und die Extinktion bei 510 nm nach Abzug des Leerwerts
(20 ul Isopropanol + 10 pl Tritonlosung + 70 pl destilliertes Wasser + 500 pul
Triglyceridreagenz) photometrisch bestimmt (Spektralphotometer Perkin Elmer 550 A,
Firma Perkin Elmer, Wellesley, Massachusetts, USA). Die Tritonlosung diente zur
Stabilisierung des Reaktionsgemisches. Die Wirkungsweise des Triglyceridreagenzes

wird in Kapitel 3.4.2. beschrieben.

3.3.3. Gaschromatographische Bestimmung des Fettsauremusters

Die Bestimmung des Fettsduremusters der Triglycerid- und Phospholipidfraktionen der
Gewebe wurde am Institut fiir Biochemie und Lebensmittelchemie der Universitdt
Hamburg (Arbeitsgruppe Steinhart) im Rahmen einer Kooperation durchgefiihrt. Nach
einer vergleichbaren Lipidextraktion der Gewebeproben, wurde die Triglycerid- und
Phospholipidfraktion der Extrakte durch Festphasenextraktion (solid phase extraction,
SPE) nach einer modifizierten Methode von Kaluzny et al. [235] separiert. Die
separierten Fraktionen wurden in n-Hexan inklusive eines internen Standards
(Margarinsdure, 165 ng/ul Extrakt) aufgenommen. Die Bildung der Methylesterderivate
der vorhandenen Fettsduren erfolgte mittels 5S-prozentiger methanolischer
Kaliumhydroxidlosung (0,89 mol/l) bei 60 °C fiir 15 min. Zur Neutralisation wurde
Magnesiumsulfatlosung (0,3 mol/l) eingesetzt. Die Hexanphase mit den
Fettsduremethylestern  (FSME) wurde abgenommen und direkt in den
Gaschromatographen (Agilent Technologies 6890 N, Firma Agilent Technologies, Palo
Alto, California, USA) injiziert, um die Fettsduren qualitativ und quantitativ zu erfassen.
Die Quantifizierung erfolgte {iiber Eichgeraden mit acht unterschiedlichen

Konzentrationen der entsprechenden FSME-Standards (siehe unten).
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Fiir die chromatographische Auftrennung wurde eine 30 m x 0,32 mm BGB-Wax-
Kapillarsdule (Firma BGB-Analytik, Anwil, Schweiz) mit einer Filmdicke von 0,25 um
verwendet. Das Temperaturprogramm begann mit einer Haltephase bei 90 °C fiir 3 min,
gefolgt von einer Temperaturerhhung auf 180 °C mit einer Erwdrmung von 15 °C/min
und einer Haltephase von 5 min, gefolgt von einer Temperaturerh6hung auf 235 °C mit
einer Erwidrmung von 5 °C/min und einer anschlieBenden Haltephase bei 235 °C fiir
7 min. Als Tragergas wurde Wasserstoff verwendet. Die Detektion erfolgte iiber einen
Flammenionisationsdetektor (flame ionization detector, FID) bei 240 °C. Als FSME-
Standards wurden ,,F.A.M.E. Mix C8-C24“ (Firma Supelco, Belleforte, USA) sowie
FSME von C20:4, cis-13,16-C22:2 und cis-4,7,10,13,16,19-C22:6 (Firma Sigma, St.
Louis, USA) verwendet. Als interner Standard fungierte Heptadecansédure (C17:0, Firma
Fluka Chemikalien, Taufkirchen, Deutschland).

3.3.4. U-®C-Palmitatbestimmung am GC-M assenspektrometer

Die Bestimmung der *C-Palmitinsiurekonzentration in den Lipidextrakten der Gewebe
wurde am A. 1. Virtanen Institut im Department fiir Biotechnologie und Molekulare
Medizin der Universitit Kuopio (Finnland, Arbeitsgruppe Herzig) im Rahmen einer
Kooperation nach gaschromatographischer Auftrennung der Lipidextrakte am
Massenspektrometer vorgenommen. Hierfiir diente ein Gaschromatograph (Agilent
Technologies 6890, Firma Agilent Technologies, Palo Alto, California, USA), welcher an
ein Massenspektrometer (Agilent Technologies 5973N, Firma Agilent Technologies, Palo
Alto, California, USA) gekoppelt war. Fiir die chromatographische Auftrennung wurde
eine 100 m x 0,25 mm SP-2560 Kapillarsdule (Firma Supelco, Bellefonte, USA) mit
einer Filmdicke von 0,2 pm verwendet. Das Temperaturprogramm begann mit einer
Haltephase bei 180 °C fiir 2 min, gefolgt von einer Temperaturerh6hung auf 240 °C mit
einer Erwdrmung von 3 °C/min und einer anschlieBenden Haltephase bei 240 °C fiir
8 min. Als Tridgergas wurde Helium verwendet. Die Temperatur in der Interphase
(interface) zwischen dem Gaschromatographen und dem Massenspektrometer wurde
konstant bei 280 °C gehalten, die Temperatur der Ionisationskammer bei 230 °C und die
der Massenfilter (Quadropol) bei 150 °C. Die Elektronenenergie der lonisationsquelle
betrug 70 eV. Als interner Standard diente Heptadecansdure (C17:0, Firma Sigma, St.
Louis, USA). Weiterhin wurde ein Fettsduremethylester-(FAME)-Mix und
Fettsduremethylester-(FAME)-Standards mit definierten FAME-Konzentrationen (FAME
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Standard RM-6, Firma Supelco Bellefonte, USA) eingesetzt. Zur Kalibrierung des
Massenspektrometers diente eine Standardkurve der U-"3C-Palmitinsdure (Firma
Camebridge Isotope Laboratories, Andover, USA). Die FAME und ihre Ionen wurden
tiber ein selektives Ionen-Monitoring detektiert und mit Hilfe der EnhancedChemStation-
Software (Firma Agilent Technologies Palo Alto, California, USA) analysiert. Die
Konzentrationen der U-">C-Palmitinsdure und der anderen Fettsduren wurden in den
Proben als pg/Lipidextrakt dargestellt.

Die Anreicherung der '*C-Plamitinsdure (ug) wurde auf ein Gramm Gewebefrischmasse
bezogen und der natiirliche '*C-Plamitatgehalt der Gewebe (ermittelt an zwei Tieren pro
Gruppe, welche keine C-Plamitinsiure erhielten) davon subtrahiert. Zur Berechnung der
Anreicherung von '’C-Plamitat im Fettsdurepool der Gewebe wurde die in den
Lipidextrakten ermittelte '’C-Plamitatkonzentration auf die Summe der am
Gaschromatographen analysierten Fettsduren in Promille (%o) desselben Lipidextrakts
dargestellt. Nach der Subtraktion der natiirlichen '*C-Plamitatanreicherung der Gewebe
wurde die so ermittelte '*C-Plamitatkonzentration (5 '*C-Palmitat %o) in den Geweben

der Einzeltiere als Gruppenmittelwert zusammengefasst.

3.4. Oraler metabolischer Toleranztest (OMTT)

In Experiment C wurde den Ratten nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode ein Katheter
in die A. carotis implantiert. Nach einer 48-stiindigen Erholungsphase wurde den Tieren
am Morgen zu Beginn der Hellphase ein OMTT verabreicht und in den darauffolgenden
6 Stunden der postprandiale Verlauf einzelner Plasmametabolite untersucht. Der OMTT
(3 g/Tier) wurde den Ratten iiber eine Spritze unter stindiger Kontrolle innerhalb von
5 min in den Schlund appliziert. Die Blutentnahme (200 - 400 pl) tber den
Carotiskatheter erfolgte niichtern (Zeitpunkt ty) und postprandial 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 und
6 Stunden nach der Verabreichung des OMTT. Nach dem Zentrifugieren (10 min,
2000 rpm, 4 °C) der EDTA-Blutproben wurde das Plasma bis zur weiteren Bestimmung
von Glucose, Triglyceriden, Cholesterol und Insulin bei -20 °C gelagert.

3.4.1. Operationstechnik

Die Ratten wurden wie bereits beschrieben mit einer Mischung aus Xylazinhydrochlorid

(10 mg/kg KG) und Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg KG) narkotisiert. Im ventralen
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Halsbereich wurde das Fell der Tiere rasiert und die freigelegte Haut desinfiziert. Mit
einem Léngsschnitt zwischen Brust- und Schiisselbein auf einer Seite der Halsregion
(siche Abbildung 10) wurde die A. carotis unter Fett-, Bindegewebe und Halsmuskulatur
freiprépariert.

Abbildung 10: Einschnittstelle in der ventralen Halsregion der Ratte zum Freipraparieren
der A. carotis
Quelle [236]

Nach dem Freilegen der A. carotis (siche Abbildung 11) wurde die GefiBBwand der A.
carotis mit einer Fliigelschere gedffnet, ein Polyethylenkatheter mit einem Durchmesser
von 0,5 mm einige Millimeter in Richtung Herz eingefiihrt und die Durchléssigkeit des
Katheters getestet. Um das Verrutschen des Katheters zu vermeiden, wurde dieser mit
Hilfe von Seidenfdden im Gefdll und anschlieBend an der Halsmuskulatur fixiert. Vom
dorsalen Halsbereich der Tiere wurde der Katheter nun seitlich unter der Hautdecke mit
einer stumpfen Arterienklemme zur Austrittsstelle im Nacken der Ratte gefiihrt. Bis zur
spateren Blutentnahme wurde der Katheter mit NaCl gefiillt, verschlossen und in Form

einer Schlinge oberhalb des Schultergiirtels der Tiere fixiert.

P

Abbildung 11: Arterienkatheter mit dorsaler Austrittsstelle im Nacken der Tiere
a/b = fixierend angebrachte Seidenfidden; Quelle [237]
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3.4.2. Bestimmung von Glucose, Triglyceriden, Cholesterol und Insulin

Die Plasmakonzentrationen von Glucose, Triglyceriden und Cholesterol wurden mit
einem automatischen Laboranalysegerdt (Firma Konelab Corporation, Espoo, Finnland)
gemessen. Hierfir wurden klinische Testkits der Firma Thermo Clinical Labsystems
(Vantaa, Finnland) und Randox (Clumlin, England) verwendet. Insulin wurde mittels
eines ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Firma Mercodia, Uppsala, Schweden)
analysiert.

Das Testprinzip zur Bestimmung der Plasmaglucosekonzentration beruht auf der ATP-
abhingigen Phosphorylierung von Glucose durch eine Hexokinase. Das gebildete
Glucose-6-Phosphat  wird  durch  die  Glucose-6-Phosphatdehydrogenase  zu
6-Phosphogluconat oxidiert. In der zweiten Reaktion wird eine dquimolare Menge an
NAD" zu NADH + H' reduziert, so dass durch die daraus resultierende Erhohung der
Extinktion bei 340 nm die Glucosekonzentration der Proben erfasst werden kann.

Bei der Bestimmung der Konzentration von Triglyceriden wurden die Triglyceride
mithilfe einer Lipase zu Glycerol und freien Fettsduren hydrolysiert. Anschlieend wird
das Glycerol unter Zugabe von ATP zu Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert, welches
dann zu Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Das
Wasserstoffperoxid reagiert mit Aminophenazon und 4-Chlorophenol unter Bildung eines
Quinonimin-Farbstoffes, dessen Extinktion bei 510 nm gemessen wird. Die
Glycerolbestimmung nach Lipolyse wurde um die Konzentration an freiem Glycerol
korrigiert. Das freie Glycerol im Plasma der Tiere wird ebenfalls unter Zugabe von ATP
und Glycerokinase in Glycerol-3-Phosphat und ADP iiberfiihrt. Glycerol-3-Phosphat
reagiert mit Sauerstoff iiber die Glycerol-Phosphatoxidase u.a. zu Wasserstoffperoxid,
welches mit einem Sulfphonsidure-Komplex (DCHBS, 3,5-Dichlor-2-Hydroxybenzen-
Sulphonsdure) und Aminophenazon zur Bildung eines Quinonimin-Farbstoffes fiihrt,
welcher bei 510 nm gemessen wird.

Das Testprinzip zur Untersuchung der Konzentration von Cholesterol im Plasma der
Tiere basiert auf der Spaltung von Cholesterinestern mittels einer Esterase in freies
Cholesterol und Fettsduren. Die Oxidation des Cholesterols durch eine
Cholesteroloxidase fiihrt u.a. zur Bildung von Wasserstoffperoxid, welches zusammen
mit Phenol und Amino-4-Antipyrin durch eine Peroxidase zu Quinonimin reagiert. Dieser
rote Farbstoff wird bei 510 nm gemessen.

Im Niichternzustand wurde weiterhin die Konzentration freier Fettsduren bestimmt. Das

Testprinzip zur Untersuchung der freien Fettsduren im Plasma der Tiere beginnt mit der
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Aktivierung der freien Fettsduren durch eine Aycl-CoA-Synthetase zu Acyl-CoA.
AnschlieBend wird das Acyl-CoA durch eine Acyl-CoA-Oxidase unter Bildung von
Wasserstoffperoxid oxidiert. Das Wasserstoffperoxid reagiert daraufthin mit 4-AAP
(4-Aminoantipyrine) und TOOS (N-Ethyl-N-2-[Hydroxy-3-Sulphopropyl]-m-Toluidine)
zu einem violetten Farbkomplex, der bei 540 nm gemessen wird.

Firr die Insulinbestimmung mittels ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)
wurden 5 pl Plasma bendtigt. Der Enzym-Immunoassay basiert auf einer direkten
Sandwich-Technik mit zwei Antikérpern, welche gegen das Insulinmolekiil gerichtet
sind. Wahrend der Inkubation reagiert das Insulin mit einem Peroxidase-konjugierten
Insulinantikoérper und mit einem Insulinantikorper, welcher an der Oberfliche der
Microtiterplatte (im 96 well-Vormat) gebunden ist. Nach einigen Waschschritten entsteht
iiber eine Reaktion mit 3,3°,5,5’-Tetramethylbenizin ein Farbkomplex, welcher bei
450 nm mit dem ELISA-Reader (Spectra Max 340, Firma Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, USA) und der entsprechenden Analysesoftware (Soft Max®PRO
Version 1.1, Firma Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA) gemessen und

quantifiziert wurde.

3.4.3. Auswertung postprandialer Plasmametabolite

Neben der Darstellung der Plasmakonzentrationsverldufe von Glucose und Triglyceriden
wurde die Flache unterhalb der Glucose- und Triglyceridkonzentrationszeitkurve (AUC,
area under the curve) bestimmt und der maximale Anstieg der Triglyceride in den drei
Didtgruppen ermittelt. Fiir die Auswertung wurden lediglich die Ratten beriicksichtigt,
von denen ein kompletter Datensatz {iber die gesamten 6 Stunden zur Verfiigung stand.
Der maximale Triglyceridanstieg wurde als Differenz aus der maximalen
Triglyceridkonzentration und der Niichternkonzentration zum Zeitpunkt t, berechnet
(A TGmax — TGuicntern)- Die Berechnung der Flache unterhalb der Kurve erfolgte nach
folgender Gleichung :

n

AUC (0 - t,) = % % (Ciy + Cy) (t — tiy)

i=1
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3.5. Bestimmung der Korperfettmasse

In Experiment D wurde 5 Tieren pro Gruppe am letzten Tag der 4-wdchigen
Fiitterungsperiode im gefasteten Zustand 0,6 g/kg KG deuteriertes Wasser (D,O/H,O =
67 Atomprozent, Firma ARMAR Chemicals, Dottingen, Schweitz) intraperitoneal
injiziert. Die verwendeten Spritzen wurden vor und nach der Injektion gewogen, um die
exakte Dosis des applizierten Deuterium-angereicherten Wassers zu bestimmen. In den
anschlieenden 4 Stunden hatten die Tiere keinen Zugang zu Futter oder Trinkwasser und
der Marker konnte sich gleichméBig im Korperwasser der Tiere (TBW, total body water)
verteilen. Nach den 4 Stunden wurden die Tiere narkotisiert und rasch entblutet. Das Blut
wurde in EDTA-beschichteten Monovetten aufgefangen und bis zur weiteren
Autfbereitung bei -20 °C gelagert. Ziel des Experimentes war es, liber die Bestimmung
des Gesamtkorperwassers der Tiere eine indirekte Aussage iiber die Fettmasse der Tiere
vorzunehmen.

Die Deuterium-Verdiinnungsmethode als nicht-invasive in vivo-Methode eignet sich gut
zur Berechnung des Gesamtkorperwassers, weil die Kinetik von D,O nahezu identisch
mit der von nichtmarkiertem Wasser ist [238]. Unter der Annahme eines Wassergehalts
von 73 % der fettfreien Masse (FFM) kann aus der Verteilung des deuterierten Wassers
im Gesamtkorperwasserpool (TBW) die fettfreie Masse und im Anschluss durch
Zuhilfenahme des Korpergewichtes (KG) anhand des Zwei-Kompartimentenmodells die

Fettmasse (FM) der Tiere errechnet werden:

FFM (g) = TBW/0,73

FM (g) =KG (g) -FFM (g)
mit
FFM = fettfreie Masse
TBW = Gesamtkorperwasser (total body water)

FM = Fettmasse
KG = Korpergewicht

Da es allerdings bei der Bestimmung des Gesamtkorperwasserpools mit der Deuterium-
Verdiinnungsmethode zu einer Uberschitzung des Gesamtkdrperwassers um 4 - 5 % des
Korpergewichts kommt (markierte Wasserstoffatome konnen mit unmarkierten

Wasserstoffatomen im Verteilungsraum z. B. aus Carboxyl-, Hydroxyl- und
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Aminogruppen ausgetauscht werden, [239]), wurde bei der Berechnung des

Gesamtkorperwassers ein Fehlerfaktor von 0,04 berticksichtigt:

TBW = [injizierte D,O-Menge (g) / (D,0-Gehalt im Blut (g) / 1000000)] - [0,04 - KG (g)]

mit
TBW = Gesamtkorperwasser (total body water)

D,0 = deuteriertes Wasser (*H,0)
KG = Korpergewicht

Zur Gewinnung des deuterierten Wassers aus den Blutproben wurden diese mit Hilfe
einer Kiihlfalle nach dem Prinzip der Gefriertrocknung sublimiert. Bei dem Prozess
wurde das Blut mit dem darin enthaltenen deuterierten Wasser gefroren. Durch ein
angelegtes Vakuum wurde das gebildete Eis anschlieBend bei niedrigem Druck
sublimiert, und der gebildete Wasserdampf in einer Vakuumkammer aufgefangen. Durch
Verfliissigung des gebildeten Wasserdampfes wurde das Wasser zuriickgewonnen.

Die Konzentrationsbestimmung des deuterierten Wassers in den sublimierten Blutproben
erfolgte am Institut fiir Tiererndhrung der Universitit Hohenheim (Arbeitsgruppe
Steingal) an einem Prozess-Photometer (SPECTRAN 677, Firma Bodenseewerk
Geosystem GmbH, Uberlingen, Deutschland) im infraroten Wellenlingenbereich bei
einer Wellenldinge von 340 — 420 nm. Die Messungen erfolgten im
Konzentrationsbereich einer linearen Standardkurve als Triplikate gegen Wasser. Die

Darstellung der D,O-Konzentration in den Proben erfolgte in ng/g Gewebe.

3.6. Hyperinsulinamischer-euglycamischer Clamp (EHC) und

intraperitonealer Glucosetoleranztest (IPGTT)

In Bratislava wurde am Institut fiir Experimentelle Endokrinologie der Slowakischen
Akademie der Wissenschaften im Rahmen einer bestehenden Kooperation
(Arbeitsgruppe Klimes/Sebokova) ein hyperinsulindmischer-euglykdmischer Clamp an
ménnlichen Wistar Charles-River-Ratten (Firma AnLab, Prag, Tschechische Republik)
mit gleichem Ausgangsgewicht wie in den Kieler Tierexperimenten durchgefiihrt. Der
EHC gilt als Goldstandard zur Messung der Insulinsensitivitit von Geweben, mit
Quantifizierung der insulinstimulierten Glucoseaufnahme wunter standardisierten

Bedingungen [54]. Nach der 4-wochigen Fiitterung mit den oben genannten Diéten,
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welche in Kiel produziert, vakuumverpackt und bei -20 °C gekiihlt nach Bratislava
versandt wurden, wurden die Ratten mit einer Mischung aus Xylazinhydrochlorid
(10 mg/kg KG) und Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg KG) anésthesiert und
Verweilkatheter in die A. carotis und V. jugolaris implantiert. Nach einer 72-stiindigen
Erholungsphase wurden die Tiere 16 Stunden gefastet und der Niichternglucose- und
-insulinspiegel bestimmt. AnschlieBend wurde der EHC durchgefiihrt, wobei
kontinuierlich iiber 90 min mit einer Rate von 6,4 mU/kg/min den Ratten porcines Insulin
(Firma  Actrapid, Novo Nordisk, Dénemark) infundiert wurde, um die
Plasmainsulinkonzentration an der Obergrenze des physiologischen Bereichs
(1,49 £+ 0,05 nmol/l) zu halten. Die arterielle Plasmaglucosekonzentration wurde durch
variable Glucoseinfusionen (40-prozentige Glucoselosung, Firma Delta Selekt, Dreieich,
Deutschland) auf dem basalen Niichternglucosespiegel gehalten. Zur Kontrolle der
Glucose- und Insulinkonzentration im Plasma der Ratten wurden wéhrend des
90-miniitigen Clamps im 15-Minuten Intervall Blutproben entnommen. Da durch die im
hyperinsulinimischen Clamp erreichten hohen Insulinspiegel die endogene hepatische
Glucoseabgabe anndhernd komplett supprimiert wird [240], entspricht die zur
Aufrechterhaltung der Euglykédmie erforderliche Glucoseinfusionsrate (GIR) im
Wesentlichen der vom Gewebe aufgenommenen Glucosemenge und kann als indirektes
MaB fiir die Insulinsensitivitit herangezogen werden.

Die Plasmaglucosekonzentration wurde mit einem Glucose Analyser (Firma Beckmann,
Fullerton, USA) bestimmt. Die Plasmainsulinkonzentration wurde mithilfe eines RIA (rat

insulin RIA, Firma Linco, St. Charles, USA) analysiert.

Um zu priifen, ob die in Kiel gehaltenen Ratten nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode
mit den gleichen Didten ebenfalls eine gestorte insulinstimulierte Glucoseaufnahme in die
Gewebe aufwiesen, wurde in einem zusétzlichen Experiment in Kiel mit 2 Tieren pro
Gruppe ein intraperitonealer Glucosetoleranztest (IPGTT) durchgefiihrt und die
Plasmaverldufe von Glucose und Insulin {iber die drei nachfolgenden Stunden ermittelt.
Hierfir bekamen die Tiere am Morgen des letzten Tages der Fiitterungsperiode
2 g/kg KG Glucose intraperitoneal injiziert. Zur Injektion wurde 40-prozentige
Glucoselosung (Firma Delta Selekt, Dreieich, Deutschland) verwendet. Die
Blutabnahmen (200 pl) tiber die Schwanzvene erfolgten an niichternen Tieren zum

Zeitpunkt ty sowie 30 min, 1, 2 und 3 Stunden nach der Injektion der Glucoseldsung.
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Nach dem Zentrifugieren der EDTA-Blutproben wurde das Plasma der Tiere bis zur
weiteren Bestimmung von Glucose und Insulin bei -20 °C gelagert.

Die Plasmakonzentration von Glucose wurde an dem bereits in Kapitel 3.4.2.
beschriebenen Laboranalysegerit (Firma Konelab Corporation, Espoo, Finnland) mit
Hilfe des klinischen Tests (Firma Thermo Clinical Labsystems, Vantaa, Finnland)
gemessen. Insulin wurde mittels eines ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Firma
Mercodia, Uppsala, Schweden) analysiert. Die Testprinzipien sind ebenfalls in Kapitel
3.4.2. detailliert beschrieben.

3.7. Datenauswertung und Statistik

Zur statistischen Datenauswertung wurde das Programm STATGRAPHICS Plus Version
4.1 (Firma Manugistics, Rockville, Maryland, USA) verwendet. Der Einfluss der
Versuchsdidten (LF, MCT, LCT) auf alle untersuchten Parameter wurde fiir alle
beschriebenen Experimente (A, B-a, B-b, C, D, E) mittels einfacher Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBendem paarweisen Vergleich der Mittelwerte nach Student-
Newman-Keuls durchgefiihrt. Sofern in den Experimenten Parameter in einzelnen
Organen untersucht wurden, erfolgte die Auswertung organspezifisch. Die Daten sind,
wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt.

Um Unterschiede zwischen dem gefasteten und postprandialen Zustand sowie zwischen
der chronischen und einmaligen Applikation von U-'">C-Palmitat untersuchen zu kénnen,
wurden die Experimente B-a und B-b miteinander verglichen. In einem ersten Schritt
wurde mittels multifaktorieller Varianzanalyse die Signifikanz der Einflussfaktoren
»~Experiment, ,,Versuchsgruppe® und ,,Organ* getestet. Signifikante Einflussfaktoren
(hier: ,,Experiment* und ,,Organ®) wurden im Anschluss durch multiple paarweise
Vergleiche (95 % LSD) gepriift, um Unterschiede zwischen den Experimenten
(B-a vs. B-b) bzw. den Organen in den jeweiligen Versuchsgruppen festzustellen. Ein

P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

Bei der folgenden Darstellung der Ergebnisse wird zur besseren Ubersicht auf die

Experimente hingewiesen, aus welchen die jeweiligen Resultate stammen.

4.1. Gewichtsentwicklung

Die Gewichtsentwicklung aller Ratten aus den in Kiel durchgefiihrten Versuchen
(Experiment A, B-a, B-b, C, D ohne E) ist in Abbildung 12 dargestellt. Zu Beginn des
Experiments (Versuchswoche 0, W0) wogen die Ratten im Mittel 280 g. Nach der
4-wochigen Flitterungsperiode lag das mittlere Gewicht der Tiere zwischen 370 g in der
LF-Gruppe und 350 g in der LCT-Gruppe. Die Gewichtszunahme der Ratten war in der
LF- und MCT-Gruppe mit 87,4 + 3,7 g und 80,5 + 2,9 g signifikant hoher als in der
LCT-Gruppe mit 62,3 +£2,6 g.

Gewicht (g)

T T T ,
w0 w1 w2 w3 w4
Versuchswoche

Abbildung 12: Gewichtsentwicklung der Ratten (Experiment A-D)

Mittelwert £ SEM; n = 49-50; #: signifikanter Unterschied zwischen LF, MCT und LCT (P < 0,05,
ANOVA); $: signifikante Unterschiede zwischen LF und MCT gegeniiber LCT (P < 0,05, ANOVA);
W = Versuchswoche

Die in Bratislava im Rahmen des EHC eingesetzten Ratten, welche mit identischen
Diéten gefiittert wurden, starteten mit einem Gewicht von 264 g, kamen jedoch nach der
4-wochigen Fiitterungsperiode auf hohere Endgewichte als die in Kiel gehaltenen
Ratten. Die Gewichtszunahme der Tiere in Bratislava war zwischen den Gruppen nicht
signifikant unterschiedlich (135,6 + 8,1 g (LF), 135,8 £ 13,5 g (MCT),127,9 £+ 123 g
(LCT)).
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In Abbildung 13 ist die Gewichtszunahme der Ratten fiir die jeweiligen Experimente
dargestellt. Mit Ausnahme von Experiment D (n = 5 pro Gruppe) und E (Bratislava)
waren die Gewichtszunahmen der Ratten der MCT- und LCT-Gruppe aus den
Experimenten A, B-a, B-b und C nicht signifikant unterschiedlich voneinander. Fiir die
LF-Tiere ergaben sich hingegen signifikante Unterschiede zwischen den Experimenten

A, B-a und B-b verglichen mit Experiment C, D und E.
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Die Ratten der LF-Gruppe wiesen bei den in Kiel durchgefiihrten Experimente aufgrund
der starken Gewichtszunahme der LF-Tiere in Experiment C in der 3. und 4.
Versuchswoche signifikant hohere Gewichte auf als die Tiere der MCT- und LCT-
Gruppe (sieche Abbildung 12).

Das wdchentlich ermittelte Gewicht der Ratten in den einzelnen Experimenten ist in
Tabelle 7 dargestellt. Lediglich in den Experimenten C und D traten Unterschiede
zwischen den drei Versuchsgruppen in der Korpermasse auf. In den {ibrigen
Experimenten aus Kiel (A, B-a und B-b) und dem Experiment aus Bratislava (E) gab es
keine signifikanten Unterschiede im wochentlich ermittelten Gewicht der Ratten

zwischen den drei Versuchsgruppen.
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Tabelle 7: Gewichtsentwicklung der Ratten in den Kieler Experimenten
Exp. A LF MCT LCT ANOVA
W0 3224 + 6,6 3223 + 8.1 3250 + 83 ns
Wi 3493 + 52 3439 + 81 3456 + 7.1 ns
w2 361,9 + 5,6 3655 + 7.9 3559 + 72 ns
w3 3773 £ 55 3828 + 74 367,6 + 7.9 ns
W4 390,7 + 6,2 4005 £+ 7.6 3849 + 87 ns
Awd-w0 683 £ 52 783 + 48 598 + 6,7 ns
Exp. B-a LF MCT LCT ANOVA
WO 2652 + 3.4 263,7 + 3.6 2643 + 2.7 ns
W1 2943 + 4.1 2863 + 4.6 2885 + 33 ns
w2 3297 + 7.5 340,5 + 13,4 3258 + 11,1 ns
w3 356,1 + 5.9 3473 + 6,6 3382 + 33 ns
W4 3494 + 6,0 3487 + 72 330,7 + 3,5 <0,05
Awd-w0 848 + 3.8° 85,0 + 4,6 66,4 + 29° <0,01
Exp. B-b LF MCT LCT ANOVA
WO 2704 + 32 2704 + 3.9 2697 + 3.6 ns
W1 2920 + 49 291,7 + 55 2851 + 4,0 ns
w2 318,0 + 5,1 3149 + 638 3034 + 45 ns
W3 3491 + 5,5 3389 + 9,0 3292 + 57 ns
W4 3486 + 62 3449 + 9.7 3275 + 58 ns
Awd-w0 783 + 3.6° 745 + 68° 57,7 + 3,9° <0,05
Exp. C LF MCT LCT ANOVA
WO 2753 + 6,6 276,0 + 42 2854 + 4.6 ns
Wi 312,7* + 5,1 289.8° + 52 205.1° + 4.7 <0,05
w2 344.1° + 6,8 312,8° + 62 312,9° + 52 <0,01
w3 364,9° + 74 329,1° + 6,1 3268° + 5.4 <0,001
W4 387.8* + 8,8 3452° + 63 3384° + 52 <0,001
Awd-w0 1125 + 11,9 692° + 4.7 53,0 + 2.8 <0,001
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Fortsetzung Tabelle 7: Gewichtsentwicklung der Ratten in den Kieler Experimenten

Exp. D LF MCT LCT ANOVA
W0 2633 + 8,5 2651 + 9,0 263,7 + 8,9 ns
Wl 2986 + 6,1 2925 + 2,7 2984 + 3,1 ns
w2 340,1 + 3,9° 3302 + 3,7° 3214 £ 48 <0,05
W3 3675 + 50° 3555 + 57° 3345 + 68 <0,01
W4 3858 + 42° 3745 + 6,8° 3484 + 9,0° <0,01
Awd-w0 1225 + 47° 1095 + 114> 847 + 114° <0,05

65

Mittelwert £ SEM; n = 12 (Exp. A, B-a, B-b), 8 - 9 (Exp. C), 5 (Exp. D); ns = nicht signifikant;
unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen
(P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); W = Versuchswoche

4.2. Futterverzehr

In Experiment B-a wurde die Futteraufnahme (Futterverbrauch abziiglich des

verstreuten Futters) téglich registriert. In Abbildung 14 ist der Verzehr wihrend der

4-wochigen Fiitterungsperiode ohne die letzten 5 Tage, an denen die Ratten aufgrund

des Versuchsdesigns restriktiv gefiittert wurden (vgl. Kapitel 3.3.), dargestellt.

Im Mittel verzehrten die Ratten der LF- und MCT-Gruppe tédglich 30,5 + 0,3 g und die

Tiere der LCT-Gruppe 34,4 + 0,3 g Futter pro Tag. Die Futterauthahme in der LCT-

Gruppe war damit signifikant hoher als die Futteraufhahme in der LF- und MCT-
Gruppe (P <0,001).
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Abbildung 14: Tégliche Futteraufnahme der Ratten (Experiment B-a)
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In der 3. Versuchswoche wurde in Experiment B-a anhand der ermittelten
Futteraufnahme und einer 5-tdgigen Kotsammlung die scheinbare Verdaulichkeit von
Fett und Energie der Didten ermittelt (siche Tabelle 8). Die Futteraufnahme in dieser
S-tagigen Sammelperiode lag bei 31,0 £ 0,5 g/d in der LF-Gruppe, 31,3 £ 0,9 g/d in der
MCT-Gruppe und 33,7 £ 0,7 g/d in der LCT-Gruppe.

4.2.1. Scheinbar e Fettabsor ption

Die tigliche Fettauthahme (g/d) betrug 1,8 + 0,03 (LF), 5,8 = 0,2 (MCT) und 6,1 £ 0,1
(LCT). Damit war die Fettaufnahme iiber die beiden Hochfettdidten signifikant hoher
als iiber die LF-Diét. Die Fettausscheidung mit dem Faeces war mit 598 + 35,1 mg/d in
der LCT-Gruppe signifikant hoher als in der LF- und MCT-Gruppe mit 62,0 £+ 1,7 bzw.
48,9 + 2,8 mg/d, was sich ebenfalls in einer signifikant groeren Kottrockenmasse in
der LCT-Gruppe verglichen mit der LF- und MCT-Gruppe widerspiegelte. Die
scheinbare Fettabsorption war in der MCT-Gruppe mit 99,1 + 0,04 % hdher als in der
LF-Gruppe mit 96,5 + 0,1 % und LCT-Gruppe mit 90,2 + 0,5 % (siche Tabelle 8).

4.2.2. Scheinbar e Ener gieabsor ption

Wihrend der 5-tdgigen Sammelperiode war die aufgenommene tigliche Energiemenge
in allen drei Gruppen signifikant voneinander verschieden und betrug in der LF-Gruppe
4473 + 7,5 kJ/d, in der MCT-Gruppe 492,5 + 3,2 kJ/d und in der LCT-Gruppe
528,9 = 10, kJ/d. Die mit den Faeces ausgeschiedene Energiemenge war in der LCT-
Gruppe aufgrund des erhohten Fettgehaltes im Kot mit 91,6 + 4,2 kJ/d signifikant héher
als in der LF- und MCT-Gruppe mit 16,7 + 0,4 bzw. 14,2 = 0, kJ/d. Die scheinbare
Energieabsorption war in der LF- und LCT-Gruppe mit 430,5 + 17,1 bzw.
4372 + 7,5 kJ/d nahezu identisch, wohingegen sie in der MCT-Gruppe mit
477,4 + 13,0 kJ/d signifikant hoher war (siche Tabelle 8). Die hohere scheinbare
Energieabsorption in der MCT-Gruppe konnte auf eine hohere Oxidation der MCT-
Fette hinweisen, da die Tiere verglichen mit den Ratten der LF- und LCT-Gruppe, trotz
der hoheren scheinbaren Energieabsorption, wahrend der 4-wochigen Fiitterungsperiode

kein hoheres Gewicht entwickelten.
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Tabelle 8: Fett- und Energiebilanz" der Ratten (Experiment B-a)

Parameter LF MCT LCT ANOVA
Futteraufnahme (g/d) 31,0 + 0,5° 31,3 £ 0,9* 33,7 + 0,7° <0,05
Fettaufnahme (g/d) 1,8 + 0,03* 58 + 02 6,1 + 0,1°  <0,001
Energicaufnahme (kJ/d) 4473 + 7,5° 4925 + 13,4° 5289 + 10,9° <0,001
Kottrockenmasse (g/d) 1,1 £ 0,02° 1,1 + 0,03* 2,9 + 0,1  <0,001
Fikale Fettexkretion (mg/d) 62,0 + 1,7° 489 + 2.8 5986 + 351° <0,001
Fikale Energieexkretion (kJ/d) 16,7 + 0,4° 142 + 04* 91,6 + 42°  <0,001
Scheinbare Fettabsorption (%) 96,5 + 0,1° 99,1 £ 0,04° 90,2 + 0,5° <0,001
Energieabsorption (kJ/d) 4305 + 17,1* 4774 + 13,0° 4372 + 7,5° <0,01

D Bilanzen wurden iiber 5 Tage in der 3. Versuchswoche ermittelt; Mittelwert £ SEM; n = 12;
unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen
(P <0,05, ANOVA mit anschlieBendem Sudent-Newman-Keuls Test); d = Tag (day)

4.3. Korperfettmasse der Ratten

In Experiment D wurde bei 5 Tieren pro Gruppe der Gesamtfettgehalt der Tierkorper
mittels der Deuterium-Verdiinnungsmethode bestimmt (siche Kapitel 3.5.). In diesem
Experiment waren die Ratten der LF- und MCT-Gruppe am Ende der 4-wdchigen
Fiitterungsperiode signifikant schwerer als die Ratten der LCT-Gruppe (siche
Tabelle 7).

Der ermittelte Korperwassergehalt und die daraus abgeleitete Fettmasse der Tiere ist in
Tabelle 9 dargestellt. Die injizierte Menge an deuteriertem Wasser betrug im Mittel in
allen drei Versuchsgruppen 1,14 + 0,01 g pro Tier. Die prozentuale Fettmasse der
Ratten aus der LF-Gruppe (12,7 + 2,0 %) unterschied sich nicht signifikant von der
Fettmasse der Ratten aus der MCT- bzw. LCT-Gruppe (7,7 = 1,7 bzw. 8,8 £ 1,6 %).
Allerdings war auffallig, dass die Tiere der MCT-Gruppe trotz des relativ hoheren
Korpergewichts in der 4. Versuchswoche eine dhnliche Fettmasse wie die im Mittel
leichteren Tiere der LCT-Gruppe aufwiesen, welches ebenfalls fiir eine umfangreichere

Oxidation der MCT-Fette sprechen konnte (siehe vorheriges Kapitel).
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Tabelle 9: Gesamtkorperwasser, fettfreie Masse und Fettmasse der Ratten
(Experiment D)

LF MCT LCT ANOVA
KG (g) 3894 + 4,9° 376,8 + 7,2° 3482 + 88° <0,01
D20gu (ppm)  2917,0 + 80,6 28772 + 76,5 31334 + 81,9 ns
TBW (%) 63,7 £ 1,5 67,4 + 1.2 66,6 + 1,1 ns
FFM (%) 873 + 2,0 923 + 1,7 912 + 1,6 ns
FM (%) 12,7 + 2,0 77 + 1,7 8,8 + 1,6 ns

n = 5; ns = nicht signifikant; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test);
KG = Korpergewicht; D,0p,; = D,0-Gehalt im Blut; ppm = parts per million; TBW =
Gesamtkorperwasser (total body water); FFM = fettfreie Masse; FM = Fettmasse

Der mittels der Deuterium-Verdiinnungsmethode ermittelte prozentuale Anteil des
Fettgewebes am Gesamtkorpergewicht der Ratten scheint, verglichen zum Menschen,
gering, deckt sich allerdings mit Daten aus der Literatur, in denen bei Ratten das
Gesamtkorperwasser (TBW) bestimmt wurde und die daraus berechnete prozentuale

Fettmasse der Tiere im Durchschnitt ebenfalls unter 13 % lag [241;242].

4.4. Organgewicht und Fettgehalt der Gewebe

In Experiment B-a wurde {iiberpriift, ob die Fiitterung der Hochfettdidten eventuell zu
einer LebervergroBerung (Leberverfettung) gefiihrt haben konnte. Das relative
Lebergewicht (% der Korpermasse) war mit 2,6 + 0,1 (LF), 2,7 £ 0,1 (MCT) und
2,5+ 0,1 (LCT) nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Versuchsgruppen.

Bei den Ratten aus Experiment D (n = 5 pro Gruppe, signifikant leichtere LCT-
verglichen mit LF- und MCT-Tieren) wurden am Tag der T6tung die retroperitonealen
und epidedymalen Fettdepots entnommen und gewogen. Weder das relative Gewicht
des retroperitonealen Fettdepots (2,7 += 0,5 % (LF), 2,5 = 0,3 % (MCT), 1,9 + 0,3 %
(LCT)) noch das relative Gewicht des epidedymalen Fettdepots (2,9 = 0,2 % (LF),
2,8 + 0,3 % (MCT), 2,4 + 0,1 % (LCT)) war signifikant unterschiedlich zwischen den

Versuchsgruppen.
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4.4.1. Lipidgehalt in ausgewahlten Organen

In Experiment B-a wurde die Gesamtlipidfraktion einzelner Organe gravimetriv
bestimmt. Der Lipidgehalt der Gewebe ist in Tabelle 10 dargestellt. In der Leber der
Ratten der beiden Hochfettgruppen war der Lipidgehalt signifikant hoher als bei den
Tieren der LF-Gruppe, wohingegen der Lipidgehalt im Herzmuskel der LCT-Tiere

signifikant niedriger als bei den LF-Tieren war.

Tabelle 10: Lipidgehalt der Organe (mg/g Gewebe, Experiment B-a)

LF MCT LCT ANOVA
Leber 46,07 + 1,75 55,62 + 2,67° 53,59 + 1,76 <0,01
Herz 28,24 + 0,73 26,13 + 091 2523 + 0,75 <0,05
MS 11,40 + 0,97 9,74 + 1,74 12,90 + 1,34 ns
MG 10,27 + 1,25 9,81 + 1,43 782 + 1,7 ns
Fa 77035 + 71,72 79746 + 12,84 725,06 + 40,45 ns
Fr 771,07 + 35,68 856,12 + 24773 826,67 + 27,72 ns

Mittelwert + SEM; n = 10-12; ns = nicht signifikant; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Sudent-Newman-Keuls Test); MS = Musculus soleus; MG = Musculus gastrocnemius; Fa = abdominales
Fettgewebe; Fr = retroperitoneales Fettgewebe;

Obwohl der Lipidgehalt in den untersuchten Skelettmuskeln jeweils keine Unterschiede
zwischen den Gruppen aufwies, wird aus Abbildung 15 ersichtlich, dass die LCT-Tiere
einen signifikant hoéheren Lipidgehalt im M. soleus, verglichen mit dem

M. gastrocnemius, aufwiesen (P < 0,01).
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Abbildung 15: Lipidgehalt (mg/g Gewebe) im M. gastrocnemius[d und M. soleus l
(Experiment B-a)
Mittelwert £ SEM; n = 10-12; **: signifikanter Unterschied (P < 0,01, gepaarter t-Test)
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Weiterhin wurde der Lipidgehalt der Mucosa des Duodenums, des proximalen und
distalen Jejunums und des Ileums bestimmt (siche Abbildung 16). Dies geschah nach
der 4-wochigen Fiitterungsperiode und anschlieBendem 12-stiindigen Futterentzug
(Experiment B-a), sowie nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode und der
anschlieBenden einmaligen Gabe einer fettreichen Testmahlzeit (OMTT, 5 h
postprandial, Experiment B-b).

Nach der 4-wdochigen Fiitterungsperiode und anschlieBendem 12-stiindigen Futterentzug
(sieche Abbildung 16 I-IV A) war der Lipidgehalt der Mucosa in allen
Diinndarmabschnitten nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Versuchsgruppen.
Allerdings bestand in den distalen Abschnitten des Diinndarms (distales Jejunum und
Ileum) eine Tendenz zur Reihenfolge LF > MCT > LCT.

Finf Stunden nach der Gabe des OMTT im Anschluss an die 4-wochige
Fiitterungsperiode (siehe Abbildung 16 I-IV B) waren Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen im Lipidgehalt der Diinndarmmucosa - mit Ausnahme des
Duodenums — festzustellen. Im proximalen Jejunum war der Lipidgehalt in der LF-
Gruppe mit 55,12 + 9,49 mg/g Gewebe nicht signifikant hoher als in der MCT-Gruppe
mit 40,94 + 4,39 mg/g Gewebe und signifikant hoher als in der LCT-Gruppe
25,42 + 3,03 mg/g Gewebe (P < 0,01). Im distalen Jejunum hingegen war der
Lipidgehalt in der MCT-Gruppe mit 65,52 + 12,05 mg/g Gewebe tendenziell hoher als
in der LCT-Gruppe mit 47,93 £+ 5,73 mg/g Gewebe und signifikant héher als in der LF-
Gruppe mit 31,88 + 2,88 mg/g Gewebe (P < 0,05). Auch im Ileum war 5 Stunden nach
der Gabe des OMTT der Lipidgehalt in der MCT-Gruppe mit 23,75 + 6,17 mg/g
Gewebe signifikant hoher als in der LF- und LCT-Gruppe mit 10,57+ 3,88 bzw.
7,73 = 1,36 mg/g Gewebe (P < 0,05). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
didtetische Vorkonditionierung iiber einen Zeitraum von 4 Wochen zu Unterschieden in
der Fettabsorption fiihrt. Wahrend die mucosalen Lipidgehalte in der LF-Gruppe fiir
eine Fettabsorption im Duodenum/proximalen Jejunum sprechen, weisen die Werte der
LCT-Gruppe auf eine Verlagerung der Fettabsorption vom Duodenum/proximalen
Jejunum zum distalen Jejunum hin, welches durch die relativ schlechtere Verdaulichkeit
des LCT-Fettes bedingt sein konnte (vgl. Kapitel 4.2.1.). Die fiir die MCT-Gruppe
ermittelten Werte sprechen ebenfalls fiir eine umfangreichere Fettabsorption im distalen

Jejunum.
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Abbildung 16: Lipidgehalt (mg/g Gewebe) in der Mucosa des Duodenums (I),
proximalen Jejunums (II), distalens Jejunum (III) und Ileums (IV) nach 4-wdochiger
Fiitterungsperiode und 12-stiindigem Futterentzug (A, Experiment B-a) bzw. nach
4-wochiger Flitterungsperiode und einmaliger Gabe des OMTT (B, Experiment B-b)
Mittelwert =+ SEM; n = 8-12; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen Experiment B-a und B-b (P < 0,05,
ANOVA mit anschliefendem paarweisen Vergleich (95 % LSD))
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Da die beiden Experimente B-a und B-b ein identisches Versuchsdesign aufwiesen und
sich die Gewichte der Ratten in diesen beiden Experimenten nicht unterschieden, wurde
neben dem Einfluss der Versuchsdidten in den jeweiligen Experimenten auch der
Unterschied im mucosalen Lipidgehalt der einzelnen Diinndarmabschnitte zwischen
dem gefasteten und dem postprandialen Zustand innerhalb der jeweiligen
Versuchsgruppen verglichen (siche Kapitel 3.7.).

In der Mucosa des Duodenums war der Lipidgehalt in allen drei Versuchsgruppen im
postprandialen Zustand signifikant hoher als im gefasteten Zustand (siehe Abbildung 16
I B und A). Auch im proximalen Jejunum war der mucosale Lipidgehalt im
postprandialen Zustand hoéher als im gefasteten Zustand, allerdings ergab sich lediglich
in der LF-Gruppe ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Experimenten
(sieche Abbildung 16 II B und A). In der Mucosa des distalen Jejunums war der
Lipidgehalt in der LF-Gruppe im postprandialen Zustand signifikant niedriger als im
gefasteten Zustand (siehe Abbildung 16 III B und A). Der hohere mucosale Lipidgehalt
des distalen Jejunums in der MCT- und LCT-Gruppe im postprandialen Zustand war
hingegen nicht signifikant unterschiedlich zum gefasteten Zustand. Der mucosale
Lipidgehalt im Ileum war in allen drei Versuchsgruppen im postprandialen Zustand
niedriger als im gefasteten Zustand, wobei der Unterschied in der MCT-Gruppe nicht

signifikant war (siche Abbildung 16 IV B und A).

4.4.2. Triglyceridgehalt in ausgew&dhlten Organen

Zusitzlich zur Bestimmung des Gesamtlipidgehalts der Gewebe wurde in der Leber,
dem Herzmuskel, dem oxidativen M. soleus, dem glykolytischen M. gastrocnemius
sowie dem abdominalen Fettgewebe der Triglyceridgehalt bestimmt (siche Tabelle 11).

In keinem der untersuchten Gewebe konnten signifikante Unterschiede in der

Triglyceridkonzentration zwischen den drei Versuchsgruppen nachgewiesen werden.
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Tabelle 11: Triglyceridkonzentration der Gewebe (mg/g Gewebe, Experiment B-a)

Gewebe LF MCT LCT ANOVA
Leber 16,51 £ 1,09 17,01 £ 1,04 19,11 £ 1,78 ns
MS 3,62 £ 0,48 5,86 £ 1,65 2,94 + 0,78 ns
MG 1,24 + 0,35 2,28 + 0,66 1,09 £ 0,20 ns
Herz 1,71 + 0,42 1,18 = 0,18 2,15 £ 0,31 ns
Fa 370,63 + 43,71 428,17 + 69,72 502,69 + 23,51 ns

Mittelwert + SEM; n = 9-12; ns = nicht signifikant; MS = Musculus soleus; MG = Musculus
gastrocnemius; Fa = abdominales Fettgewebe

4.5. Fettsauremuster der Gesamtlipid-, Triglycerid- und

Phospholipidfraktion

In Experiment B-a und B-b wurde das Fettsduremuster der Gesamtlipidfraktion und in
Experiment B-a zusitzlich das Fettsduremuster der Triglycerid- und Phospholipid-

fraktion der Gewebe ermittelt.

4.5.1. Gesamtlipidfraktion

Bereits in der Gesamtlipidfraktion, welche neben den Triglyceriden und Phospholipiden
noch Diglyceride, Monoglyceride und freien Fettsduren beinhaltet, wurde deutlich, dass
es aufgrund der Hochfettdidten insbesondere im abdominalen und retroperitonealen
Fettgewebe sowie in der Leber der Ratten im niichternen und postprandialen Status zu
Verdnderungen im Fettsduremuster kam. In der MCT-Gruppe wurde in den o.g.
Geweben eine signifikante Anreicherung der mittelkettigen geséttigten Fettsduren
(C10:0 + C12:0) und in der LCT-Gruppe eine signifikante Anreicherung der
langkettigen gesittigten Fettsduren (C16:0 + C18:0) im Vergleich zu den anderen
Fiitterungsgruppen nachgewiesen (sieche Tabelle 12 und 13). Caprylsédure (C8:0) konnte
in der Gesamtlipidfraktion der Gewebe nicht nachgewiesen werden. Der
Myristinsduregehalt (C14:0) war mit maximal 1,5 % im abdominalen Fettgewebe bzw.
minimal 0,1 % im M. soleus niedrig (Ausnahme: Duodenum 5 Stunden postprandial mit
8,4 - 9,2 %, kein signifikanter Unterscheid zwischen den Gruppen) und wurde daher bei
der Ermittlung der Summe der LCFA vernachldssigt. Bei den einfach ungeséttigten

Fettsduren (MCFA) traten hauptsichlich Olsiure (C18:1) und Palmitoleinsdure (C16:1)
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auf. Olsdure machte den wesentlichen Anteil der MCFA-Fraktion aus, welcher bezogen
auf das Gesamtfettsduremuster zwischen 3,5 % im M. soleus und 22,9 % im
retroperitonealen Fettgewebe lag. Palmitoleinsdure kam hingegen mit 0,1 - 4,7 %,
bezogen auf den Gesamtfettsduregehalt anteilsmiaBig in geringerem Umfang vor, war
jedoch in allen Geweben in der LF-Gruppe am héufigsten und in der LCT-Gruppe am
wenigsten nachzuweisen. Bei den mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA),
insbesondere im Fettgewebe, dominierte die Linolsdure (C18:2), jedoch lag
Arachidonsdure (C20:4) im Muskelgewebe, in der Leber und in der Mucosa des
Duodenums in &hnlicher Konzentration vor. Die Menge an Linolensdure (C18:3 a und
v) lag dagegen nur im Bereich von 0,1 - 1,3 %, mit Ausnahme des Fettgewebes, indem

postprandial bis zu 6,8 % Linolensdure nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 12: Fettsduremuster der Gesamtlipidfraktion der Mucosa des Duodenums, der
Leber, des M. soleus, des M. gastrocnemius, des abdominalen Fettgewebes und des
retroperitonealen Fettgewebes der Ratten (%) nach 12-stiindigem Futterentzug
(Experiment B-a)

Duodenum LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,00 + 0,00 022 + 0,11° 0,00 + 0,00 <0,05
T ges. LCFA 3346 + 080 3438 + 130 3426 + 143 ns
¥ MUFA 1539 + 1,40° 831 + 0,96 6,04 £ 0,69°  <0,001
¥ PUFA 4976 + 1,54* 5549 + 2,04° 5840 + 1,49° <0,01
Leber LF MCT LCT ANOVA
T ges. MCFA 0,01 + 0,01 0,12 + 0,03" 0,00 + 0,00° <0,001
T ges. LCFA 33,79 + 035" 3420 + 022° 3826 + 036° <0,001
¥ MUFA 9,18 + 0,63 774 + 043® 6,66 + 041° <0,01
¥ PUFA 5537 + 0,71®° 56,07 + 055° 53,79 + 0,53" <0,05
MS LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,00 + 0,00 0,02 + 0,02 0,00 + 0,00 ns
T ges. LCFA 4361 + 441*° 3407 + 0,59° 44,14 + 254° <0,05
¥ MUFA 936 + 2,02 8,61 + 143 442 £ 1,09 ns
¥ PUFA 4354 + 455 5401 + 129 4842 + 271 ns
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Fortsetzung Tabelle 12: Fettsduremuster der Gesamtlipidfraktion der Mucosa des
Duodenums, der Leber, des M. soleus, des M. gastrocnemius, des abdominalen
Fettgewebes und des retroperitonealen Fettgewebes der Ratten (%) nach 12-stiindigem
Futterentzug (Experiment B-a)

MG LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,03 + 0,03 044 + 0,18° 0,00 + 0,00° <0,01
T ges. LCFA 41,98 + 438 4625 + 4,67 4291 + 227 ns
¥ MUFA 723 + 0,73 530 + 0,59° 2,62 £ 0,22  <0,001
¥ PUFA 46,41 + 4,70 44,64 + 503 48,68 + 285 ns
Fa LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,13 + 0,04° 572 + 0,39° 023 + 0,02° <0,001
¥ ges. LCFA 2504 + 0,63* 26,12 + 0,65 4122 + 0,67° <0,001
¥ MUFA 2562 + 0,73 2091 + 047*° 2030 + 0,75° <0,001
¥ PUFA 4437 + 126° 4527 + 0,87° 37,15 + 0,53° <0,001
Fr LF MCT LCT ANOVA
T ges. MCFA 0,06 + 0,03 484 + 0,30° 020 + 0,01 <0,001
¥ ges. LCFA 26,63 + 0,65 2899 + 045° 36,80 + 0,66° <0,001
¥ MUFA 25,80 + 051° 20,99 + 0,80° 2497 + 1,02° <0,001
¥ PUFA 4572 + 1,10° 4343 + 093" 36,79 + 0,96 <0,001

Mittelwert + SEM; n = 11-12; ns = nicht signifikant; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05,
ANOVA mit anschlieBendem Sudent-Newman-Keuls Test); ¥ = Summe; ges. = gesittigt;
MCFA = mittelkettige Fettsduren (C10:0 + C12:0); LCFA = langkettige Fettsduren (C16:0 + C18:0),
MUFA = einfach-ungesittigte Fettsduren (C16:1 + C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren
(C18:2 + C18:3 + C20:4 + C22:6); MS = M. soleus; MG = M. gastrocnemius; Fa = abdominales
Fettgewebe; Fr = retroperitoneales Fettgewebe

Beim Vergleich des Fettsduremusters der Gewebe zwischen dem niichternen und dem
postprandialen Zustand in den jeweiligen Versuchsgruppen (Experiment B-a vs. B-b,
vgl. Kapitel 3.7.) wurde deutlich, dass in der Mucosa des Duodenums insbesondere
mittel- und langkettige geséttigte Fettsduren bzw. MUFA verstdrkt im postprandialen
Zustand nachzuweisen waren (P < 0,05). Der Vergleich des Fettsduremusters der
Gesamtlipidfraktionen der iibrigen Gewebe zwischen dem niichternen und dem
postprandialen Zustand in den jeweiligen Versuchsgruppen war weniger eindeutig.

Lediglich im abdominalen Fettgewebe traten beziiglich der Summe an MCFA, LCFA,
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MUFA und PUFA in allen drei Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede
zwischen dem niichternen und dem postprandialen Zustand auf. Der niedrigere Gehalt
an LCFA und MUFA im M. soleus in allen Versuchsgruppen im postprandialen
Zustand, verglichen mit dem niichternen Zustand (siche Tabelle 13), konnte durch einen
geringeren Triglyceridgehalt in der Lipidfraktion des M. soleus in Experiment B-b
(postprandial) im Vergleich zu Experiment B-a (niichtern) erkldrt werden. Der
Triglyceridgehalt (mg/g Gewebe) der Versuchsgruppen aus Experiment B-b betrug
1,69 £ 0,52 (LF), 1,42 + 0,34 (MCT) und 1,70 £ 0,44 (LCT), wohingegen der
Triglyceridgehalt (mg/g Gewebe) der Versuchsgruppen aus Experiment B-a
3,62 + 0,48 (LF), 5,86 + 1,65 (MCT) und 2,94 + 0,78 (LCT) betrug (vgl. Tabelle 11).
Alle Ergebnisse der paarweisen Vergleiche (95 % LSD) zwischen dem niichternen und

postprandialen Zustand in den jeweiligen Versuchsgruppen sind in Tabelle 13 enthalten.

Tabelle 13: Fettsduremuster der Gesamtlipidfraktion der Mucosa des Duodenums, der
Leber, des M. soleus und des M. gastrocnemius der Ratten (%) fliinf Stunden nach Gabe
des OMTT (Experiment B-b)

Doudenum LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 2,57 + 0,28 226 + 030" 250 + 0,26 ns
¥ ges. LCFA 42,68 + 126" 43,69 + 082" 4532 + 050" ns
¥ MUFA 18,93 + 083" 17,54 + 071" 17,05 + 0,54" ns
¥ PUFA 2527 + 1,59 26,17 + 2,100 2397 + 142" ns
Leber LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,00 + 0,00 0,03 + 001 001 + 0,01° <0,05
¥ ges. LCFA 2998 + 041% 3428 + 092° 3984 + 0,70  <0,001
¥ MUFA 8,15 + 025° 6,55 + 026 848 + 0,24  <0,001
¥ PUFA 60,12 + 038" 56,96 + 1,07° 4963 + 0,72  <0,001
MS LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,00 = 0,00 0,03 = 0,03 0,00 + 0,00 ns
¥ ges. LCFA 30,67 + 0,70% 32,51 + 0,69% 36,77 + 081"  <0,001
¥ MUFA 497 + 1,58° 422 + 0,86 321 + 0,99° ns
¥ PUFA 60,12 + 1,17°%% 5853 + 0,73 5583 + 143" <0,05
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Fortsetzung Tabelle 13: Fettsduremuster der Gesamtlipidfraktion der Mucosa des
Duodenums, der Leber, des M. soleus und des M. gastrocnemius der Ratten (%) flinf
Stunden nach Gabe des OMTT (Experiment B-b)

MG LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,00 = 0,00 0,14 + 0,14* 0,00 + 0,00 ns
Y ges. LCFA 34,03 + 076" 3739 + 091" 4049 + 1,17°  <0,001
¥ MUFA 859 + 186 6,41 + 1,69 561 + 1,06 ns
¥ PUFA 51,80 + 1,74 50,89 + 1,83 48,10 = 1,99 ns
Fa LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,12 + 0,02° 6,10 + 0,03" 023 + 0,02  <0,001
¥ ges. LCFA 2364 + 0,69° 2592 + 091* 3948 + 1,07°  <0,001
¥ MUFA 2497 + 0,65° 20,09 + 034° 20,84 + 059°  <0,001
¥ PUFA 4996 + 134° 46,11 + 1,15° 3827 + 0,61°  <0,001
Fr LF MCT LCT ANOVA
¥ ges. MCFA 0,10 + 0,03 426 + 0732° 024 + 0,01*  <0,001
T ges. LCFA 2416 + 0,69% 2624 + 088 36,71 = 051°  <0,001
¥ MUFA 2557 + 0,78 24,14 + 066" 2585 + 030" ns
¥ PUFA 4799 + 126° 4294 + 124° 3488 + 0,50%  <0,001

Mittelwert + SEM; n = 11-12; ns = nicht signifikant; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05,
ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen
Experiment B-a und B-b (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem paarweisen Vergleich (95 % LSD));
Y = Summe; ges. = gesittigt; MCFA = mittekettige Fettsduren (C10:0 + C12:0); LCFA = langkettige
Fettsduren (C16:0 + Cl18:0), MUFA = cinfach-ungesittigte Fettsduren (Cl16:1 + Cl18:1);
PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + CI18:3 + C20:4 + C22:6); MS = M. soleus;
MG = M. gastrocnemius; Fa = abdominales Fettgewebe; Fr = retroperitoneales Fettgewebe

Beziiglich des Anteils der MCFA und LCFA in der Duodenalmucosa ergab sich im
postprandialen Zustand (Experiment B-b) kein signifikanter Unterschied zwischen den
Fiitterungsgruppen, jedoch waren die entsprechenden Werte signifikant hoher im
Vergleich zum niichternen Zustand (Experiment B-a). In den {ibrigen untersuchten
Geweben (Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe) konnte 5 Stunden nach Gabe des
OMTT ein signifikant hoherer Gehalt an langkettigen gesittigten Fettsduren (C16:0 +
C18:0) bei den Ratten der LCT-Gruppe im Vergleich zur LF- und MCT-Gruppe

nachzuweisen werden, wohingegen im niichternen Zustand der Gehalt der langkettigen
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gesittigten Fettsduren (C16:0 + C18:0) in der LCT-Gruppe lediglich in der Leber und
dem Fettgewebe signifikant hoher war als in der LF- und MCT-Gruppe. Dies kdnnte auf
ein schnelleres postprandiales Anfluten der langkettigen gesittigten Fettsduren
insbesondere in die Skelettmuskulatur durch die 4-wochige didtetische

Vorkonditionierung in der LCT-Gruppe hindeuten.

4.5.2. Triglyceridfraktion

In diesem und dem folgenden Kapitel wird das Fettsduremuster der Triglycerid (TG)-
und Phospholipid (PL)-Fraktionen der Rattengewebe detaillierter beschrieben. Das
Fettsduremuster der beiden Fraktionen wurde in Experiment B-a nach 4-wochiger
Fiitterungsperiode und anschlieBendem 12-stiindigem Futterentzug analysiert. Die
Triglyceridfraktion stellt v.a. das gespeicherte Fett in den Geweben dar. Da keine
aussagekriftige Quantifizierung der TG- und PL-Fraktionen moglich war, wurde im
Folgenden lediglich das Fettsduremuster dieser beiden Fraktionen betrachtet.

Insgesamt zeigte die TG-Fraktion der Gewebe nach der 4-wochigen Fiitterung der
Versuchsdidten in den untersuchten Geweben ein vergleichbares Fettsduremuster. Aus
diesem Grund wird im folgenden das Fettsduremuster der Triglyceride der Leber, des
M. soleus und des abdominalen Fettgewebe exemplarisch dargestellt (siche Abbildung
17). Die Ergebnisse der iibrigen Gewebe (Jejunum, M. gastrocnemius, Herzmuskel,
retroperitoneales Fettgewebe) sind im Anhang zu finden (sieche Abbildungen A2 und
A3).

In den untersuchten Geweben der Hochfettdiét-gefiitterten Ratten (MCT und LCT) wies
die TG-Fraktion einen signifikant hoheren Gehalt an gesittigten Fettsduren (Summe
ges. FS: C8:0 + C10:0 + C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0) und dementsprechend einen
signifikant niedrigeren Gehalt an ungesittigten Fettsduren (Summe unges. FS: C16:1 +
C18:1 + C18:2 + C18:3 + C20:4) auf als die Ratten der LF-Gruppe (siche Abbildung
17 A, C und E). Dariiber hinaus konnte interessanterweise in der TG-Fraktion aller
untersuchten Gewebe der MCT-Gruppe, im Gegensatz zur LF- und LCT-Gruppe, ein
signifikant hoherer Gehalt an Capryl- und Caprinséure nachgewiesen werden, welcher
zwischen 1,0 + 0,3 % in der Leber und 11,3 = 1,1 % im M. soleus lag. In der Leber war
der Gehalt an LCFA (C16:0 + C18:0) zwischen allen drei Versuchsgruppen signifikant
unterschiedlich, wobei der Gehalt in der LF-Gruppe mit 34,1 + 0,7 % am niedrigsten
und in der LCT-Gruppe mit 50,0 £ 1,0 % am hochsten war (siehe Abbildung 17 B).
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Abbildung 17: Fettsduremuster in der Triglyceridfraktion von Leber, M. soleus und

abdominalem Fettgewebe der Ratten (Gewichts-%) nach 4-wochiger Fiitterung der
Versuchsdidten (Experiment B-a)

Mittelwert =+ SEM; n = 7-12; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschliefendem Student-Newman-Keuls Test);
C 8:0+10:0 = Capryl- und Caprinsdure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsdure , MUFA = einfach-

ungesittigte Fettsduren (C16:1 + C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 +
C20:4 + C22:6)
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Im M. soleus und abdominalen Fettgewebe wiesen lediglich die Ratten der LCT-Gruppe
einen signifikant hheren Gehalt an LCFA im Vergleich zu den Ratten der LF- und
MCT-Gruppe auf. Der Gehalt der MUFA war in der TG-Fraktion der Leber, des
M. soleus und des abdominalen Fettgewebes jeweils in der LF-Gruppe signifikant héher
als in den beiden Hochfettdit-gefiitterten Gruppen (MCT und LCT). Dariiber hinaus
war der Gehalt der PUFA in den Triglyceriden der untersuchten Gewebe in der LF-
Gruppe signifikant hoher als in der LCT-Gruppe, die MCT-Gruppe nahm diesbeziiglich
eine Mittelstellung ein (sieche Abbildung 17 B, D und F).

4.5.3. Phospholipidfraktion

In der PL-Fraktion der untersuchten Gewebe war das Fettsduremuster weniger komplex
im Vergleich zur TG-Fraktion aufgebaut. Mit Ausnahme der Mucosa des Jejunums, wo
der Anteil der Capryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsdure maximal 5,3 % in der MCT-
Gruppe betrug und damit signifikant hoher als in der LF- und LCT-Gruppe war und des
abdominalen Fettgewebes, wo der Anteil der Capryl-, Caprin-, Laurin- und
Mpyristinsdure maximal 5,6 % in der MCT-Gruppe, ohne signifikante Unterschiede
zwischen den drei Versuchsgruppen, betrug, konnte in den Phospholipiden der iibrigen
Gewebe der Gehalt an Capryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsdure aufgrund des
geringen Vorkommens (Summe < 2 %) vernachldssigt werden. Der Gehalt an MUFA
(C16:1 + C18:1) lag in der PL-Fraktion der untersuchten Geweben unter 10 %. Bis auf
die Mucosa des Jejunums wiesen allerdings alle Gewebe in der LF-Gruppe einen
signifikant hoheren Gehalt an MUFA auf als in der MCT-Gruppe und diese wiederum
einen signifikant hoheren Gehalt an MUFA auf als in der LCT-Gruppe.

Die deutlichsten Unterschiede ergaben sich in der PL-Fraktion des M. soleus und des
Herzmuskels, die exemplarisch in Abbildung 18 dargestellt sind. In der PL-Fraktion des
M. soleus der LCT-Gruppe war ein signifikant hoherer Gehalt an LCFA (C16:0 +
C18:0) und ein signifikant niedriger Gehalt an MUFA und PUFA, verglichen mit der
LF- und MCT-Gruppe, nachzuweisen (siche Abbildung 18 B). In der PL-Fraktion des
Herzmuskels unterschieden sich alle drei Versuchgruppen signifikant voneinander. Die
LF-Gruppe wies den hochsten Gehalt an MUFA und PUFA und den niedrigsten Gehalt
an LCFA auf. In der LCT-Gruppe ergab sich der hochste Gehalt an LCFA und der
niedrigste Gehalt an MUFA und PUFA (siche Abbildung 18 D).
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Die Fettsduremuster der PL-Fraktion aus jejunaler Mucosa, Leber und M.
gastrocnemius sind im Anhang zu finden (siche Abbildungen A4 und AS5). Da im
Fettgewebe der Phospholipidanteil im Gegensatz zum Triglyceridanteil sehr gering und
keine saubere Isolierung der Phospholipide moglich war, ist das Fettsduremuster der

PL-Fraktion im abdominalen und retroperitonealen Fettgewebe nicht dargestellt.
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Abbildung 18: Fettsduremuster in der Phospholipidfraktion von M. soleus und
Herzmuskel der Ratten (Gewichts-%) nach 4-wochiger Fiitterung der Versuchsdidten
(Experiment B-a)

Mittelwert = SEM; n = 7-12; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschliefendem Student-Newman-Keuls Test);
C 8:0+10:0 = Capryl- und Caprinsdure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsdure , MUFA = einfach-

ungesittigte Fettsduren (C16:1 + C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 +
C20:4 + C22:6)
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4.6. U-®C-Palmitatkonzentration der Gewebe

Die Anreicherung der U-"*C-Palmitinsdure in den Geweben wurde nach der 5-tigigen
chronischen Verabreichung mit dem Futter (Experiment B-a) bzw. nach der einmaligen
Gabe im OMTT (Experiment B-b) im Anschluss an die 4-wdchige Fiitterungsperiode
untersucht. In den folgenden Kapiteln wird die Gewebeanreicherung des U-">C-
Palmitats, welches den Ratten als Marker fiir langkettige gesittigte Fettsdure verabreicht
wurde, dargestellt. Neben dem jeweiligen Vergleich der drei Fiitterungsgruppen in den
beiden Experimenten wurde auch die Markeranreicherung in den Geweben der
jeweiligen  Fiitterungsgruppen  zwischen beiden  Experimenten und die
Markeranreicherung zwischen den Geweben innerhalb eines Experiments verglichen

(siche Kapitel 3.7.).

4.6.1. Duodenum

In der Mucosa des Duodenums war die Anreicherung von U-">C-Palmitat
(ng/g Gewebe) 5 Stunden nach der einmaligen Gabe des Markers mit der fettreichen
Testmahlzeit (OMTT) mit 1096,1 = 91,5 in der LF-Gruppe, 1380,7 + 178,7 in der
MCT-Gruppe und 1103,6 = 113,7 in der LCT-Gruppe wesentlich hoher als in den
anderen untersuchten Geweben (P < 0,001) und wesentlich hoher als nach der 5-tigigen
Applikation der U-'">C-Palmitinsdure mit den Versuchsdidten (P < 0,001), jedoch nicht
signifikant unterschiedlich zwischen den drei Versuchsgruppen (siche Abbildung 19 B,
Seite 83). Nach der 5-tigigen Applikation der U-"C-Palmitinsiure mit den
Versuchsdidten war diese jedoch in der Mucosa des Duodenums in der LCT-Gruppe mit
84 = 0,8 ng/g Gewebe signifikant niedriger als in der LF- und MCT-Gruppe mit
13,5+ 1,6 bzw. 12,7 £ 1,3 pg/g Gewebe (P < 0,05, siche Abbildung 19 A).

4.6.2. Leber
Die Anreicherung von U-'>C-Palmitat in der Leber der MCT- und LCT-Tiere war

5 Stunden nach der einmaligen Gabe des Markers signifikant hoher als nach der
chronischen Applikation des Markers mit den Versuchsdidten (P < 0,05). Dariiber
hinaus war die U-'">C-Palmitat-Anreicherung in der Leber der LCT-Gruppe 5 Stunden
nach der einmaligen Gabe des Markers mit dem OMTT mit 95,0 = 8,0 ug/g Gewebe
signifikant hoher als in der LF- und MCT-Gruppe mit 51,6 £ 2,6 bzw. 65,7 + 4,5 ug/g



ERGEBNISSE &3

Gewebe (P < 0,001, sieche Abbildung 20 B). Nach der chronischen Applikation des
Markers mit den Versuchdidten war die Anreicherung von U-">C-Palmitat in der Leber
der LCT-Tiere dagegen signifikant niedriger als in der Leber der LF- und MCT-Tiere
(P <0,001, siche Abbildung 25 A).
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Abbildung 19: Anreicherung der U-">C-Palmitinsdure in der Mucosa des Duodenums
nach chronischer (A, Experiment B-a) und einmaliger Applikation des Markers
(B, Experiment B-b)

Mittelwert £ SEM; n = 10; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen Experiment B-a und B-b (P < 0,05,
ANOVA mit anschliefendem paarweisen Vergleich (95 % LSD))
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Abbildung 20: Anreicherung der U-"*C-Palmitinséure in der Leber nach chronischer
(A, Experiment B-a) und einmaliger Applikation des Markers (B, Experiment B-b)

Mittelwert = SEM; n = 10; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem

Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen Experiment B-a und B-b (P < 0,05,
ANOVA mit anschliefendem paarweisen Vergleich (95 % LSD))
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4.6.3. Muskelgewebe

Im M. soleus ergab sich beziiglich der Anreicherung der U-'">C-Palmitinsiure nach der
akuten (Experiment B-b) und der chronischen (Experiment B-a) Applikation ein
ghnliches Bild wie in der Leber. Im M. soleus der LCT-Gruppe lag die U-"*C-
Palmitinséure nach der chronischen Applikation in wesentlich geringerer Konzentration
vor als 5 Stunden nach der einmaligen Applikation mit dem OMTT (P < 0,001).
Dariiber hinaus war die Anreicherung der U-'">C-Palmitinsdure 5 Stunden nach der
einmaligen Applikation des Markers in der LCT-Gruppe signifikant hoher als in der LF-
und MCT-Gruppe (P < 0,01, siche Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Anreicherung der U-'">C-Palmitinsdure im M. soleus und M.
gastrocnemius nach chronischer (A/C, Experiment B-a) und einmaliger Applikation des

Markers (B/D, Experiment B-b)

Mittelwert = SEM; n = 10; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen Experiment B-a und B-b (P < 0,05,
ANOVA mit anschlieBendem paarweisen Vergleich (95 % LSD))
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Dagegen war nach der chronischen Applikation des Markers mit den Versuchdidten die
Anreicherung der U-">C-Palmitinsidure im M. soleus der LCT-Gruppe signifikant
niedriger als in der LF- und MCT-Gruppe (P < 0,001, siche Abbildung 21 A).

Im M. gastrocnemius der LF- und MCT-Gruppe lag die U-">C-Palmitinsdure nach der
chronischen Applikation in wesentlich geringerer Konzentration vor als 5 Stunden nach
der einmaligen Applikation mit dem OMTT (P < 0,001), wohingegen der Gehalt der
U-'*C-Palmitinsédure in der LCT-Gruppe nach der chronischen Applikation vergleichbar
zur einmaligen Applikation des Markers blieb (vgl. Abbildung 21 C und D). Finf
Stunden nach der einmaligen Applikation des Markers mit dem OMTT war die
nachweisbare U-"’C-Palmitat-Anreicherung im M. gastrocnemius dariiber hinaus
geringer als im M. soleus (P < 0,001) und nicht signifikant unterschiedlich zwischen
den drei Versuchsgruppen (sieche Abbildung 21 D). Nach der chronischen Applikation
des Markers mit den Versuchdiiten war die Anreicherung der U-'">C-Palmitinsdure im
M. gastrocnemius der LCT-Gruppe ebenfalls signifikant niedriger als in der LF- und
MCT-Gruppe (P < 0,001, siche Abbildung 21 C).

4.6.4. Fettgewebe

Die Anreicherung der U-">C-Palmitinsiure in den beiden untersuchten Fettgeweben war
in allen drei Versuchsgruppen nach der chronischen Applikation des Markers
signifikant hoher als nach der einmaligen Applikation des Markers (P < 0,001, siche
Abbildung 22). Dartiber hinaus kam es im Fettgewebe durch die chronische Applikation
des Markers mit den Versuchsdidten zu einer relativ stirkeren Anreicherung des
Markers verglichen mit den anderen Geweben (P < 0,001).

Wie in den anderen untersuchten Geweben kam es nach der chronischen Applikation
des U-">C-Palmitats mit den Versuchdiiten sowohl im abdominalen als auch im
retroperitonealen Fettgewebe zu einer signifikant héheren Anreicherung des Markers in
der MCT-Gruppe verglichen mit der LCT-Gruppe (P < 0,001, siche Abbildung 22 A
und C). Im Unterschied zu den anderen Geweben war allerdings die Anreicherung des
Markers in der LF-Gruppe signifikant geringer als in der MCT-Gruppe und unterschied
sich nicht von der LCT-Gruppe.
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Abbildung 22: Anreicherung der U-"*C-Palmitinsdure im abdominalen und
retroperitonealen Fettgewebe nach chronischer (A/C, Experiment B-a) und einmaliger

Applikation des Markers (B/D, Experiment B-b)

Mittelwert £ SEM; n = 10; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen innerhalb eines Experiments (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); #: signifikante Unterschiede zwischen Experiment B-a und B-b (P < 0,05,
ANOVA mit anschliefendem paarweisen Vergleich (95 % LSD))

Finf Stunden nach der einmaligen Gabe des Markers mit dem OMTT war die
Anreicherung der U-"’C-Palmitinsiure in beiden untersuchten Fettgeweben nicht
signifikant unterschiedlich zwischen den drei Versuchsgruppen (siche Abbildung 22 B
und D). Die grofle Streuung innerhalb der Gruppen resultierte aus einer
Markerkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze von 1,5 pg/Probe bei einigen
Ratten, welche bei der Kalkulation der Markeranreicherung mit einem theoretischen
Wert von 0,0 pg/Probe definiert wurde. Die geringe Markerkonzentration im
Fettgewebe der Ratten deckt sich mit Ergebnissen von Bessesen et al. [243], in denen in

den ersten 8 Stunden nach der gastrischen Applikation von '*C-Palmitinsiure ebenfalls



ERGEBNISSE 87

lediglich sehr geringe Mengen des Markers im Fettgewebe der Ratten, verglichen mit

anderen Geweben, nachgewiesen werden konnten.

Kritisch anzumerken ist an dieser Stelle, dass es zu einer Unterschitzung der U-">C-
Palmitatkonzentration, insbesondere in der LCT-Gruppe gekommen sein konnte. Aus
der Literatur ist bekannt, dass Ratten nach der chronischen Fiitterung von
Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren — im Gegensatz zu kohlenhydratreichen
Didten — nicht mehr in der Lage sind, die de novo Fettsduresynthese sowie die
Fettsdureelongation (von C16:0 zu C18:0) und die Desaturierung (von C18:0 zu C18:1)
zu reduzieren [244;245]. Aus diesem Grund wire es moglich, dass die U-"C-
Palmitinsdure wéhrend der 5-tdgigen Fiitterung mit den Versuchsdidten, insbesondere in
der LCT-Gruppe, zu Stearinsidure elongiert bzw. iiber Stearinsiure zu Olsdure
desaturiert worden ist. Mit dem verwendeten GS-MS (Massenspektrometer gekoppelt
an einen Gaschromatographen) wurde lediglich die U-"*C-Palmitatkonzentration in dem
Gesamtpalmitatpool der Lipidfraktionen analysiert. Die Anreicherung von °C im
Stearinsdure- bzw. Olsdurepool der Lipidfraktionen wurde hingegen nicht erfasst. Mit
einem Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer, welches die Anreicherung von °C zu
2C in den Lipidfraktionen analysieren konnte, wire gegebenenfalls eine hdhere
BC-Anreicherung in den Geweben der Ratten, insbesondere nach der chronischen

Applikation des Markers mit der LCT-Diét, detektiert worden.

4.6.5. Anteil von U-BC-Palmitat an den Gesamtfettsauren der Gewebe

Neben der im vorherigen Kapitel dargestellten Anreicherung der U-">C-Palmitinséure in
den Geweben, welche nach der chronischen Applikation des Markers (Experiment B-a)
das Fettgewebe als wichtigstes Zielorgan filir die Speicherung langkettig gesittigter
Fettsduren bestitigt, ist in Tabelle 14 die Konzentration der U-'’C-Palmitinsiure
bezogen auf die Menge der Gesamtfettsduren nach chronischer Applikation des Markers
mit den Versuchsdidten in Gewichtsprozent dargestellt. Hierbei wurden lediglich die
Daten der Ratten beriicksichtigt, bei denen U-'">C-Palmitat in den Gewebeproben

nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 14: Anteil der U-">C-Palmitinsiure an der Gesamtfettsiurekonzentration der
Gewebe (U-">C-Palmitat/gesFS, %o) nach chronischer Applikation des Markers mit den
Versuchsdidten (Experiment B-a)

LF MCT LCT ANOVA
D 1,63 = 0,12°% 131 + 0,10®% 0,74 + 0,05*° <0,001
L 1,70 £ 0,09%% 1,68 + 0,09>* 0,67 + 0,03*" <0,001
MS 1,97 + 025> 214 + 0,19*% 0,74 + 0,01° <0,01
MG 1,59 + 027>% 129 + 0,10 0,60 £ 0,06" <0,01
Fa 0,76 + 0,06° 0,57 + 0,04° 029 + 0,03 <0,001
Fr 0,64 + 0,05° 0,65 + 0,04° 029 + 0,04° <0,001

Mittelwert £ SEM; n = 8-10 (MS der LCT-Gruppe: n = 4); unterschiedliche Buchstaben symbolisieren
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); §: signifikanter Unterschied im Vergleich zum Fettgewebe innerhalb einer
Versuchsgruppe (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBenden multiplen Vergleichen (95 % LSD));
#: signifikanter Unterschied im Vergleich zu Fettgewebe, Mucosa des Duodenums und M. gastrocnemius
innerhalb einer Versuchsgruppe (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBenden multiplen Vergleichen (95 %
LSD)) $: signifikanter Unterschied im Vergleich zu Fettgewebe, Mucosa des Duodenums,
M. gastrocnemius und Leber innerhalb einer Versuchsgruppe (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBenden
multiplen Vergleichen (95 % LSD)); D = Duodenum; L = Leber; MS = M. soleus,
MG = M. gastrocnemius; Fa = abdominales Fettgewebe; Fr = retroperitoneales Fettgewebe;

Grundsitzlich zeigte sich bei dieser Auswertung die gleiche Tendenz wie bei der
Darstellung der U-"’C-Palmitiatkonzentration pro Gramm Gewebe (siche oben), d.h.
nach chronischer Applikation des U-">C-Palmitiats lag ein signifikant niedrigerer Gehalt
des Markers in der LCT-Gruppe verglichen zur LF- und MCT-Gruppe in allen
Geweben vor. Aus Tabelle 14 wird dariiber hinaus deutlich, dass der Gehalt des
Markers bezogen auf die Gesamtfettsduren im Fettgewebe aufgrund des hohen
Lipidgehalts wesentlich stirker verdiinnt wurde und deswegen niedriger war als in den
ibrigen Geweben (P < 0,001). Weiterhin kam es in der MCT-Gruppe bezogen auf die
Gesamtfettsduremenge zur stiarksten Anreicherung des Markers im M. soleus verglichen

zu den iibrigen Geweben (P < 0,001).

In Tabelle 15 ist die Konzentration der U-">C-Palmitinséure bezogen auf die Menge der
Gesamtfettsduren nach der einmaligen Applikation des Markers mit dem OMTT in
Gewichtsprozent dargestellt. Fiinf Stunden nach der einmaligen Applikation des
Markers war in allen drei  Versuchsgruppen die  stirkste relative
U-"*C-Palmitatanreicherung im Duodenum nachzuweisen (P < 0,001). Lediglich in der

Leber konnte zwischen den drei Versuchsgruppen ein Unterschied mit einer stirkeren
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relativen U-'">C-Palmitatanreicherung in beiden Hochfettgruppen (MCT- und LCT)

verglichen mit der LF-Gruppe detektiert werden.

Tabelle 15: Anteil der U-">C-Palmitinsiure an der Gesamtfettsiurekonzentration der
Gewebe (U-">C-Palmitat/gesFS, %o) nach einmaliger Applikation des Markers mit dem
OMTT (Experiment B-b)

LF MCT LCT ANOVA
D 67,17 + 6,51 70,70 + 6,56° 66,62 + 3,18 ns
L 2,12 + 0,09° 2,85 + 0,19 3,76 + 0,439 <0,001
MS 1,18 £ 0,12 1,31 £ 027 1,63 £ 027 ns
MG 0,49 + 0,02 0,50 + 0,05 0,71 + 0,11 ns
Fa 0,06 + 0,01 0,09 + 0,02 0,07 + 0,02 ns
Fr 0,04 + 0,001 0,08 + 0,03 0,06 + 0,01 ns

Mittelwert £ SEM; n = 6-10; ns = nicht signifikant; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren
signifikante Unterschiede zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls Test); D = Duodenum; L = Leber; MS = M. soleus, MG = M. gastrocnemius; Fa
= abdominales Fettgewebe; Fr = retroperitoneales Fettgewebe; §: signifikanter Unterschied im Vergleich
zum Fettgewebe innerhalb einer Versuchsgruppe (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBenden multiplen
Vergleichen (95 % LSD)); #: signifikanter Unterschied im Vergleich zu Fettgewebe und Leber innerhalb
einer Versuchsgruppe (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBenden multiplen Vergleichen (95 % LSD))

4.7. Muskulare Expression von putativen Fettsduretransportern

In Experiment A wurde nach 4-wochiger Fiitterungsperiode die mRNA-Konzentration
des membranstdndigen FATP (fatty acid transport protein) und FAT/CD36 (fatty acid
translocase) bzw. des cytosolischen H-FABP (cytosolic fatty acid binding protein) im
roten M. soleus und weiBlen M. gastrocnemius gemessen. Die Gewichtsentwicklung und
die Gewichtszunahme der Ratten in Experiment A, indem die LF-Diit eine andere
Zusammensetzung als in den restlichen Experimenten aufwies (siche Seite 40), war
wihrend der 4-wochigen Fiitterungsperiode zwischen den Gruppen nicht signifikant
verschieden (siche Tabelle 7).

Generell war die mRNA-Konzentration der putativen Fettsduretransporter, bezogen auf
die Konzentration der 18 S-rRNA, im roten, oxidativen M. soleus wesentlich hoher als
im weien, ausschlieBlich glykolytischen Teil des M. gastrocnemius. Weiterhin scheint
auf transkriptioneller Ebene FAT weniger stark als FATP und H-FABP im M. soleus

exprimiert zu werden, wohingegen sich im M. gastrocnemius diesbeziiglich kein
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eindeutiges Bild abzeichnete. Im Folgenden werden die entsprechenden Daten

detaillierter vorgestellt.

4.7.1. H-FABP.Expression im M. soleusund M. gastr ocnemius

Die Expression des cytosolischen H-FABP ist in Abbildung 23 dargestellt. Verglichen
mit der LF-Gruppe war die relative Konzentration der H-FABP.-mRNA im M. soleus in
der MCT-Gruppe nahezu gleich und in der LCT-Gruppe wenn auch nicht signifikant
(P <0,1) um das 2,1-fache erhoht. Im M. gastrocnemius war die relative Konzentration
der H-FABP.-mRNA in der MCT-Gruppe um das 1,5-fache und in der LCT-Gruppe um
das 1,6-fache erhoht, jedoch nicht signifikant unterschiedlich zwischen den

Versuchsgruppen.
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Abbildung 23: Expression von H-FABP, im M. soleus (A) und M. gastrocnemius (B)
Mittelwert + SEM; n=11-12

4.7.2. FAT/CD36-Expression im M. soleusund M. gastr ocnemius

Die relative FAT-mRNA-Konzentration war im M. soleus in der MCT-Gruppe leicht
(1,2-fach) und in der LCT-Gruppe deutlicher (1,9-fach), verglichen mit der LF-Gruppe,
erhoht (P = 0,11). Im M. gastrocnemius war die relative FAT-mRNA-Konzentration in
der MCT-Gruppe ebenfalls leicht (1,2-fach) und in der LCT-Gruppe deutlich, wenn
auch nicht signifikant (2,5-fach) erhoht (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Expression von FAT/CD36 im M. soleus (A) und M. gastrocnemius (B)
Mittelwert + SEM; n = §-12

4.7.3. FATP-Expression im M. soleusund M. gastrocnemius

Verglichen mit der LF-Gruppe war die FATP-mRNA-Konzentration im M. soleus in
der MCT-Gruppe nicht verschieden, wohingegen die FATP-mRNA-Konzentration in
der LCT-Gruppe signifikant um das 2,1-fache erhoht war (P < 0,01, siche Abbildung
25). Im M. gastrocnemius war die relative mRNA-Konzentration von FATP in der
MCT-Gruppe, verglichen mit der LF-Gruppe, nicht verschieden und in der LCT-Gruppe
leicht, um das 1,3-fache, ohne signifikante Unterschiede zwischen den drei

Versuchsgruppen, erhoht.
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Abbildung 25: Expression von FATP im M. soleus (A) und M. gastrocnemius (B)
Mittelwert + SEM; n = 11-12; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Sudent-Newman-Keuls Test)
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4.8. Expression von FAT/CD36 in der Dinndarmmucosa

Im Intestinum der Ratten konnte FATP mit dem verwendeten Assay fiir FATPI
(NM_053580) nicht nachgewiesen werden. Weil das FATP1 der Ratte eine hoéhere
Homologie zum humanen FATP1 (89,5 %) als zum humanen FATP4 (58,3 %) aufweist,
und lediglich FATP4 gewebespezifisch im Intestinum nachgewiesen werden kann
[246], wurde dieser Befund erwartet. Da auch H-FABP, aufgrund des gewespezifischen
Expressionsmusters nicht im Intestinum der Ratten nachgewiesen wurde [247], wurde
in der Mucosa des Duodenums und Ileums der Ratten lediglich die relative mRNA-
Konzentration von FAT/CD36 quantifiziert. Grundsétzlich war die FAT-mRNA-
Konzentration im Duodenum, dem Hauptort der Fettabsorption, wesentlich stéirker

ausgeprigt als im Ileum der Tiere.

In der Mucosa des Duodenums war die relative mRNA-Konzentration von FAT nach
der 4-wochigen Fiitterungsperiode und dem anschlieBenden nichtlichen Futterentzug

nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Versuchsgruppen (siche Abbildung 26).
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Abbildung 26: Expression von FAT/CD36 im Duodenum
Mittelwert + SEM; n = 3-4

Im Unterschied zum Duodenum wurde die FAT-mRNA-Konzentration in der Mucosa
des Ileums nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode und dem anschlieBenden
nichtlichen Futterentzug durch beide Hochfettdidten, unabhingig vom Versuchsfett, um
das 2,6-fache im Vergleich zur LF-Gruppe erhoht. Aufgrund der geringen Tierzahlen
pro Gruppe war dieser Anstieg jedoch knapp nicht signifikant (P = 0,052).
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Abbildung 27: Expression von FAT/CD36 im Ileum
Mittelwert = SEM; n = 3-4

4.9. Plasmametabolite

4.9.1. Nichternphase

Nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode wurden in Experiment C die Konzentrationen
von Glucose, TG, FFA, Cholesterol und Insulin im Niichternzustand bestimmt. Nach
der 4-wochigen Fiitterung der Versuchsdidten wurde den Ratten ein arterieller Katheter
implantiert und nach der 2-tdgigen Erholungsphase das Futter iiber Nacht entzogen.
AnschlieBend erfolgte die Entnahme von Blutproben (ty). Im Anschluss daran erhielten
die Ratten den OMTT und die Konzentrationen von Glucose, TG und Insulin wurden
postprandial iiber 6 Stunden bestimmt. Das Endgewicht der Tiere in Experiment C
unterschied sich insofern von dem der anderen Experimente, als dass die Ratten der LF-
Gruppe signifikant schwerer waren als die Ratten der MCT- und LCT-Gruppe (siche
Tabelle 7). Die Gewichtsentwicklung der Tiere der beiden Hochfettgruppen (MCT und
LCT) hingegen unterschied sich nicht signifikant voneinander und auch nicht
signifikant von der Gewichtszunahme der MCT- und LCT-Ratten in den
vorangegangenen Experimenten (siche Abbildung 13).

In Tabelle 16 sind die Niichternkonzentrationen (ty) der untersuchten Plasmametabolite,

welche sich nicht zwischen den Gruppen unterschieden, dargestellt.
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Tabelle 16: Niichternkonzentrationen der Plasmametabolite (Experiment C)

LF MCT LCT P-Wert
Gl

(mmol/l) 514+ 026 477+ 013 473 £ 019 ns
Tnsuli

(Bf;loﬁr/ll) 101,86 + 14,90 109,70 + 27,66 78,46 + 925 ns
Cholesterol

(mr?nzls/l(;m 1,93 £ 0,17 1,64 = 0,12 2,18 £ 0,17 ns
FFS

(mmol/1) 0,90 + 0,09 1,06 + 0,10 1,08 + 0,10 ns
Triglyceride 505 78 & 36,05 243,16 + 4504 28576 + 33,44 ns
(umol/1)

Mittelwert £ SEM; n = 8-9 (Ausnahme: Insulin mit n = 2-3 (LF, MCT) bzw. 8 (LCT)); ns = nicht
signifikant; FFS = freie Fettsduren

4.9.2. Postprandiale Phase

In Abbildung 28 ist der postprandiale Glucoseverlauf im Plasma der Tiere und die
Flache unterhalb der Glucosekurve (AUCg) nach der Verabreichung des OMTT im

Anschluss an die 4-wdchige Fiitterungsperiode dargestellt.
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Abbildung 28: Postprandiale Verldufe (mmol/l) der Plasmaglucosekonzentration (A)
und AUC (B) nach Gabe des OMTT

Mittelwert + SEM; n = 6-7, AUC = Fldche unter der Kurve (area under the curve); t, =
Niichternkonzentration

Dreilig Minuten nach Verabreichung des OMTT wurde die hochste
Glucosekonzentration gemessen. Weder das gemessene Glucosemaximum, noch der

anschlieende Abfall der Plasmaglucosekonzentration oder die Flache unterhalb der
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Konzentrationszeitkurve (AUC) waren signifikant verschieden zwischen den
Versuchsgruppen. Auch  die  Berechnung der Fliche unterhalb  der
Konzentrationszeitkurve mit der ty-Konzentration als basdine fihrte zu keinem
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (125,8 £+ 37,4 mmol/l-6h (LF),
167,1 + 21,2 mmol/l-:6h (MCT), 187,8 = 53,5 mmol/l-6h (LCT)).

Aus versuchstechnischen Griinden wurde lediglich bei einer geringen Anzahl von
Tieren, insbesondere in der MCT- und LCT-Gruppe, die Insulinkonzentration im
Plasma der Ratten zum Zeitpunkt ty, 30 min und eine Stunde nach der Gabe des OMTT
analysiert. Zu keinem dieser Zeitpunkte traten signifikante Unterschiede zwischen den

drei Versuchsgruppen auf (siche Abbildung 29).
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Abbildung 29: Postprandiale Plasmainsulinkonzentration (nmol/l) nach Gabe des
OMTT
Mittelwert = SEM; n = 2-8; t, = Niichternkonzentration

In Abbildung 30 ist der postprandiale Triglyceridverlauf, die Fldche unterhalb der TG-
Konzentrationszeitkurve (AUCrg) und der maximale TG-Anstieg (A TGpax — TGo) nach
der Verabreichung des OMTT dargestellt. Dreillig Minuten nach Verabreichung des
OMTT kam es in allen drei Versuchsgruppen zu einem leichten Abfall der
Triglyceridkonzentration im Plasma der Tiere. Das anschlieBende Anfluten der
Triglyceride im Plasma erreichte in der LF- und MCT-Gruppe im Mittel nach zwei
Stunden sein Maximum mit 455,19 += 96,61 pmol/l in der LF-Gruppe bzw.
355,25 + 66,20 pmol/l in der MCT-Gruppe. In der LCT-Gruppe hingegen kam es im
Mittel erst 5 Stunden nach der Gabe des OMTT zum Triglyceridmaximum im Plasma

der Tiere, welches bei 576,99 + 75,34 umol/l lag. Aufgrund der Streuungen innerhalb
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der Versuchsgruppen waren zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede in der

Plasmatriglyceridkonzentration zwischen den Gruppen festzustellen.
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Abbildung 30: Postprandiale Verldufe (umol/l) der Plasma-TG-Konzentration (A),

AUC (B) und maximaler Triglyceridanstieg (C) nach Gabe des OMTT
Mittelwert = SEM; n = 7-9; AUC = Fliche unter der Kurve (area under the curve);
to = Niichternkonzentration

Auch die Flache unterhalb der Kurve (AUCrg), welche in der LCT-Gruppe mit
2470,52 + 274,66 umol/l-:6h groBer war als in der LF- und MCT-Gruppe mit
2030,65 + 380,15 bzw. 1683,06 = 164,77 umol/I-6h, war nicht signifikant
unterschiedlich zwischen den Versuchsgruppen (siche Abbildung 30 B). Die
Berechnung der Fliche unterhalb der Konzentrationszeitkurve mit der ty-Konzentration
als baseline fiilhrte zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den
Versuchsgruppen (330,3 = 373,1 mmol/I-6h (LF), 366,7 £ 199,7 mmol/l-6h (MCT),
721,7 = 306,8 mmol/l1-6h (LCT)). Der maximale TG-Anstieg war in der LCT-Gruppe
mit 418,46 + 81,38 umol/l, wenn auch nicht signifikant, héher als in der LF- und MCT-
Gruppe mit 252,93 £+ 70,76 bzw. 262,59 + 66,30 umol/I (siche Abbildung 30 C).
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4.10. Glucoseinfusionsrate wahrend des EHC und Glucose-/Insulin-
Antwort nach dem IPGTT

Das Experiment des hyperinsulindmischen-euglykdmischen Clamps wurde in Bratislava
durchgefiihrt.  Die  wihrend des  90-miniitigen @ Clamps  eingestellten
supraphysiologischen Insulinkonzentrationen waren nicht signifikant verschieden
zwischen den Gruppen und lagen im steady state bei 1,50 £ 0,11 nmol/l in der LF-
Gruppe, 1,42 £+ 0,04 nmol/l in der MCT-Gruppe und 1,54 + 0,08 nmol/l in der LCT-
Gruppe. Auch die Niichterninsulinkonzentrationen vor Beginn des Clamps waren nicht
signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen (249,1 + 48,8 pmol/l (LF), 160,0 +
15,1 pmol/l (MCT), 180,9 + 35,1 pmol/l (LCT)). Die Glucoseniichternkonzentrationen
wurde wahrend des Clamps durch Infusionen von Glucose konstant gehalten.

In Abbildung 31 ist die Glucoseinfusionsrate wahrend des 90-miniitigen Clamps
dargestellt, welche in der LCT-Gruppe mit 97,17 + 3,39 mmol/kg/min signifikant
niedriger war als in der MCT-Gruppe mit 121,00 = 5,00 mmol/kg/min und diese war
wiederum signifikant niedriger als in der LF-Gruppe mit 135,67 + 5,39 mmol/kg/min
(P < 0,001). Die niedrigste bzw. hochste insulinabhéngige Glucoseauftnahme in die

Gewebe wiesen somit die Ratten der LCT-Gruppe bzw. der LF-Gruppe auf.
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Abbildung 31: Glucoseinfusionsrate  (mmol/kg/min) wéhrend des hyper-
insulindmischen-euglycdmischen  Clamps nach  4-wochiger  Fiitterung  der
Versuchsdidten

Mittelwert = SEM; n = 8-11; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede
zwischen den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test)

Um zu iberpriffen, ob die in Kiel gehaltenen Ratten nach der 4-wochigen
Fiitterungsperiode ebenfalls eine verdnderte Glucose- und Insulinantwort aufwiesen,

wurde mit zwei Tieren pro Gruppe ein intraperinonealer Glucosetoleranztest (IPGTT)
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durchgefiihrt (Experiment E). In Abbildung 32 ist der Plasmaglucosekonzentrations-
zeitverlauf der Tiere im Anschluss an den IPGTT dargestellt. Dabei ergab sich fiir die
LCT-Ratten der stirkste Anstieg, der mit einer signifikant groBeren AUC, verglichen
mit den LF- und MCT-Tieren, einherging (P < 0,01). Die signifikant gréBere Fliache
unterhalb der Glucosekonzentrationszeitkurve der LCT-Tiere verglichen mit den LF-
und MCT-Tieren wurde noch deutlicher, wenn die t)-Konzentration als baseline zur
Berechnung der AUC verwendet wurde (8,4 = 0,8 mmol/l-3h (LF), 9,4 + 0,1 mmol/I-3h
(MCT), 18,6 £ 1,5 mmol/I-3h (LCT)).
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Abbildung 32: Verldufe (mmol/l) der Plasmaglucosekonzentration (A) und AUC (B)
nach intraperitonealem Glucosetoleranztest (IPGTT)

Mittelwert = SEM; n = 2; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede zwischen
den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); AUC =
Flache unter der Kurve (area under the curve)

Der Befund, dass es bei den beiden MCT-Tieren 30 min nach der intraperitonealen
Injektion der Glucoselosung zu keinem Plasmaglucosepeak kam, kann nicht erklart
werden, zumal bei allen Tieren eine leichte Insulinantwort auf den IPGTT

nachzuweisen war (siche Abbildung 33).

In Abbildung 33 ist zu erkennen, dass 30 min nach dem IPGTT die Insulinantwort in
den zwei Tieren der LCT-Gruppe stirker ausgepréigt war als in den Tieren der LF- und
MCT-Gruppe (P < 0,05). Da in der 2. und 3. Stunde nach dem IPGTT keine
wesentlichen Verdnderungen in der Plasmainsulinkonzentration zu erwarten waren,
wurde auf die Messung der Insulinkonzentration im Plasma der Tiere zu diesen

Zeitpunkten verzichtet.
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Abbildung 33: Plasmainsulinkonzentration (nmol/l) nach intraperitonealem
Glucosetoleranztest (IPGTT)

Mittelwert £ SEM; n = 2; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede zwischen
den Fiitterungsgruppen (P < 0,05, ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test)
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Ratten untersucht, welche Auswirkungen die
4-wochige Fiitterung von Hochfettdidten mit ausschlieBlich mittelkettigen gesittigten
Fettsduren im Vergleich zu ausschlieBlich langkettigen gesittigten Fettsduren auf die
Insulinsensitivitdt bei Ratten hat und inwieweit sich durch Unterschiede in der
Fettassimilation der verwendeten Versuchsfette (MCT vs. LCT) pathophysiologische
Verdnderungen im Rahmen der Insulinresistenz erkldren lassen. Die untersuchte

Thematik wird im Folgenden weiterfiihrend diskutiert.

5.1. Einfluss von Hochfettdiaten auf die Insulinsensitivitat und das
Korpergewicht

Die 4-wochige Fiitterung der Hochfettdidt mit {iberwiegend langkettigen gesittigten
Fettsduren (LCT-Diit) flihrte im hyperinsulindmischen-euglycdmischen Clamp (EHC)
im Gegensatz zur LF- und MCT-Diidt zu einer verminderten Gesamtkorperglucose-
aufnahme (vgl. Abbildung 31), was durch eine verminderte Insulinsensitivitit der
Gewebe erklért werden kann. Dariiber hinaus konnte auch beim IPGTT eine beginnende
gestorte Glucose- und Insulinantwort in der LCT-Gruppe, verglichen mit der LF- und
MCT-Gruppe, nachgewiesen werden (vgl. Abbildungen 32 und 33). Dass die
chronische Fiitterung von Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren bei Ratten zur
Ausbildung einer Insulinresistenz fiihrt, scheint in der Literatur hinreichend belegt. So
konnte in vielen Experimenten nach der Fiitterung von Hochfettdidten mit langkettigen
Fettsduren in einem anschlieBenden EHC eine verminderte Glucoseinfusionsrate und
somit eine verminderte Insulinsensitivitit der Gewebe nachgewiesen werden
[2;7;33;70;248]. Allerdings ist dabei kritisch anzumerken, dass es sich bei diesen
Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren liberwiegend um langkettige ungesittigte
Fettsduren handelte, und betitelte ,,Hochfettdidten mit langkettigen geséttigten
Fettsduren noch tiiberwiegend langkettige ungesdttigte Fettsduren enthielten [2]
(vgl. Kapitel 1). Unseres Erachtens ist bislang noch keine Hochfettdidt mit tatsdchlich
iberwiegend langkettigen gesittigten Fettsduren eingesetzt worden, um die
Insulinsensitivitdt bei Ratten zu untersuchen. Aus Zellkulturstudien ist hingegen
bekannt, dass langkettige geséttigte Fettsduren die Insulinsensivititit herabsetzen. So

fiihrte eine 4-stiindige Inkubation von Myozyten und Adipozyten mit Palmitat zu einer
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verminderten Glucoseaufnahme und zu einer verschlechterten Insulinsignaltransduktion
in den Zellen [5;153;249]. Dariiber hinaus kam es in Myozyten neben einer reduzierten
Aufnahme von Desoxyglucose zu einer erhdhten Akkumulation von Triglyceriden,
DAG und Ceramiden, nicht jedoch von langkettigen Acyl-CoA [250].

Die Verwendung von Palmitin- und Stearinsdure als dominierende Fettsduren in der
LCT-Didt war durch die Fragestellung begriindet, den Einfluss der Fettsdurekettenldnge
auf die Fettassimilation und die Insulinsensitivitit der Ratten zu untersuchen, ohne
Unterschiede im Grad der Fettsduresattigung vorzunehmen. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendete LCT-Didt kann allerdings insofern problematisch betrachtet werden,
als dass eine schlechte Absorption von Stearinsdure, insbesondere in der sn-1,3 Position
der Triglyceride, bekannt ist [251;252] und in den letzten zwei bis drei Jahrzehnten der
Einsatz strukturierter Triglyceride mit Stearinsdure in der sn-1,3 Position als mogliche
Praventionsmalinahme bei Adipositas, zur Verbesserung des Plasmalipidprofils und zur
Senkung des Plasmacholesterols eingehend diskutiert wurde [253;254]. Die
Fettabsorption bei der LCT-Didt war auch in der vorliegenden Arbeit zunichst
erwartungsgemifl schlecht, konnte jedoch durch die Emulgierung des Versuchsfetts auf
90 % gesteigert werden (vgl. Tabelle 8). Dariiber hinaus kompensierten die Ratten der
LCT-Gruppe die schlechtere Fettabsorption mit einem hoheren Futterverzehr.
Vergleichbare Beobachtungen wurden bereits beschrieben [255]. Letztendlich entsprach
die in Experiment B-a ermittelte scheinbare Energieabsorption der LCT-Tiere der der
LF-Tiere. Auch die Endgeweichte der Ratten unterschieden sich (in den meisten
Experimenten der vorliegenden Arbeit) nach der 4-wochigen Fiitterungsperiode nicht

zwischen den drei Versuchsgruppen.

Ebenso wie die LCT-Diidt fithrte die Hochfettdidt mit iiberwiegend mittelkettigen
gesittigten Fettsduren (MCT-Diét) im Vergleich zur Niedrigfettdidt (LF-Diét) zu einer
verminderten Gesamtkorperglucoseaufnahme unter hyperinsulinimischen-
euglycamischen Bedingungen und damit zu einer geringeren Insulinsensitivitidt der
Tiere. Verglichen mit der LCT-Didt war die Gesamtkorperglucoseaufnahme der MCT-
Tiere im EHC jedoch signifikant hdher, was wiederum auf eine hohere
Insulinsensitivitit der MCT-gefiitterten Ratten im Vergleich zu den LCT-gefiitterten
Ratten hindeutet. Die Befunde deuten darauf hin, dass nicht die absolute
Energieaufnahme, sondern die Art der zugefiihrten Energie, insbesondere die Art der

zugefiihrten Fettquelle von grofer Bedeutung bei der Entstehung einer Insulinresistenz
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ist. Die Studie von Storlien et al. [2] unterstiitzt diese Folgerung, zumindest fiir
Hochfettdidten mit unterschiedlichen Quellen langkettiger Fettsduren (ohne den Einsatz
iiberwiegend langkettiger gesittigter Fettsduren), bei Ratten nach restriktiver Fiitterung
(310 kJ/Tag), weil fiir die verwendeten isokalorischen Didtformen mit differenziellem
Fettsduremuster unterschiedliche Glucoseinfusionsraten im EHC bei den Ratten
ermittelt wurden. Dariiber hinaus wurde bislang in zwei Humanstudien der Einfluss von
MCT-angereicherten Didten auf den Glucosestoffwechsel und die Insulinsensitivitét
verglichen mit isokalorischen LCT-Diéten untersucht [198;229]. In der ersten Studie
fiilhrte die 5-tdgige Gabe einer Didt mit einem Fettgehalt von 40 %, wobei 77,5 % der
Fettenergie aus MCT-Fetten stammte, verglichen mit einer isokalorischen LCT-Diét bei
Gesunden, Probanden mit erhohten TG-Spiegeln und Typ 2-Diabetikern, zu einer
erhohten,  insulinbedingten = Gesamtkorperglucoseaufnahme ~ wihrend  eines
hyperinsulindmischen-euglycdmischen Clamps [229]. In der zweiten Studie mit Typ 2-
Diabetikern fiihrte die 30-tidgige Gabe einer MCT-reichen Diét lediglich zu erniedrigten
postprandialen Glucoseanstiegen im Plasma der Probanden, nicht jedoch zu verdnderten
Niichternspiegeln von Glucose und Insulin, und ebenfalls zu keiner stimulierten

insulinvermittelten Gesamtkorperglucoseaufnahme verglichen mit der isokalorischen

LCT-Didt [198].

Die fir MCT-Fette beschriebene gewichtsreduzierende Wirkung [202;256;257] konnte
in unseren Experimenten bei Ratten nach ad libitum-Fiitterung einer MCT-reichen
Hochfettdiit nicht nachgewiesen werden. Allerdings war in der vorliegenden Studie die
scheinbare Energieabsorption der MCT-Tiere hoher als die der LF- und LCT-Tiere.
Auch die Fettmasse der MCT-Tiere war mit 7,7 % etwas, wenn auch nicht signifikant,
niedriger als die Fettmasse der gleichschweren LF-Tiere (12,7 %) bzw. die Fettmasse
der in diesem Experiment (Experiment D) signifikant leichteren LCT-Tiere (8,8 %). Die
Ergebnisse konnten auf eine, in der Literatur beschriebene, erhohte Oxidation von
mittelkettigen Fettsduren und eine dadurch bedingte erhohte postprandiale
Thermogenese bei den MCT-gefiitterten Tiere hindeuten [173;174;193]. Eine indirekte
Kalorimetrie zur Bestimmung des Energieumsatzes der Tiere wurde allerdings nicht
durchgefiihrt. In einer Studie, die den EinfluB von isokalorischen MCT- und LCT-
Didten (ohne den Einsatz iiberwiegend langkettiger gesittigter Fettsduren) bei Ratten
untersuchte, wurde ein geringerer Korperfettgehalt, kleinere Fettgewebspolster (fat

pads) und eine geringere Adipozytengrofle nach der Fiitterung der MCT-Diét verglichen
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mit der LCT-Didt beschrieben [258]. Allerdings war bei dieser und vergleichbaren
Studien das Korpergewicht der MCT-gefiitterten Ratten an Ende der Fiitterungsperiode
geringer als das der LCT-Tiere [256;257].

5.2. Aspekte der zellularen Aufnahme und Metabolisierung von

Fettsauren

Es wird angenommen, dass eine hohere Verfligbarkeit von Lipiden bzw. eine erhohte
Plasmakonzentration von freien Fettsduren zur Triglyceridakkumulation in nicht-
adiposem Gewebe fiihrt und dort zur zelluldren Lipotoxizitit beitrdgt [259;260]. Die fiir
die hochfettgefiitterte insulinresistente Ratte héufig beschriebene Triglycerid-
akkumulation im Skelettmuskel der Tiere [7;33;34;70] konnte in unserer Studie fiir die
verwendete LCT- bzw. MCT-Diét nicht nachgewiesen werden. Dies konnte u.a. durch
das Versuchsdesign begriindet sein, da die Ratten in den letzten 5 Tagen der 4-wochigen
Fiitterungsperiode in Experiment B-a und B-b restriktiv gefiittert wurden, was zu einer
reduzierten Futter- und Energieaufnahme am Ende beider Experimente fiihrte (vgl.
Kapitel 3.3.). Hieraus resultierende Verdnderungen des Stoffwechsels (gesteigerte
Nutzung von TG) wihrend dieser Zeit konnte den Nachweis einer
Triglyceridakkumulation in den Geweben der Tiere verhindert haben. Dariiber hinaus
konnte in unserem Experiment nicht zwischen intra- und extrazelluldren Triglyceriden
differenziert werden, obwohl bekannt ist, dass insbesondere intrazelluldre Triglyceride
im Skelettmuskel stark mit einer Insulinresistenz assoziiert sind [260;261].

Im Zusammenhang mit der bereits oben angesprochenen Lipotoxizitit kann neben einer
erhohten zelluliren Aufnahme von langkettigen Fettsduren auch eine verminderte
Fettsdureoxidation flir die Triglyceridakkumulation im Skelettmuskel verantwortlich
sein [260;262]. Darliber hinaus scheint auch die eingeschrinkte Flexibilitdt des
intrazelluldren Lipidstoffwechsels, insbesondere des intrazelluldren Pools an
langkettigen Acyl-CoA als regulatorischen Mediatoren (second messengers), von
Bedeutung [33;34;263]. Der Gehalt an Acyl-CoA in den Organen/Geweben der Ratten

in unserem Experiment wurde nicht bestimmt.
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5.2.1. Einflussvon Hochfettdiaten auf die zellulare Fettsaur eaufnahme

Die Ergebnisse der einmaligen U-'>C-Palmitatgabe mit einer fettreichen Testmahlzeit
(OMTT) und die Expressionsdaten der putativen Fettsduretransportierenden/-bindenden
Proteine (FATP, FAT/CD36, H-FABP.) scheinen allerdings die Hypothese einer
erhohten zelluldren Aufnahme von langkettigen Fettsduren in den oxidativen
Skelettmuskel der LCT-gefiitterten (insulinresistenten) Ratten zu bestitigen. Die
erhohte Expression des Fettsduretransporters FATP im oxidativen Skelettmuskel der
LCT-Tiere (vgl. Abbildung 25) konnte eine verstirkte aktive Aufnahme mit
gleichzeitiger Aktivierung langkettiger gesittigter Fettsduren vermuten lassen [110]
und, bedingt durch die stdrkere transkriptionelle Expression von FATP verglichen mit
dem cytosolischen H-FABP und FAT/CD36, auf eine besondere Stellung von FATP bei
zelluldren Aufnahme- und Assimilationsprozessen langkettiger Fettsduren hindeuten.
Auch die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene schnellere Anflutung der
markierten U-'">C-Palmitinsdure in den oxidativen M. soleus der LCT-gefiitterten Ratten
nach einmaliger Gabe mit einer fettreichen Mabhlzeit (vgl. Abbildung 21) bestitigt die
Annahme einer erhohten zelluldiren Aufnahme von langkettigen Fettsduren in die
oxidative Skelettmuskulatur der LCT-hochfettgefiitterten, insulinresistenten Ratte.
Hegarty et al. [264] konnten zudem nach der chronischen Fiitterung einer Hochfettdidt
bei Ratten eine, verglichen mit einer Standarddiit, erhohte zellulire Aufnahme von
Brompalmitat, einem nicht-metabolisierbarem Fettsdurederivat, nachweisen. Parallel
dazu war die mRNA-Konzentration von FAT/CD36 und die ACS-Aktivitit im
oxidativen Skelettmuskel der Tiere erhoht. Nach Aussage der Autoren deutet dies auf
Adaptationsmechanismen des Skelettmuskels im Sinne einer effizienteren
Fettsdureaufnahme in die oxidative Skelettmuskulatur bei hochfettgefiitterten Ratten hin
[264]. Van Nieuwenhoven et al. [265] konnten dariiber hinaus bei mannlichen Wistar-
Ratten nach der Ausbildung eines Streptozotoxin-induzierten Diabetes im Herzmuskel
der Tiere einen leichten, wenn auch nicht signifikanten, Anstieg der mRNA-Expression
von FAT/CD36, FATP, FABP,,, und H-FABP. nachweisen.

Im Vergleich zum Transport von langkettigen Fettsduren [111;206] scheinen an der
zelluldren Aufnahme von kurz- und mittelkettigen Fettsduren keine fettsdure-
transportierenden bzw. bindenden Proteine beteiligt zu sein [266;267]. Dies konnte

erkliren, warum in der Skelettmuskulatur der MCT-gefiitterten Ratten in der
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vorliegenden Arbeit keine erhohte mRNA-Konzentration von H-FABP,, FAT/CD36

und FATP, verglichen mit der LF-Gruppe, nachzuweisen war.

Bedeutung fettsaur etransportierender/-bindender Proteine

Die Bedeutung der fettsdurebindenden/-transportierenden Proteine fiir die zelluldre
Aufnahme von langkettigen Fettsduren wird ferner durch die Tatsache untermauert, dass
im M. gastrocnemius mit iiberwiegend glycolytischen Fasern die Expression der
untersuchten fettsdurebindenden/-transportierenden Proteine geringer war, als im
M. soleus mit iiberwiegend oxidativen Fasern. Eine im M. gastrocnemis, verglichen
zum M. soleus, geringere Expression von FAT/CD36, FATP, FABP,,, und H-FABP,
konnte auch von van Nieuwenhoven et al. [265] bei Ratten nachgewiesen werden.

Die grundséitzliche Bedeutung der fettsduretransportierenden/-bindenden Proteine wird
schlieBlich aus Befunden, die von transgenen Tieren (Uberexpression oder Gen-
knockout) stammen, deutlich. So weisen Miuse mit einer Uberexpression von
FAT/CD36 neben einer erhohten Fettsdureaufnahme und -oxidation im Herz- und
Skelettmuskel erniedrigte Niichternspiegel von Triglyceriden, freien Fettsduren und
Cholesterol auf [268]. Dagegen zeichnen sich FAT/CD36-defiziente Mause durch das
entgegengesetzte Bild aus und kompensieren eine erniedrigte Fettsdureutilisation im
Herzmuskel mit einer erhohten Glucoseutilisation [269]. Auch SHR-Ratten
(spontanously hypertensive rats), welche neben Bluthochdruck Stérungen des Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsels aufweisen [270-274], sind ein gutes Beispiel fiir eine
FAT/CD36-Defizienzmutation. Bei der Suche nach Genloci, welche fiir eine verringerte
Insulinantwort bei diesen Tieren verantwortlich sein konnten, wurde ein Lokus auf
Chromosom 4 ausfindig gemacht, auf welchem FAT/CD36 beim anschlieBenden
Kartieren die stirkste diesbeziigliche Assoziation aufwies [275]. SHR-Ratten mit einer
FAT/CD36-Defizienz zeigen eine deutlich erhdhte Glucoseaufnahme in den Herz- und
Zwerchfellmuskel. Dariiber hinaus fiihrte bei diesen Tieren die Fiitterung von kurz- und
mittelkettigen Fettsduren, welche unabhdngig von FAT/CD36 in die Zelle
aufgenommen werden [267;276], zu einer weitgehenden Normalisierung der
Glucoseaufnahme in den Herzmuskel [267]. Interessanterweise bewirkte auch die Re-
Expression von FAT/CD36 bei den SHR-Ratten eine Senkung der Triglycerid- und
FFA-Plasmaspiegel [267]. Bei H-FABP.-defizienten Méusen konnte gezeigt werden,
dass diese eine, im Verglich zum Wildtyp, reduzierte Fettsdureaufnahme in den

Herzmuskel mit einer erhdhten Glucoseaufnahme kompensieren [277]. Ein
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Schwimmtraining bei 3 Monate alten H-FABP.-defizienten Mausen fiihrte dariiber
hinaus zu wesentlich stirkeren Erschopfungserscheinungen und bei 25 % der Méuse
zum Tod, wohingegen lediglich ein Tier (< 5%) des Wildtyps beim Schwimmtraining

zu Tode kam [277].

Fettsauretransportierende/-bindende Proteine in der Mucosa des Dunndarms

Die stirkere Expression von FAT/CD36 im proximalen Duodenum der Ratten,
verglichen mit den distalen Diinndarmabschnitten, konnte auch von anderen
Arbeitsgruppen fiir FAT/CD36 und L-FABP bei Ratten bzw. fiir L-FABP bei Méusen
nachgewiesen werden [278;279]. Dariiber hinaus scheinen in der vorliegenden Arbeit
im Vergleich zur LF-Diét beide Hochfettdidten (MCT und LCT), unabhingig von ihrer
Fettsdurezusammensetzung, eine stirkere transkriptionelle FAT/CD36-Expression im
Ileum der Tiere zu induzieren. Verdnderte Genexpressionsmuster von am
Fettstoffwechsel beteiligten Proteinen in intestinalen Mucosazellen von Ratten konnten
auch andere Autoren nach der Fiitterung von Fettmahlzeiten beobachten. So berichteten
beispielsweise Mahan et al. [280] von der Expression einer Triglyceridlipase in
intestinalen Mucosazellen, welche stiarker im proximalen Viertel des Diinndarm als in
distalen Diinndarmabschnitten exprimiert wurde, und deren Expression sich nach der
oralen Gabe von Maisél lediglich in den distalen Diinndarmabschnitten, nicht jedoch im
proximalen Viertel des Diinndarms, erh6hen lie3 [280]. Auch Poirier et al. [279] fanden
eine erhohte Expression von FAT/CD36 in der Mucosa des Diinndarms (Duodenum,
proximales Jejunum, Ileum) von ménnlichen Wistar-Ratten nach der 3-tigigen
Fiitterung einer Sonnenblumendl-angereicherten Didt. Die 3-tdgige Fiitterung einer
MCT-angereicherten Diét flihrte hingegen nach Befunden dieser Arbeitsgruppe zu
keiner (Duodenum) bzw. lediglich einer geringen (proximales Jejunum, Ileum)
Erh6hung der FAT/CD36-mRNA-Konzentration in der Diinndarmmucosa [279]. Die
Unterschiede in der transkriptionellen FAT/CD36-Expression, verglichen mit unserem
Experiment (eine tendenziell gleichstark erhohte mRNA-Konzentration von FAT/CD36
in der Mucosa des Ileums nach der Fiitterung der MCT- und LCT-Diit), konnten zum
einen mit der differierenden Fettsdurezusammensetzung und Menge der verabreichten
didtetischen Fette, zum anderen mit der Fiitterungsdauer (3 Tage vS. 4 Wochen)
erkliarbar sein. Das von Poirier et al. [279] verwendete Futter bestand zu 28 % der
Energie aus Fett, welches sich zu 80 % aus ungesittigten Fettsduren zusammensetzte,

wohingegen die Hochfettdidten aus unserem Experiment zu 53 % der Energie aus Fett
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bestanden und dieses in der LCT-Diét zu 75 % aus langkettigen gesittigten Fettsduren
bestand. Dariiber hinaus enthielt das Kontrollfutter von Poirier et al. [279] lediglich 3 %
der Energie in Form von Fett, wohingegen unser Kontrollfutter, aufgrund der
identischen absoluten Menge an Sojadl und Sojalecithin in den Versuchsdidten, 21 %
der Energie in Form von Fett enthielt und somit einen weit {iber dem natiirlichen
Fettbedarf der Ratten liegenden Lipidgehalt aufwies. Die Frage, inwieweit die Gabe
einer ,,Niedrigfettdidt mit 21 % der Energie in Form von Fett die Expression von
FAT/CD36 per se stimuliert haben konnte, und somit die Relation zu den
Hochfettdidten mit 53 % der Energie in Form von Fett vermindert haben kdnnte, bleibt
unbeantwortet. Dariliber hinaus konnte leider nur an 3 - 4 Tieren pro Gruppe die
Expression von FAT/CD36 untersucht werden. Auch die Betrachtung weiterer
interessanter Kandidatengene des Fettstoffwechsels, wie beispielsweise des intestinalen
und hepatischen FABP oder des microsomalen Transferproteins (MTP), welches eine
wichtige Rolle bei der Lipoproteinsynthese im glatten endoplasmatischen Retikulum
des Enterozyten zu spielen scheint [281], konnte nicht vorgenommen werden. Durch die
Verwendung von Microarrays, mit welchen die Expression von bis zu 10.000 Genen
gleichzeitig analysiert werden kann, hétte ein breiteres Spektrum von moglicherweise -
durch die Versuchsdidten - in der Expression verdnderten Gene nachgewiesen werden
konnen. Weiterhin hétte der limitierenden Aussagekraft von quantitativen
Expressionsergebnissen auf transkriptioneller Ebene begegnet werden kénnen, indem
auf proteomischer Ebene die Konzentration der untersuchten fettséduretransportierenden
Proteine fiir funktionelle Aussagen bestimmt worden wére, zumal bekannt ist, dass
zahlreiche regulatorische post-transkriptionelle und post-translationelle Prozesse die
Funktion von Proteinen beeinflussen. So wurde beispielsweise fiir FAT/CD36 gezeigt,
dass Glucose deren Translation in Makrophagen hochreguliert [282], dass elektrische
in vitro Muskelkontraktionen und Insulin die FAT/CD36-Translokation aus dem
intrazelluldren Pool an die Zellmembran stimulieren [283;284] und dass auch die
Glykosylierung und Phosphorylierung von FAT/CD36 dessen Funktion beeinflusst
[285;286].

Postprandiale Anflutung stabil markierter Palmitinsaure in die Gewebe
Neben der Dbereits oben erwédhnten stirkeren Anflutung von markierter
U-'*C-Palmitinsdure in den oxidativen M. soleus der LCT-Tiere (Seite 104), verglichen

mit den LF- und MCT-Tieren, 5 Stunden nach der Gabe der fettreichen Testmahlzeit
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(OMTT), konnte auch in der Leber der LCT-Tiere eine hohere postprandiale
Markerkonzentration, verglichen mit den LF- und MCT-Tieren nachgewiesen werden
(vgl. Abbildung 20). Die Unterschiede bei der Anflutung langkettiger gesittigter
Fettsduren in die Gewebe nach diétetischer Vorkonditionierung mit den Versuchsdiédten
konnten zum einen auf eine umfangreichere intestinale Absorption der freien
Palmitinsdure aus der Testmahlzeit durch die vorherige 4-wdchige Fiitterung mit der
LCT-Diét hindeuten, zum anderen konnte die Aufnahmekapazitit fiir Palmitinsdure in
der Leber und dem oxidativen M. soleus durch die vorherige 4-wdochige Fiitterung mit
einer LCT-Diét im Vergleich zur isokalorischen LF- oder MCT-Diét erhoht sein. Geht
man von der Annahme aus, dass die Ratten der LCT-Gruppe eine geringere
Insulinsensitivitdt aufwiesen als die Ratten der MCT- und LF-Gruppe, konnte spekuliert
werden, dass der oxidative Skelettmuskel der insulinresistenten LCT-Tiere wegen der
verminderten Fidhigkeit Glucose aufzunehmen, den Energiebedarf vermehrt iiber
Fettsduren deckt und dementsprechend eine hohere Aufnahmekapazitit fiir diese
vorhanden ist. Diese Hypothese ist konform mit der erhohten Expression des
fettsduretransportierenden  Protein  FATP bei den LCT-gefiitterten Ratten
(vgl. Abbildung 25). Sie ist ebenfalls konform mit Ergebnissen anderer Studien, die
zeigten, dass bei Ratten nach verstirkter Aufnahme von langkettigen Fettsduren erh6hte
Triglyceridablagerungen und erhéhte Acyl-CoA-Konzentrationen im Skelettmuskel der
Tiere auftraten [7;34;66;262]. Auch in ciner ex vivo-Studie mit isolierten Adipozyten
von adipdsen Zucker- (fa/fa) und diabetischen Zucker-Ratten (ZDF) konnte eine erhdhte
zelluldre Aufnahme von Olsdure im Vergleich zu Adipozyten von Wistar- (+/+) und
schlanken Zucker-Ratten (fa/4+) nachgewiesen werden [269]. Ferner konnte gezeigt
werden, dass isolierte Rattenmuskeln von adipdsen Ratten (fa/fa) eine hohere Authahme
von '*C-Palmitat im Vergleich zu schlanken Ratten (fa/+) aufwiesen und parallel dazu
eine erhohte Konzentration von Plasmamembran-gebundenem FABP auftrat [287].

Obwohl in der vorliegenden Arbeit fiir die Bestimmung der U-'>C-Palmitatanreicherung
keine Differenzierung zwischen der Triglycerid- und Phospholipidfraktion der Gewebe
vorgenommen und die Markerkonzentration lediglich in der Gesamtlipidfraktion der
Gewebe bestimmt wurde, kann angenommen werden, dass ein GroBteil des stabilen
Markers in den Triglyceriden und nicht in den Phospholipiden der Gewebe gespeichert
wurde. Vergleichbar wurde beispielsweise in 3T3-L1-Adipozyten, welche fiir
24 Stunden mit radioaktiv markiertem Octanoat bzw. Oleat inkubiert wurden, nach der

Differenzierung der zelluldren Lipidfraktion in Triglyceride und Phospholipide gezeigt,
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dass die radioaktiv markierten Fettsduren ausschlieBlich in der Triglyceridfraktion und
nicht in der Phospholipidfraktion der Adipozyten nachzuweisen waren [288].

Die Tatsache, dass 5 Stunden nach der fettreichen Testmahlzeit, unabhingig von den
Versuchsgruppen, die relative Anreicherung des Markers (ug/g Gewebe) in der
Diinndarmmucosa am hochsten, in der Leber und der roten Skelettmuskulatur geringer
und im Fettgewebe der Tiere am geringsten war (vgl. Abbildungen 19 - 22), deckt sich
mit Befunden einer Rattenstudie, in der eine mit einem Lipidtrunk verabreichte
markierte Stearinsdure nach der Absorption bis zu 24 Stunden in hoher Konzentration in
der Darmmucosa verblieb, in geringerer Konzentration in der Leber und dem
Skelettmuskel und lediglich in sehr geringer Konzentration im abdominalen Fettgewebe
der Ratten nachweisbar war [243]. Weitere Studien, welche die Metabolisierung von
markierten langkettigen Fettsduren nach einer Mahlzeit in den Geweben bei chronisch
hochfettgefiitterten Ratten untersuchten und dabei insbesondere die Unterschiede einer
MCT- und LCT-Fiitterung betrachteten, liegen in der Literatur unseres Wissens nicht
vor. Der Aussagewert der in der vorliegenden Arbeit dargestellten Palmitatanreicherung
wird allerdings dadurch eingeschrinkt, dass die verwendete markierte Palmitinsdure, im
Gegensatz zu nicht-metabolisierbarem Brompalmitat, in den 5 Stunden nach
Applikation des Markers verstoffwechselt worden sein konnte. Dennoch ist aus dem
durchgefiihrten Experiment deutlich ersichtlich, dass das postprandiale Schicksal der
markierten Palmitinsdure, als Marker flir langkettige gesittigte Fettsduren, durch die
vorangegangene 4-wdochige didtetische Konditionierung in der LCT-Gruppe anders als
in der MCT- und LF-Gruppe war. Als Zeitpunkt der Gewebeentnahme wurde die
5. Stunde nach Gabe des OMTT gewahlt, weil aus Humanstudien bekannt war, dass die
maximale Konzentration von markierter Palmitinsdure in der Chylomikronenfraktion
3 - 4 Stunden nach der Gabe eines fliissigen Fetttrunks (Fischol) oder einer gemischten

Mahlzeit mit dem Marker nachzuweisen war [289;290].

5.2.2. Einflussvon Hochfettdiaten auf die zellulére Fettsauremetabolisierung

Die Gewebeanreicherung der markierten Palmitinsdure im Gleichgewichtszustand des
Markers, von dem nach der 5-tigigen Applikation des Markers mit dem Futter
ausgegangen werden kann, war iliberraschend. Die geringere Markerkonzentration in
den Geweben der LCT-geflitterten Ratten, verglichen mit den MCT- und LF-gefiitterten
Ratten (im Fettgewebe lediglich im Vergleich zu den MCT-gefiitterten Ratten), deutet
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auf Unterschiede in der zelluliren Metabolisierung von langkettigen gesittigten
Fettsduren in den Versuchsgruppen hin. So konnte bei den LCT-geflitterten Ratten eine
hohere Fettsdureoxidation angenommen werden, welche zundchst im Widerspruch zur
Literatur zu stehen scheint. In der Literatur wird angenommen, dass die Fiitterung von
Hochfettdiditen mit langkettigen Fettsduren bei Ratten zu einer vermehrten
Lipidakkumulation in den Geweben, insbesondere in der Leber und dem Skelettmuskel,
fiihrt und dass dieser Befund womoglich durch eine verminderte Fettsdureoxidation
verursacht sein konnte [2;33;94]. Nach dieser Annahme hitte in unserem Experiment in
der LCT-Gruppe eine vermehrte Veresterung der markierten Palmitinsdure in den
Triglyceriden erfolgen und eine hohere Markerkonzentration in den Geweben der LCT-
Tiere nachweisbar sein miissen. Dies war jedoch nicht der Fall, denn die geringe
Markerkonzentration in den Geweben der LCT-Tiere spricht eher fiir eine gesteigerte
als fiir eine reduzierte Oxidation der markierten Palmitinsdure. Bereits Randle et al. [80]
nahm, zumindest eine anfénglich verstérkte Fettsdureoxidation, insbesondere im Muskel
von Ratten, als mogliche Ursache einer reduzierten Glucoseauftnahme, an [82].
Weiterhin konnten in isolierten Rattenmuskeln von adipdsen (fa/fa) und schlanken
(fa/+) Ratten keine Unterschiede in der prozentualen Palmitatoxidation, aber - bedingt
durch eine hohere muskuldre Palmitataufnahme - eine signifikant hohere
Gesamtoxidation der Palmitinsdure in den adipOsen (fa/fa) Ratten verglichen mit den
schlanken (fa/+) Ratten nachgewiesen werden [287]. Zudem war die Glucoseaufnahme
in den isolierten Skelettmuskel der adipdsen (fa/fa) Ratten um 42 % geringer als bei den
schlanken (fa/+) Ratten [287]. Hegarty et al. [264] fanden ebenfalls keine Anzeichen
einer verminderten Fettsdureoxidation, sondern wiesen eine Erhohung der
Triglyceridsynthese, einhergehend mit einer erhohten Fettsdureoxidation, im oxidativen
Muskel von hochfettgefiitterten insulinresistenten Ratten nach. Fiir eine hohere
Oxidation von neu-anflutenden langkettigen geséttigten Fettsduren konnten auch die
Befunde von Untersuchungen an Myozyten sprechen, in denen die Uberexpression der
Carnitinpalmitoyltransferase 1 (CPT1), dem Schiisselenzym des Fettsduretransports in
die Mitochondrien [106], zwar zu einer erhohten Palmitatoxidation und einer héheren
Desoxyglucoseaufnahme fiihrte, jedoch keine Erniedrigung der intrazelluldren
Triacylglycerid-, Diacylglycerid-, Ceramid- und Acyl-CoA-Konzentrationen nach
4-stiindiger Inkubation mit Palmitat nachgewiesen werden konnte [250]. Die Autoren
kamen daher zu dem Schluss, dass der positive Effekt einer gesteigerten B-Oxidation

auf die Glucoseaufnahme (Insulinsensitivitdt) unabhingig von der muskuldren
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Lipidakkumulation ist [250]. Neben einer mdglicherweise erhohten Fettsdureoxidation
konnte in der vorliegenden Arbeit auch eine verstirkte Fettsdureelongation und
anschliefende Desaturierung der markierten Palmitinsdure eine Ursache fiir die geringe
Markerkonzentration in den Geweben der LCT-geflitterten Ratten sein. Die These einer
verstirkten Metabolisierung anflutender, langkettiger geséttigter Fettsduren wird durch
Befunde gestiitzt, die belegen, dass Ratten nach chronischer Fiitterung von
Hochfettdidten mit langkettigen Fettsduren nicht mehr in der Lange sind, die de novo
Fettsduresynthese sowie die Fettsdureelongation und Desaturierung zu reduzieren
[244;245] (vgl. Kapitel 4.6.4.). Alle diese Befunde stiitzten die Vermutung einer
verstirkten Oxidation und/oder Metabolisierung anflutender langkettiger geséttigter
Fettsduren bei (insulinresistenten) LCT-gefiitterten Ratten und deuten auf keine
verminderte Fettsdureoxidation im Skelettmuskel dieser Tiere hin. Inwieweit in unseren
Experiment eine erhohte Fettsdureoxidation und/oder verstidrkte Elongation der
markierten Palmitinsdure und moglicherweise anschlieBende Desaturierung in den
Geweben der LCT-gefiitterten Ratten stattgefunden hat, kann allerdings nicht gekléart
werden.

Die im Vergleich zur LF- und LCT-Gruppe erhohte Anreicherung der markierten
Palmitinsédure im abdominalen und retroperitonealen Fettgewebe der MCT-Tiere nach
der 5-tdgigen Applikation mit den Versuchsdidten deutet auf einen verstiarkten Einbau
des langkettigen gesittigten Palmitats in die Triglyceride dieser Tiere hin. In einer
Zellkulturstudie mit 3T3-L1-Adipozyten wurde gezeigt, dass nach der 24-stiindigen
Inkubation mit Octanoat dieses in den Triglyceriden gespeichert wurde und
vornehmlich in der sn-1,3 Position der Triglyceride wiederzufinden war [288]. Der
hohere Trunover von Fettsduren an der sn-1,3 im Vergleich zur sn-2 Position der
Triglyceride [288;291], die raschere Oxidation von mittelkettigen Fettsduren [292] und
die Tatsache, dass die MCT-Tiere nachweislich mittelkettige Fettsdure (MCFA) in der
Triglyceridfraktion der Fettgewebe gespeichert hatten (vgl. Abbildungen 17 und A3),
erlauben die folgende Hypothese: In den Triglyceriden des Fettgewebes der MCT-
Ratten finden sich in der sn-1,3 Position der Triglyceride leichter substituier- und
oxidierbare MCFA. Da die MCT-Diét kaum langkettige geséttigte Fettsduren enthielt,
konnte die in den letzten 5 Tagen des Experiments mit der Didt verabreichte
U-'*C-Palmitinsdure nach zelluldrer Aufnahme in die Adipozyten vermehrt durch einen
Teil der in sn-1,3 Position der Triglyceride gespeicherten MCFA ersetzt worden sein,

was zu einer hoheren Konzentration der markierten Palmitinsdure bei den MCT-Tieren
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gefiihrt haben konnte. Im Fettgewebe der LF- und LCT-gefiitterten Ratten waren
hingegen die sn-1,3 Positionen der Triglyceride durch schwerer substituierbare
langkettige Fettsduren besetzt, so dass der Marker hier nicht so stark in der
Triglyceridfraktion substituiert wurde.

Um die Gewebekonzentration des Markers zwischen den drei Gruppen vergleichen zu
konnen, wurde in allen drei Versuchsdidten die gleiche (absolute) Menge an markierter
Palmitinsdure gefiittert. Somit war jedoch der prozentuale Anteil der markierten
Palmitinsdure am Gesamtpalmitatpool der Diét in der LCT-Gruppe geringer als in der
LF- und MCT-Gruppe. Geht man in der LCT-Gruppe von einer schlechteren
Absorption der Nahrungsfette aus, konnte gegebenenfalls ein geringerer Anteil der
markierten Palmitinsdure resorbiert worden sein. Gegen eine schlechtere Resoption der
U-"*C-Palmitinsdure in der LCT-Gruppe spricht allerdings die postprandiale Anflutung
des Markers, welches in der Leber und dem oxidativen M. soleus der LCTgefiitterten
Ratten in einer erhohten postprandialen U-">C-Palmitatkonzentration resultierte
(vgl. Abbildungen 20 und 21). Des weiteren ist zu berilicksichtigen, dass der Marker als
freie Fettsdure dem Futter zugesetzt wurde und somit, im Gegensatz zu den verfiitterten
Triglyceriden, direkt im Duodenum der Ratten in die Enterozyten gelangen konnte. So
zeigten beispielsweise Mansbach & Nevin [293], zumindest fiir Olséure und Triolein,
eine nahezu vollstdndige und sehr schnelle Absorption der freien Fettsdure, welche in
Kombination mit der Triglyceridinfusion intraduodenal bei Ratten injiziert wurde.
Dariiber hinaus wird Palmitat beispielsweise besser als Stearat absorbiert und zu iiber
90 % in Chylomikronen wiedergefunden, wohingegen gesittigte Fettsduren mit mehr
als 18 Kohlenstoffatomen zu weniger als 20 % in Chylomikronen nachweisbar waren
[294]. Auch Bessesen et al. [243] konnten bei der Gabe von markierter Olséure,
Linolensdure oder Stearinsdure mit einer gemischten Mahlzeit keinen Unterschied in der
Konzentration der drei markierten Fettsduren im Gastrointestinaltrakt von Ratten
nachweisen. Durch diese Studien kann auch in unserem Experiment eine gute und in
allen drei Gruppen gleichwertige intestinale Absorption der markierten Palmitinsdure
angenommen werden. Zudem ist die Calciumkonzentration des Futters, welche
aufgrund der Bildung von Calciumseifen insbesondere mit langkettigen gesittigten
Fettsduren einen Einfluss auf die Fettabsorption ausiiben konnte [251], als mogliche
Ursache einer verminderten Absorption des Markers in der LCT-Gruppe

auszuschlieen, da die Calciumkonzentration und die parallel verabreichte
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Markerkonzentration in allen drei Versuchsdidten identisch war. Kotanalysen zur

Prizision der Annahmen wurden allerdings nicht durchgefiihrt.

5.3. Einfluss von Hochfettdiaten auf das Fettsduremuster der

Gewebe

Nach der 4-wochigen Fiitterung der Hochfettdidt mit {iberwiegend mittelkettigen
Fettsduren wurde ein Teil der MCFA in den Triglyceriden der Rattengewebe
gespeichert, im oxidativen M. soleus waren beispielsweise 11,3 % der nachgewiesenen
Fettsiuren MCFA (vgl. Abbildung 17). Obwohl MCFA nach der intestinalen
Absorption v.a. iiber die Portalvene zur Leber gelangen und dort vornehmlich oxidiert
werden [181], konnte auch in anderen Studien ein Teil enteral verabreichter MCFA in
Chylomikronen und Niichternplasmatriglyceriden gefunden werden [182;220].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MCFA nicht vollstindig in der Leber oxidiert
werden [201], sondern zu geringen Anteilen in Triglyceriden extrahepatischer Gewebe
gespeichert werden [258;295]. Auch in 3T3-L1-Adipozyten wurden MCFA (Octanoat)
nach 24-stiindiger Inkubation in den Triglyceriden der Adipozyten nachgewiesen und
machten dort 10 % der Fettsdurefraktion aus [288]. Die physiologische Bedeutung der
peripher gespeicherten MCFA ist nicht bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, dass
die Gabe einer MCT-reichen Diit im Fettgewebe von Ratten neben der Speicherung der
MCFA in der Triglyceridfraktion zu einer reduzierten Expression von PPARy, einem
regulatorischen Transkriptionsfaktor fiir adipogene Gene, fiihrte [258].

In vielen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass sich das Fettsduremuster
der Diét relativ rasch im Fettsduremuster der gespeicherten Triglyceride und auch der
Membranphospholipide widerspiegelt [2;258;296]. Auch in der vorliegenden Arbeit
waren die Unterschiede im Fettsduremuster der Triglyceridfraktion der drei
Versuchsgruppen durch die 4-wochige Vorkonditionierung mit den Versuchsdidten
bedingt, welche beispielsweise nach der Fiitterung der beiden Hochfettdidten zu einer
erhohten Gewebespeicherung geséttigter Fettsduren flihrte. Die LF-Ratten wiesen
demgegeniiber einen hoheren prozentualen Anteil der mit dem Futter verabreichten
ungesittigten Fettsduren auf. Allerdings fiihrte die Fiitterung der MCT-Diét verglichen
mit der LCT-Diit, insbesondere im oxidativen M. soleus und Herzmuskel sowie im

abdominalen und retroperitonealen Fettgewebe der Tiere, zu einer geringeren Abnahme
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an einfach ungesittigten Fettsduren und zu einer geringeren Akkumulation von
Palmitin- und Stearinsdure (vgl. Abbildung 17).

Die Fettsdurezusammensetzung der Membranphospholipide kann die Insulinsensitivitdt
beeinflussen. So wurde in Tier- und Humanstudien eine Assoziation zwischen der
Fettsdurezusammensetzung der Muskelmembranphospholipide und der Insulinwirkung
nachgewiesen [297;298]. Die Mechanismen, durch welche die Pospholipid-
zusammensetzung die Insulinwirkung beeinflussen kann, sind dabei nicht eindeutig
geklirt. Eine Rolle konnten Anderungen der Membranfluiditit oder eine durch
Phospholipasen bedingte Freisetzung von Diacylglyceriden (DAG) spielen, wobei DAG
wiederum zelluldre Prozesse z.B. iliber die Proteinkinase C beeinflussen konnten
[1;299-301]. Ein erhohter Anteil langkettiger geséttigter Fettsduren im Fettsdureprofil
der Phospholipide reduziert im Allgemeinen die Membranfluiditdt, wobei der erhchte
Anteil  langkettiger  gesittigter  Fettsduren durch die externe  Zufuhr,
Stoffwechselmodifikationen oder erhohte Desaturaseaktivititen bedingt sein konnte
[75;260]. Da der Insulinrezeptor in die Lipidmembran der Zelle eingebettet ist, konnten
Verdnderungen der Fettsdurezusammensetzung der Membranen die Zugéinglichkeit zum
Rezeptor, die Insulinbindung oder aber dessen Aktivitit beeinflussen [302]. Es konnte
gezeigt werden, dass erhohte Mengen an mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA) mit
einer stirkeren Insulinwirkung korrelieren, wohingegen eine Erniedrigung des PUFA-
Gehalts in  den Phospholipiden die entgegengesetzte  Wirkung zeigte
[2;297;299;303-305]. In unserer Studie konnten Unterschiede zwischen den drei
Didtgruppen in der Summe der gesittigten und ungesittigten Fettsduren in den
Phospholipiden, insbesondere des oxidativen M. soleus und Herzmuskels,
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 18), wobei der Skelettmuskel als Hauptort der
insulinstimulierten Glucoseaufnahme eine wichtige Einflussgrofle bei Stérungen der
Insulinsensitivitidt einnimmt [32] und der Herzmuskel bis zu 70 % seiner Energie aus
der Fettsdureoxidation gewinnen kann [306]. In der Phospholipidfraktion der LCT-Tiere
konnte dariiber hinaus ein geringerer Gehalt an einfach ungesittigten Fettsduren
(MUFA) und mehrfach ungesittigten Fettsduren (PUFA) verglichen mit den MCT- und
LF-Tieren nachgewiesen werden. Mdglicherweise nehmen nicht nur PUFA sondern
auch MUFA, trotz ihres geringen Vorkommens in der Phospholipidfraktion der
Gewebe, eine sensible Stellung bei der fettinduzierten Insulinresistenz ein. Denn auch in
der Leber und dem M. gastrocnemius wurde nach der 4-wdochigen Fiitterung der LCT-

Didt, im Gegensatz zur MCT- und LF-Didt, ein geringerer MUFA-Anteil in den
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Phospholipiden gefunden, wohingegen der PUFA-Gehalt der Phospholipidfraktion der
Leber und des M. gastrocnemius keine Unterschiede zwischen den Gruppen aufwies
(vgl. Abbildungen 18, A4 und AS5). Die Konzentration der MUFA in den
Phospholipiden der o.g. insulinsensitiven Gewebe wies dabei eine dhnliche Abstufung
auf (LF > MCT > LCT), wie die Glucoseinfusionsrate wiahrend des EHC, als Mal fiir
die Insulinsensitivitét eines Organismus [54] (vgl. Abbildung 31).

5.4. Einfluss von Hochfettdiaten auf postprandiale

Plasmametabolite nach einer fettreichen Testmahlzeit

Neben einer erhohten Niichterntriglyceridkonzentration sind insbesondere erhohte
postprandiale Triglyceridspiegel mit einer Insulinresistenz assoziiert [307;308]. Als
Ursachen hierfiir werden eine geringere LPL-Aktivitit und die dadurch verminderte
Aufnahme von freien Fettsduren in das Fettgewebe, sowie eine fehlende Suppression
der Freisetzung von freien Fettsduren aus dem Fettgewebe im postprandialen Zustand
diskutiert [309]. In unserer Studie fiihrte die 4-wochige Fiitterung der LCT-Didt
verglichen mit der LF- und MCT-Didt zu Verdnderungen im postprandialen
Triglyceridprofil. Dazu zéhlten ein spiter erreichtes Triglyceridmaximum, ein stirkerer
Triglyceridanstieg und eine grofere Fliche unterhalb der Triglyceridkonzentrations-
zeitkurve. Auch wenn die Unterschiede nicht signifikant waren, deuten sie auf
beginnende Storungen des Lipidstoffwechsels bei den LCT-Tieren hin. Die
postprandialen Glucose- und Insulinkonzentrationen unterschieden sich hingegen nicht
zwischen den Gruppen. Die Kohlenhydratquelle der fettreichen Mahlzeit (OMTT) war
hauptsédchlich Saccharose und wenig Laktose, welche zusammen 29,6 % der Energie
ausmachten. Beziiglich der Kohlenhydratquelle der fettreichen Mahlzeit (OMTT) soll
kurz erwdhnt werden, dass neben der bislang diskutierten Hypothese zur Entstehung
einer fettinduzierten Insulinresistenz auch die Fiitterung von Diédten mit einem hohen
Anteil an Saccharose oder Fruktose zu einer verminderten Insulinsensitivitit z.B. bei
Ratten fiihrt [75;310-312]. Auf dieses Thema wird jedoch in der vorliegenden Arbeit
nicht niher eingegangen. Einundfiinfzig Prozent der Energie der Testmahlzeit (OMTT)
stammte aus Fett. Grundsitzlich ist die Frage zu stellen, inwieweit der verwendete
OMTT, der aus dem Humanbereich stammt [230-232] (vgl. Kapitel 3.1.2.) bei Ratten
geeignet war, um die durch didtetische Vorkonditionierung verursachten Verdnderungen

hinsichtlich der postprandialen Konzentrationen von Plasmametaboliten zu untersuchen.



DISKUSSION 116

Wird das metabolische Korpergewicht der Ratten und die im Humanbereich
tiblicherweise verabreichten 500 ml (1017 kcal) Testtrunk beriicksichtigt, hétte den
Ratten bei einer vergleichbaren Energiecaufnahme 21 kcal appliziert werden miissen.
Tatséchlich konnte den Tiere bei einmaliger Mahlzeitengabe jedoch nur 3 g des Trunks
(12,2 kcal) verabreicht werden. Nur durch die ausschlieliche Gabe eines Fettbolus
hitte bei den Ratten eine dem Menschen vergleichbare Energieaufnahme im Bezug auf
das metabolische Korpergewicht erreicht werden konnen, welche moglicherweise zu
deutlicheren Unterschieden im postprandialen Triglyceridprofil der Ratten gefiihrt hitte.
Auch die Katheterimplantierung (postoperativer Stress der Tiere) konnte, trotz der
48-stiindigen Erholungsphase, die Ergebnisse beeinflusst haben. Dennoch konnte
zumindest in Humanstudien eine durch MCT-Fette, verglichen mit LCT-Fetten,
bedingte Reduktion der postprandialen Triglyceridkonzentration nach einer fettreichen

Mahlzeit nachgewiesen werden [214;313].

5.5. Weiterfuhrende Aspekte zur Insulinresistenz

Die vorliegende Arbeit konnte nur einen geringen Teilaspekt der Insulinresistenz, der
moglichen Mechanismen ihrer Entstehung und ihrer eventuellen Privention durch die
Substitution langkettiger gegen mittelkettige gesdttigte Fettsduren in der Didt
beriicksichtigen. Neben der Leber und dem Skelettmuskel als wichtigen
insulinsensitiven (insulin responsive) Organen, wurde auch das Fettgewebe als
wichtiges sekretorisches Organ von Hormonen und Zytokinen untersucht und diskutiert.
Dartiber hinaus sind jedoch noch weitere Organe bei der Beeinflussung des Fett- und
Glucosestoffwechsels von  Bedeutung. Neben dem  Pankras mit den
insulinsezernierenden B-Zellen wird dem Gehirn in jlingster Zeit zunehmend eine
Schliisselrolle bei der Regulation des Glucose- und Fettstoffwechsels zugesprochen
[314]. So wurde beispielsweise gezeigt, dass die intracerebroventrikuldre Infusion von
Insulin die hepatische Insulinsensitivitdt verbessert [315] und die 7-tigige Hemmung
der Insulinsignalkaskade im Hypothalamus zur hepatischen Insulinresistenz mit
einhergehender erhdhter hepatischer Glucoseproduktion bei Ratten fiihrt [315;316].
Auch eine Hemmung der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (CPT1) und die dadurch
bewirkte akute Erhohung der AcylCo-A-Konzentration im Hypothalamus scheint neben
der Regulation der Nahrungsaufnahme die hepatische Insulinsensitivitit zu verbessern

[317]. Diese Regulation des hepatischen Glucosestoffwechsels durch den lipidsensitiven
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(lipid sensing) Hypothalamus kann durch eine Vagotomie blockiert werden [318].
Dariiber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit keine Medikamente diskutiert,
welche beispielsweise die Insulinsensitivitit verbessern. So ist bekannt, dass z.B.
PPARy-Agonisten wie Gliazone zu einer erhohten Insulinsensitivitit bei
hochfettgefiitterten insulinresistenten Ratten mit einhergehenden verminderten Acyl-

CoA- und Triglyceridkonzentrationen im Skelettmuskel der Tiere fiihren [96;319].

5.6. Ubertragbarkeit der Studienergebnisse auf den Menschen

Bei der Interpretation der an Ratten erhobenen Studienergebnisse fiir die Situation beim
Menschen muss bedacht werden, dass die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
Menschen kritisch zu betrachten ist. So kann die hochfettgefiitterte, insulinresistente
Ratte, obwohl sie als Modell fiir das Metabolische Syndrom anerkannt ist [1], nicht als
komplettes Modell fiir den humanen Diabetes Mellitus Typ 2 gelten, da die Tiere z.B.
keine erhohten basalen Glucose- und Insulinspiegel, wie sie fiir Typ 2-Diabetes
charakteristisch sind, aufweisen [7]. Dariliber hinaus existieren Unterschiede im
Metabolismus von Ratten und Menschen. Zum Beispiel fiihrt die PPARa-Aktivierung
in der Leber von Ratten zu einer starken Stimulation der peroxisomalen Proliferation,
wohingegen beim Menschen nur marginale Effekte sichtbar werden, die erkldren,
warum Clofibrate als potente PPARa-Liganden keinen proliferativen Effekt beim
Menschen ausiiben [75]. Die Komplexitit der pathophysiologischen Verdnderungen bei
der fettinduzierten Insulinresistenz wird zudem noch vergroflert, indem Hinweise auf
geschlechtsspezifische Unterschiede bei der fettinduzierten Insulinresistenz bei Ratten
hindeuten [320] und ein Grossteil der durchgefiihrten Rattenstudien zur Ermittlung der
Insulinsensitivitidt lediglich an maéannlichen Tieren durchgefiihrt wurde. Auch die
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Expression putativer fettsdurebindender
Proteine [321;322] und der Fruktose-induzierten Insulinresistenz [323] sprechen fiir
eine eingeschriinkte Ubertragbarkeit der Studienergebnisse auf den Menschen. In der
vorliegenden Arbeit wurde zudem lediglich der Einfluss einer 4-wochigen
Fiitterungsperiode auf die Entstehung einer fettinduzierten Insulinresistenz bei den
Ratten wuntersucht. Da eine ldngerfristige Fiitterung der Hochfettdidten die
Insulinsensitivitdt und Fettassimilation der Ratten abweichend modifizieren konnte, ist

auch diesbeziiglich keine direkte Ubertragbarkeit auf den Menschen zu empfehlen.
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Tatsache ist allerdings, dass in den letzten Dekaden die Energiedichte der Mahlzeiten in
den hochindustrialisierten Nationen kontinuierlich zugenommen hat und Fette in der
westlichen Didt inzwischen ca. 40 % der tdglichen Energieaufnahme ausmachen. Die
didtetischen Fette enthalten dabei hauptsichlich langkettige Fettsduren mit 16 oder mehr
C-Atomen [259;324]. Ein Uberangebot an diesen Fetten, den daraus freigesetzten
Fettsduren und ihren Derivaten tragt zur Entstehung einer Insulinresistenz bei [76;259],
die ein Indikator fiir einen moglicherweise spdter auftretenden Diabetes Mellitus Typ 2
ist [325-327]. Aufgrund der kontinuierlich zunehmenden Priavalenz von Typ 2-Diabetes
und dem dadurch bedingten Anstieg der Krankheits- und Folgekosten werden u.a.
Priventionsmafinahmen im Bereich der Erndhrung diskutiert. Einen Beitrag dazu
konnte auch die Substitution langkettiger Fettsduren durch mittelkettige Fettsduren
liefern. Die von wuns durchgefiihrten Rattenstudien haben gezeigt, dass eine
isokalorische Hochfettdidt mit mittelkettigen Fettsduren, verglichen mit einer
Hochfettdidt mit langkettigen geséttigten Fettsduren, zu einer weniger stark
ausgepragten Insulinresistenz (hohere Glucoseinfusionsrate wéihrend des EHC) fiihrt
und die damit einhergehenden untersuchten pathophysiologischen Veridnderungen in der
Fettassimilation weniger stark ausgeprdgt waren (z.B. ein nachweislich geringerer
Gehalt an PUFA und MUFA in den Phospholipiden des M. Soleus und Herzmuskels,
was mit einer hoheren Membranfluiditit verbunden sein kann). Diese Ergebnisse
sprechen grundsitzlich fiir den Einsatz von MCT-Fetten in der Humanerndhrung als
priaventionsiinterstiitzende MaBnahme im Kontext des Metabolischen Syndroms.
Allerdings muss beachtet werden, dass die Menge der im Rattenexperiment eingesetzten
MCT-Fette im Humanbereich nicht realisierbar ist. So ist beispielsweise der Anteil der
moglichen substituierbaren diédtetischen Fette in der menschlichen Erndhrung
beschrankt, da wahrscheinlich lediglich fliissige Speisedle mit einem glinstigen
Fettsdureprofil und einem GroBteil einfach- und mehrfach ungeséttigter Fettsduren, z.B.
im Salatdressing, durch fliissige MCT-Ole substituiert werden kdnnen, wohingegen
gesdttigte Fettsduren groftenteils versteckt in komplexen Lebensmitteln und Produkten
vorkommen, und sich nicht so einfach substituieren lassen. Letztendlich sollte zudem
bedacht werden, dass didtetische Maflnahmen nicht die einzige Moglichkeit darstellen,
um der steigenden Privalenz der Adipositas und dem Typ 2-Diabetes
entgegenzuwirken. Insbesondere vermehrte korperliche Aktivitdt trigt dazu bei, die
Entstehung einer Insulinresistenz zu verhindern bzw. die Insulinsensitivitit bei

Risikopersonen zu verbessern [34;328].
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese gepriift, ob eine Substitution von
langkettigen gesittigten Fettsduren durch mittelkettige gesattigte Fettsduren in
Hochfettdidten bei ad libitum-Fiitterung zu einer verminderten Insulinresistenz bei
Ratten fiihrt und in wieweit sich dieses durch eine verdnderte Fettassimilation der
Versuchsfette (MCT vs. LCT) begriinden ldsst. Als Kontrolle diente eine isokalorische
Niedrigfettdidt (LF). Zur Aufklidrung der pathophysiologischen Verdnderungen bei der
Entstehung einer Insulinresistenz wurde nach 4-wdéchiger Fiitterungsperiode (1) die
Insulinsensitivitdt der Tiere durch einen hyperinsulindmischen-euglycamischen Clamp
ermittelt, (2) die Expression von putativen Fettsduretransportern im Skelettmuskel und
der Diinndarmmucosa auf transkriptioneller Ebene quantifiziert, (3) das Fettsduremuster
der Triglycerid- und Phospholipifraktion der Gewebe analysiert, (4) die Anreicherung
einer stabil markierten langkettigen geséttigten Fettsdure in den Geweben nach der
chronischen Applikation mit dem Futter bzw. nach der einmaligen Gabe mit einer
fettreichen Testmahlzeit untersucht und (5) die postprandialen Verldufe von

Plasmametaboliten der Ratten analysiert.

Nach 4-wochiger Fiitterung der MCT-Didt konnte eine im Vergleich zur LCT-Diét
hohere Insulinsensitivitdt der Tiere nachgewiesen werden. In der Phospholipidfraktion
der oxidativen Skelettmuskulatur und des Herzmuskels wurde bei den MCT-gefiitterten
Ratten im Vergleich zu den LCT-gefiitterten Ratten ein hoherer Gehalt an einfach und
mehrfach  ungesittigten  Fettsduren  gefunden. Auch die  postprandialen
Triglyceridspiegel der MCT-gefiitterten Ratten waren nach der Gabe einer
standardisierten fetthaltigen Testmahlzeit tendenziell niedriger als die der LCT-
gefiitterten Ratten.

Nach 4-wochiger Fiitterung der LCT-Didt konnte in der Leber und dem oxidativen
Sklettmuskel der Ratten, im Vergleich zur MCT-Diét, 5 Stunden nach der Gabe einer
standardisierten  fetthaltigen = Testmahlzeit eine schnellere Anflutung von
U-"*C-markierter Palmitinsdure nachgewiesen werden. Auch die Expression (m-RNA-
Konzentration) des putativen fettsduretransportierenden Proteins FATP war im
oxidativen Muskel der LCT-gefiitterten Ratten hoher als bei den MCT-gefiitterten
Ratten. Die vermehrte Aufnahme langkettiger geséttigter Fettsduren in den

Skelettmuskel, der erniedrigte PUFA-Gehalt der Phospholipide in der Muskulatur und
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die tendenziell erhdhten postprandialen Triglyceridspiegel bei den LCT-gefiitterten
Ratten stimmen mit Befunden anderer Studien zum Einfluss von Hochfettdidten mit
langkettigen Fettsduren bei der Entstehung einer Insulinresistenz iiberein. Allerdings
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Triglyceridakkumulation und, nach 5-tagiger
Gabe der U-">C-Palmitinsdure mit den Versuchsdiiten, keine erhohte Akkumulation des
markierten Palmitats in den Geweben der LCT-geflitterten Ratten nachgewiesen
werden, obwohl der Gehalt an unmarkierter Plamitin- und Stearinsdure in der
Triglyceridfraktion der Gewebe dieser Tiere hoher war als bei den MCT- und LF-

gefiitterten Tieren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die 4-wochige
Fiitterung einer Hochfettdidt mit mittelkettigen gesittigten Fettsduren bei Ratten zu
geringeren pathophysiologischen Verdnderungen und zu einer schwécher ausgepriagten
Insulinresistenz fiihrt als die 4-wochige Fiitterung einer isokalorischen Hochfettdidt mit
langkettigen gesittigten Fettsdauren, d.h. die MCT-Versuchsfette scheinen im Vergleich
zu den eingesetzten LCT-Fetten die Entstehung einer Insulinresistenz zumindest zu
verzogern. Im Gegensatz zu bisherigen publizierten Studien, unterschieden sich die
experimentellen Fette lediglich in der Fettsdurekettenlinge und nicht zusétzlich in dem
Grad der Séttigung der verwendeten Fettsduren. Ob eine Hochfettdidt mit iberwiegend
mittelkettigen Fettsduren die Entstehung einer Insulinresistenz allerdings verhindern
kann, bleibt fraglich. Zum einen fiihrte die 4-wdchige Fiitterung der MCT-Hochfettdiét
im Vergleich zur Niedrigfett (LF)-Didt zu einer verminderten Insulinsensitivitit der
Ratten, auch wenn diese noch deutlicher ausgepriagt war als nach Verfiitterung der LCT-
Hochfettdidt. Zum anderen wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich der Einfluss einer
4-wochigen Fiitterungsperiode auf die Insulinsensitivitit der Tiere untersucht. Wie sich
eine ldngerfristige Fiitterung von Hochfettdidten auf die Insulinsensitivitit und die
Fettassimilation bei Ratten auswirkt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht

beantwortet werden.
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/. Summary

The present study was aimed to investigate the effect of high fat diets with either
medium or long chain saturated triglycerides (MCT vs. LCT) on insulin resistance and
fat assimilation in rats. Therefore, the subsequent parameters were examined in rats
after a 4-week ad libitum feeding period on high fat diets, compared to an isocaloric low
fat (LF) diet: (1) total body insulin sensitivity by means of the glucose infusion rate
during hyperinsulinemic euglycemic clamping, (2) the expression of putative fatty acid
transport and/or binding proteins in skeletal muscle, (3) the fatty acid pattern of tissue
triglycerides and phospholipids, (4) the accumulation of *C-labelled palmitic acid in
various tissues after a single and chronic (5-day period) application, and (5) the

postprandial profile of plasma metabolites.

Feeding of the MCT diet over a period of 4 weeks resulted in a higher insulin sensitivity
compared with the LCT diet. Furthermore, phospholipids isolated from oxidative
skeletal as well as heart muscle of the MCT animals contained a higher portion of
mono- and polyunsaturated fatty acids (MUFA and PUFA) compared with the LCT
diet. In addition, postprandial plasma triglycerides tended to be lower in MCT-fed rats
as compared to LCT-fed rats.

In contrast to the MCT-fed rats, a higher accumulation of '*C-palmitic acid as a marker
for long chain saturated fatty acids occurred in liver and oxidative skeletal muscle in
LCT-fed rats, 5 hours after feeding a high fat mixed meal. Furthermore, expression of
fatty acid transport protein (FATP) was higher in oxidative muscle of LCT-fed rats in
comparison to MCT-fed rats. The observation of increased fatty acid uptake and
decreased PUFA content in phospholipids of oxidative muscle as well as the trend
towards increased postprandial TG levels in LCT-fed rats are consistent with data from
published studies dealing with the influence of high fat diets on insulin resistance. In
contrast to the current hypothesis of induction of insulin resistance by long chain fatty
acids, however, we did not find a higher accumulation of B(C-labelled palmitic acid in
LCT-fed rats after 5-day chronic tracer administration with the experimental diet.
Furthermore, triglycerides did not accumulate in insulin sensitive tissues after feeding

the LCT diet, compared with the MCT and LF diet.
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In summary the results indicate that feeding a high fat MCT diet for 4 weeks results in
less pathophysiologic changes and a weaker insulin resistance than feeding the high fat
LCT diet. Furthermore, in the present study, the differences found in the assimilation of
dietary fat can be solely attributed to differences in chain length of dietary saturated
fatty acids and are not hampered by possible influences of various amounts of MUFA
and PUFA, which can be often found in the literature.

It remaines, however, questionable whether a high fat MCT diet really could prevent
insulin resistance, because a 4-week feeding period resulted in a somewhat impaired
insulin sensitivity as compared to the LF diet, although the alterations were less
pronounced than after feeding the LCT diet. It appears, however, that MCT vs. LCT fat
may at least delay the development of insulin resistance caused by a high fat intake.
Because only the effect of a 4 week feeding period was investigated in the present

study, the effects of such diets after a more prolonged feeding can not be judged.
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Anhang

Tabelle Al: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits
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Chemikalien/Reagenzien/Kits

Firma

TaqMan® Reverse Transcription Reagents-Kit
TagMan® Universal PCR Master Mix mit
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTP mit
UTP, passivem Referenzfarbstoff (ROX),
Uracil-N-Glycosylase (AmpErase® UNG)
TaqMan®-Sonden fiir 18 S-rRNA, FATP,
H-FABP., FAT/CD36 (20x Assay Mix)

porcines Insulin

D,O (67 Atomprozent)
Natriumchlorid

U-13C16-Palmitat

Tag-Polymerase

Agarose

Rat insulin RIA

Lambda DNA/Eco1301 (Styl) Marker

dNTP-Set

Ultrasensitive Rat Insulin ELISA

ABI,
Foster City, USA

Actrapid,
Novo Nordisk, Danemark

Armar Chemicals,
Dottingen, Schweitz

Braun,
Melsung, Deutschland

Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, Massachusetts, USA

Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Life Technologies,
Paisley, Schottland

Linco,
St. Charles, USA

MBI Fermentas,
St. Leon-Rot, Deutschland

Mercodia,
Uppsala, Schweden
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Fortsetzung Tabelle Al: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalien/Reagenzien/Kits

Firma

Benzoesaure
Chloroform
Ethanol
Formaldehyd
Isopropanol
Methanol
-Mercaptoethanol
Salzsdure

PCR-Primer B-Aktin

Kit zur Bestimmung freier Fettsduren

Bariumhydroxid
Glycerin
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Tris-Essigsdure

Bromphenolblau

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dinatriumdihydrogenethyendiamin-tetraacetat
(EDTA)

Fettsduremethyesterstandard fiir C20:4, cis-
13,16-C22:2, cis-4,7,10,13,16,19-C22:6
Fettsdurestandard fiir C17:0

Triton X-100

Xylenzyanol

3-Morpholino-1-Propansulfonsdure (MOPS)
Ethidiumbromid

Fettsduremethylesterstandard ,,F.A.M.E. Mix
C8-C24*
FAME Standard RM-6

Triglycerid-, Glucose-, Glycerol-Kit

RNeasy Mini Kit

RNase free DNase Set (Desoxyribo-nuclease:
1500Units)

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Merk,
Darmstadt, Deutschland

MWG-Biotech,
Ebersberg, Deutschland

Randox,
Clumlin, England

Roth,
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Serva,
Heidelberg, Deutschland

Supelco,

Belleforte, USA

Thermo Clinical Labsystems,
Vantaa, Finnland

Qiagen,
Hilden, Deutschland
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Tabelle A2: Gerite
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Gerate

Firma

ABI Prism®7000 Sequence Detection System mit

SDS-Analysesoftware

Gaschromatograph Agilent Technologies 6890 N
Massenspektrometer Agilent Technologies 5973N

Speed Vac Concentrator & Refrigerated
Condensation Trap

Glucose Analyser

Prozess-Photometer SPECTRAN 677
BioPhotometer

Kiihlzentrifuge 5810R mit Ausschwing-rotor
Kalorimeters IKA® C 4000

Polytron Typ PT 10/35

automatisches Laboranalysegerit (Konelab)
Mikrowaage Mettler AE 163

ELISA-Reader Spectra Max 340 mit
Analysesoftware Soft Max®PRO Version 1.1

Spektralphotometer Perkin Elmer 550 A

Thermocycler

ABI,
Foster City, USA

Agilent Technologies,
Palo Alto, California, USA

Bachhofer Laboratoriumsgerite,
Reutlingen, Deutschland

Beckmann,
Fullerton, USA

Bodenseewerk Geosystem GmbH,
Uberlingen, Deutschland

Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

IKA®Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

Kinematica GmbH,
Luzern, Schweiz

Konelab Corporation,
Espoo, Finnland

Mettler Toledo GmbH,
Gieflen, Deutschland

Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, USA

Perkin Elmer,
Wellesley, Massachusetts, USA

Whatman Biometra,
Gottingen, Deutschland
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Tabelle A3: Puffer und Losungen
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Puffer

I nhaltsstoff

Blaumarker (6x loading dye)

DEPC-Wasser (0,1 %)

10x MOPS-Puffer

TE-Puffer

50x TAE

0,09 % Bromphenolblau

0,09 % Xylenzyanol
60 % Glycerin
60 mmol/l EDTA

1 ml DEPC
1 1 Reinstwasser
autoklavieren

200 mmol/l MOPS

50 mmol/l Natriumacetat

10 mmol/l EDTA

pH 7

autoklavieren

10 mmol/l Tris (pH 7,6)
1 mmol/l EDTA (pH 8)

40 mmol/I Tris-Essigsdure

1 mmol/l EDTA,

pH 8,5

Tabelle A4: Zusammensetzung der Basisdidt (mit Vitamin- und Mineralstoffgehalt)

| nhaltsstoff" Einheit Gehalt
Rohprotein mg/kg 377294,125
Rohfett mg/kg 3508,350
Rohfaser mg/kg 9837,390
Rohasche mg/kg  88131,968
Feuchtigkeit mg/kg  93593,528
Disaccharide mg/kg  23856,362
Polysaccharide mg/kg 354456,200
Lysin mg/kg  34859,203
Methionin mg/kg  23909,980
Cystin mg/kg 6312,810
Threonin mg/kg 14498331
Tryptophan mg/kg 3959,140
Arginin mg/kg  21492,080
Histidin mg/kg  10487,840
Isoleucin mg/kg  14485,210
Leucin mg/kg  29393,210
Phenylalanin mg/kg  14610,970
Valin mg/kg 7403,785
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Fortsetzung Tabelle A4: Zusammensetzung der Basisdiét

| nhaltsstoff"

Einheit Gehalt

Alanin
Asparaginsiure
Glutaminséiure
Glycin

Prolin

Serin

Tyrosin
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin E
Vitamin K3
Vitamin B1
Vitamin B2
Vitamin B6
Vitamin B12
Nikotinsdure
Pantothensdure
Folsdure
Biotin
Cholinchlorid
P-Aminobenzoesaure
Inosit

Vitamin C
Calicium
Phosphor
Magnesium
Natrium
Kalium
Schwefel
Chlor

Eisen

Mangan

Zink

Kupfer

Jod

Molybdin
Fluor

Selen

Kobalt
Aluminium

mg/kg 7300,654
mg/kg 9038,256
mg/kg  49697,808
mg/kg  11215,825
mg/kg  27832,214
mg/kg  11351,225
mg/kg  18096,505
LE./kg 22875,000
LE./kg 762,500
mg/kg 229,519

mg/kg 15,250
mg/kg 30,577
mg/kg 31,119
mg/kg 22,940
mg/kg 0,067
mg/kg 76,577
mg/kg 76,454
mg/kg 15,389
mg/kg 0,385

mg/kg 1632,017
mg/kg 152,500
mg/kg 173,636
mg/kg 30,500
mg/kg  14205,790
mg/kg  12570,647
mg/kg 1441,090
mg/kg 3778,584
mg/kg  11705,117
mg/kg 5780,795
mg/kg 5583,330
mg/kg 281,018
mg/kg 162,234

mg/kg 52,158
mg/kg 9,569
mg/kg 0,703
mg/kg 0,372
mg/kg 6,676
mg/kg 0,542
mg/kg 0,214
mg/kg 3,427

Y Angaben des Herstellers (Firma Altromin, Lage,
Deutschland); die o.g. Didt wurde als Basisdidt fiir die

drei Versichsdidten mit

entsprechenden  Zusitzen

(experimentelles Fett, Sojadl, Lecithin und Wasser, vgl.
Tabelle 2) eingesetzt; I.E. = internationale Einheiten

147



ANHANG

148

Abbildung Al: Wissrige LCT-Fettemulsion

Proximales Jejunum
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Abbildung A2: Fettsduremuster in der Triglyceridfraktion des proximalen und distalen
Jejunums der Ratten (%) nach der Fiitterungsperiode und dem néchtlichen Fasten

(Experiment B-a)

Mittelwert £ SEM; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede (P < 0,05
ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); n = 11-12; C 8:0+10:0 = Capryl- und
Caprinsdure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsdure , MUFA = einfach-ungesittigte Fettsduren (C16:1
+ C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 + C20:4 + C22:6)
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M. gastrocnemius
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Retroperitoneales Fettgewebe
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Abbildung A3: Fettsduremuster in der Triglyceridfraktion des M. gastrocnemius, des
Herzmuskels und des retroperitonealen Fettgewebes der Ratten (%) nach der
Fiitterungsperiode und dem néchtlichen Fasten (Experiment B-a)

Mittelwert = SEM; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede (P < 0,05
ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); n = 7-12; C 8:0+10:0 = Capryl- und
Caprinsiure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsédure , MUFA = einfach-ungesittigte Fettsduren (C16:1
+ C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 + C20:4 + C22:6)
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Abbildung A4: Fettsduremuster in der Phospholipidfraktion des proximalen und distalen
Jejunums sowie der Leber der Ratten (%) nach der Fiitterungsperiode und dem

néchtlichen Fasten (Experiment B-a)

Mittelwert = SEM; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede (P < 0,05
ANOVA mit anschlieBendem Sudent-Newman-Keuls Test); n = 11-12; C 8:0+10:0 = Capryl- und
Caprinsdure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsdure , MUFA = einfach-ungesittigte Fettsduren (C16:1
+ C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 + C20:4 + C22:6)
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Abbildung AS: Fettsduremuster in der Phospholipidfraktion des M. gastrocnemius der
Ratten (%) nach der Fiitterungsperiode und dem néichtlichen Fasten (Experiment B-a)
Mittelwert = SEM; unterschiedliche Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede (P < 0,05
ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test); n = 7-12; C 8:0+10:0 = Capryl- und
Caprinsiure; C 16:0+18:0 = Palmitin- und Stearinsédure , MUFA = einfach-ungesittigte Fettsduren (C16:1
+ C18:1); PUFA = mehrfach ungesittigte Fettsduren (C18:2 + C18:3 + C20:4 + C22:6)
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