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Einleitung 1

1 Einleitung

Konjugierte Linolsduren (engl.: conjugated linoleic acid, CLA) sind Isomere der Linolsdure,
deren Doppelbindungen in konjugierter Form vorliegen und an mehreren Positionen (9,11
oder 10,12 oder 11,13 oder 8,10) in cis- oder trans- Konfiguration vorkommen. In Abbildung
1 sind, neben der Linolsdure, die CLA-Isomere cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA
dargestellt.
12 9
AN NN ool
Linolsédure [C18:2 (n-6)]
11 9
NANAV AN ool
cis-9,trans-11 CLA
12 10
NANAZANNANNS ool
trans-10,cis-12 CLA
Abb. 1: Strukturen von Linolséure, cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA.

CLA entstehen entweder durch Biohydrierung der Linolsdure mittels anaerober Bakterien
(Butyrivibrio fibrisolvens) im Pansen von Wiederkduern (KEPLER ET AL. 1966), durch Bildung
aus trans-Vaccensdure mittels A9-Desaturase in den Milchdriisen laktierender Kiihe (GRIINARI
ET AL. 2000) oder bei der katalytischen Hydrierung von Olen (FRITSCHE AND STEINHART
1998). Cis-9,trans-11 CLA kommt natiirlicherweise zu einem Anteil von 80 bis 90 % der
Gesamtisomere in Milchfett, Milchprodukten und Fleisch von Wiederkduern vor, wahrend
andere CLA-Isomere Minorkomponenten darstellen (FRITSCHE AND STEINHART 1998, IP ET
AL. 1994).

Das Interesse an Wirkungen von CLA hat in den letzten 10 Jahren drastisch zugenommen, da
Ergebnisse von Zellkultur- und Tierstudien auf den moglichen gesundheitlichen Nutzen dieser
natiirlich vorkommenden Substanzen hindeuten. Insbesondere seit HA ET AL. (1987) erstmals
anticancerogene Wirkung der CLA nachweisen konnten, wurden der CLA antiatherogene
(NICOLOSI ET AL. 1997, LEE ET AL. 1994), antidiabetogene (HOUSEKNECHT ET AL. 1998) und
antiadipose (DELANY ET AL. 1999, PARK ET AL. 1997) Eigenschaften zugesprochen.

CLA unterscheiden sich in einigen ihrer Eigenschaften von denen der Linolsdure (PARIZA ET
AL. 2000, KRITCHEVSKY 2000). So beeinflussen CLA wu.a. den Lipidstoffwechsel.
Verschiedene Autorengruppen stellten in Tier- und Zellkulturstudien fest, dass cis-9,trans-11

CLA die aktive Form der CLA ist (IP ET AL. 1991, HA ET AL. 1990). In darauffolgenden
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Studien gab es Hinweise darauf, dass trans-10,cis-12 CLA aktiv Vorgidnge im
Lipidstoffwechsel beeinflusst (SEBEDIO ET AL. 2001, PARK ET AL. 2000, BRETILLON ET AL.
1999). Studien zeigten, dass CLA die A9-Desaturierung von geséttigten Fettsduren (engl.:
saturated fatty acids, SFA) hemmt und die Anteile der einfach-ungesittigten Fettsduren (engl.:
monounsaturated fatty acids, MUFA) in den Zelllipiden verringert (BRETILLON ET AL. 1999,
LEE ET AL. 1998). Bislang fehlen detaillierte Erkenntnisse iiber die Wirkung einzelner CLA-
Isomere auf die A9-Desaturierung von SFA.

Beobachtungen deuten darauf hin, dass CLA die Desaturierung von Linolsdure und o-
Linolensdure auf unterschiedliche Art und Weise beeinflusst. Aus verschiedenen Studien geht
hervor, dass die Konzentration an Arachidonsdure in den Gewebelipiden von Tieren nach
Fiitterung mit CLA verringert war (SIMON ET AL. 2000, STANGL 2000A, BANNI ET AL. 1999,
Liu AND BELURY 1998). Im Gegensatz zur Arachidonsdure, waren die Konzentrationen an
langkettigen (n-3)-mehrfach ungesittigten Fettsduren (engl.: polyunsaturated fatty acids,
PUFA), Docosapentaensdure [C22:5 (n-3)] und Docosahexaensédure [C22:6 (n-3)], welche aus
a-Linolenséure desaturiert und elongiert werden, in Ratten nach Fiitterung mit CLA erhoht
(SEBEDIO ET AL. 2001, STANGL 2000A). Linol- und a-Linolensidure werden im Organismus in
C20- und C22-PUFA desaturiert und elongiert (Abbildung 2).

C18:2 (n-6) C18:3 (n-3)
(Linolsdure) (a-Linolenséure)
A6-Desaturation
C18:3 (n-6) C18:4 (n-3)
Elongation
C20:3 (n-6) C20:4 (n-3)
(Dihomo-y-Linolensdure)
L A5-Desaturation ¢
C20:4 (n-6) C20:5 (n-3)
(Arachidonsiure) (Eicosapentaenséure)
L Elongation L
C22:4 (n-6) C22:5 (n-3)
L A4-Desaturation L
C22:5 (n-6) C22:6 (n-3)
(Docosapentaensiure) (Docosahexaensdure)

Abb. 2: Desaturations- und Elongationsprozesse von (n-6)- und (n-3)-Fettsduren.
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Die Verfiigbarkeit von C20- und C22-PUFA ist v.a. von der Desaturierung der Linolsidure und
a-Linolensdure durch die A6-Desaturase abhédngig (SPRECHER 1981). Desaturierungsprodukte
dieser beiden Fettsduren sind wichtige Bestandteile biologischer Membranlipide und nehmen
Einfluss auf Membraneigenschaften (STUBBS AND SMITH 1984). Detaillierte Informationen
iiber die Wirkung einzelner CLA-Isomere auf die Desaturierung von Linol- und o-
Linolensdure liegen bisher nicht vor.

C20-PUFA, insbesondere Arachidonsdure, sind Vorlaufer der Eicosanoide (HIGGS ET AL.
1986). Als Bestandteil von Membranphospholipiden, werden sie durch Phospholipasen A,
(PLA,, EC 3.1.1.4) freigesetzt und stehen als Substrat fiir Cyclooxygenasen (COX, EC
1.14.99.1) und Lipoxygenasen zur Verfiigung. Eicosanoide werden nicht wie andere Hormone
in Zellen gespeichert, sondern bei Bedarf jeweils neu gebildet. Diese sogenannten
Gewebshormone entwickeln schon in sehr kleinen Mengen grof3e biologische Wirksamkeit.
Sie spielen eine Rolle bei der Neurotransmission, bei der Auslosung und Empfindung von
Schmerz, der Regulation der Korpertemperatur und der Blutdruckregulation. Erkenntnisse aus
zahlreichen Untersuchungen deuten auf die Mdglichkeit hin, dass CLA physiologische
Funktionen, wie z.B. Karzinogenese, Diabetes, Fettleibigkeit und Plattchenaggregation,
beeinflusst, indem sie Arachidonsdure in den Membranphospholipiden verringert und somit
auch auf die Synthese von Arachidonsiduremetaboliten, den Eicosanoiden, wirkt. Studien an
Zellkulturen und Tiermodellen zeigten, dass nach CLA-Behandlung die Freisetzung von
Prostaglandin (PG) E, vermindert wurde (WHIGHAM ET AL. 2001, SUGANO ET AL. 1998, Liu
AND BELURY 1998, L1 AND WATKINS 1998, SUGANO ET AL. 1997, MILLER ET AL. 1994). In
Blutpldttchen hemmte CLA die Bildung von Thromboxan (TX) A, mit anschlieBender
Hemmung der Plittchenaggregation (TRUITT ET AL. 1999). Im Gegensatz dazu fiihrte die
Behandlung von Brustkrebszellen mit CLA zu keinen Verdnderungen in der PGE,-Sekretion
(PARK ET AL. 2000). In der Milz von Miusen verursachte die CLA-Supplementierung der Diét
sogar einen leichten Anstieg der PGE,-Freisetzung (HAYEK ET AL. 1999). Einige Autoren
vermuten, dass in diesem Zusammenhang CLA das COX-Enzymsystem beeinflusst (L1 ET AL.
1999). Obwohl es Hinweise darauf gibt, dass CLA in den Eicosanoidstoffwechsel eingreift,
sind die Ergebnisse kontrovers, und es liegen nur wenige Informationen iiber die Wirkung
einzelner CLA-Isomere vor. Es gibt nur wenige Erkenntnisse dariiber, ob CLA Enzyme, die
im Eicosanoidstoffwechsel involviert sind, auf Transkriptions- und/oder Translationsebene
beeinflusst.

Dem positiven Effekt von CLA-Supplementierungen auf Riickgang der Korperfettmasse
wurde viel Aufmerksamkeit geschenkt, aber potentielle negative Wirkungen auf den

Leberstoffwechsel wurden bisher ignoriert. Das ist insofern widerspriichlich, da in
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verschiedenen Tierstudien durch CLA ausgeldste Hepatomegalie beobachtet wurde (KELLY
2001, DEDECKERE ET AL. 1999). In Miusen, deren Didten mit CLA supplementiert wurden,
vergroflerte sich die Leber durch Lipidanreicherung (TSUBOYAMA-KASAOKA ET AL. 2000,

BELURY AND KEMPA-STECZKO 1997).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, die Wirkung von cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA auf die Desaturierung von SFA, Linol- und a-Linolensédure und auf die
Bildung von Eicosanoiden aus der Arachidonsdure im Detail zu charakterisieren. Dazu wird
die Fettsdurezusammensetzung von Neutral- und Phospholipiden bestimmt und die mRNA-
Konzentration der A9-, A6- und A5-Desaturase (EC 1.14.99.5) ermittelt. Weiterhin werden die
Konzentrationen an Eicosanoiden, welche aus der Arachidonsdure gebildet werden, sowie die
Aktivitit der PLA, und die Genexpression der COX analysiert. Zusétzlich werden
Triglyceride, Cholesterin sowie die Aktivitit der lipogenen Enzyme Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) und Fettsdure-Synthetase (FsS, EC 2.3.1.85)
bestimmt.

Um isolierte Effekte von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf Lipide, Fettsduren,
Eicosanoide und Enzyme zu untersuchen und um die Komplexitdt von lebenden Organismen
zu minimieren, werden im ersten Teil der Arbeit Versuche mit Zellkulturen durchgefiihrt.
Besonders geeignet sind fiir die vorliegende Studie Zellkulturen aus der humanen
Leberkrebszelllinie Hep G2, da sie normale Leberfunktionen, einschlieBlich die des
Lipidmetabolismus besitzt (LIN ET AL. 2001, DOKKO ET AL. 1998, ANGELETTI AND DEALANIZ
1995, JAVITT 1990, ELLSWORTH ET AL. 1986, THRIFT ET AL. 1986).

Begleitend dazu wird im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit ein Fiitterungsversuch mit
ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten als Modelltieren durchgefiihrt, um die Wirkung von
CLA auf Lipide, Fettsduren, Eicosanoide und Enzyme in vivo zu untersuchen. Im
Vordergrund steht hier der Einfluss von CLA auf den Stoffwechsel von (n-3)-PUFA. Aus
verschiedenen Studien geht hervor, dass ein vollstindiger oder teilweiser Ersatz von
Linolsdurereichen Olen durch CLAreiche Ole zu einer vermehrten Inkorporierung von
langkettigen (n-3)-PUFA in Gewebelipide von Ratten, Hithnern oder Eiern von Hiithnern
fiihrte (RAES ET AL. 2002, SEBEDIO ET AL. 2001, SIMON ET AL. 2000, STANGL ET AL.
2000A.B). In den meisten dieser Studien war die Konzentration an (n-3)-PUFA in der Diit
gering. Die semisynthetische Didt der Tiere in der vorliegenden Studie enthilt entweder ein
Gemisch bestehend aus 33% cis-9,trans-11 CLA und 34% trans-10,cis-12 CLA,
Sonnenblumendl (SBO) oder hochdlsiurehaltiges Sonnenblumendl (HO-SBO). SBO wird als

ein Kontrollfett gewihlt, da es gleiche Mengen an Linolsiure wie die im CLA-OI
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vorkommenden konjugierten Linolsiuren enthilt. HO-SBO wird als weiteres Kontrollfett
gewihlt, um die Wirkungen von CLA mit einem Fett zu vergleichen, dass reich an Olséiure
und arm an Linolsdure ist. Um den Einfluss der Didtfette auf den (n-3)-PUFA-Stoffwechsel
zu charakterisieren, werden nach einer Anfangsphase, in der sich der Lipidmetabolismus der
Ratten an die drei verschiedenen Diitfette adaptiert, die Diiiten zusitzlich mit Leindl (LO)

supplementiert. LO wird als ein Diitfett gewihlt, da es reich an a-Linolensiure ist.
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2 Material und Methoden
2.1 Studie zur Wirkung der konjugierten Linolsaure-Isomere cis-9,trans-11 CLA

und trans-10,cis-12 CLA auf den Lipidstoffwechsel und auf die Bildung von
Eicosanoiden von Hep G2-Zellkulturen

2.1.1 Verwendete Reagenzien

Reagenzien:

Aceton

Acetyl-CoA

Agarose

Ammoniak, 32 %
Arachidonséure, > 98 %
Brilliant™SYBR®Green QPCR Master Mix
Borsaure, z.A.

Ca*"-Ionophore A23187
Chloroform, > 99 %

CLA (cis-9,trans-11), > 96 %
CLA (trans-10,cis-12), > 98 %
Coomassie“Brilliant Blue G-250
Diethylpyrocarbonat
1,4-Dithiothreit (DTT)
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-tetraessigsédure (EDTA)
Eicosapentaenséure

Ethanol absolut, > 99,8 %, z.A.
Fotales Kélberserum
Gentamycin
Glucose-6-Phosphat

Glycerol, > 99 %

Hank’s balanced salt solution (HBSS)
W/O Phenol Red

n-Hexan, > 97,5 %

Indometacin

Isopropanol, > 99,9 %
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy4)
di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPO4)

Firma:

CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe

Cayman Chemical Company, USA
Stratagene, Niederlande

CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Cayman Chemical Company, USA

Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

Gibco/Invitrogen Corp., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Gibco/Invitrogen Corp., Karlsruhe

CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe

VWR International GmbH, Dresden

VWR International GmbH, Dresden
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6-keto Prostaglandin F,, EIA Kit
Linolsédure, > 99 %

o-Linolenséaure, > 98 %
MagnesiumchloridHexahydrat (MgCl,-6H,0)
Magnesiumchloridlésung, 25mM
Maleinimid

Malonyl-CoA

Methanol, > 99,9 %

Methylenblauldsung, 0,1 % wéssrig
Natriumhydroxid
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
Pentadecanséure, > 99 %
o-Phosphorséure, 85 %

Primer (GAPDH)

Primer (A9-, A6-, A5-Desaturase, COX-1,
COX-2)

Prostaglandin E; EIA Kit — Monoclonal
Prostaglandin F,, EIA Kit

Rinderserumalbumin, > 96 %

ROTI-MIX PCR 3 (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP; > 98 %; pH 7,0; 10 mM L&sung)

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
sPLA, Assay Kit

Sucrose

SYBR®Green

Taq DNA Polymerase

thermophile DNA Polymerase 10x Puffer
Thromboxane B, EIA Kit
Trimethylsulfoniumhydroxid

TRIS, >99.,9 %

TRIzol®Reagenz

Trypanblauldsung, 0,4 %

Trypsin-EDTA (1X) IN HBSS
(0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA)

Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Promega Corporation, Mannheim

VWR International GmbH, Dresden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe

Dr. K. Hollborn & So6hne, Leipzig

VWR International GmbH, Dresden
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
QIAGEN GmbH, Hilden

Cayman Chemical Company, USA
Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe

Gibco/Invitrogen Corp., Karlsruhe

Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Promega Corporation, Mannheim

Promega Corporation, Mannheim

Cayman Chemical Company, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe
Gibco/Invitrogen Corp., Karlsruh
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Gibco/Invitrogen Corp., Karlsruhe
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2.1.2 Hep G2-Zellkulturen

Die Zelllinie Hep G2 wurde 1975 von ADEN ET AL. (1979) aus der Leber eines an primdrem
Hepatoblastom erkrankten Patienten isoliert. Fiir die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen wurde eine Stammkultur dieser Zelllinie iiber die American

Type Culture Collection (WAK-Chemie Medical GmbH, Bad Soden, Deutschland) bezogen.

2.1.2.1 Kultivierung von Hep G2-Zellen

Zur Gewahrleistung steriler Bedingungen diente als Arbeitsplatz eine LaminarFlowBox (Hera

safe, Kendro Laboratoy Products GmbH, Hanau, Deutschland).

Hep G2-Zellen wurden in 75cm?-Kulturflaschen (mit Filterkappe, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) mit 15ml Kulturmedium [RPMI 1640 Medium mit 0,3mg/ml L-
Glutamin, supplementiert mit 10 % Fotales Kélberserum (FKS) und 0,5 % Gentamycin]
versetzt, und im Brutschrank (Kendro Laboratory Products GmbH) bei 37°C und 90 %
Luftfeuchtigkeit, 95 % Luft und 5 % CO, kultiviert. Fiir Wachstum und Vitalitdtserhaltung
der Zellen erfolgte die Erneuerung des Mediums im zeitlichen Abstand von 72h.

Bei Zelldichten von 80 — 90 % wurden die Zellen passagiert, indem nach Verwerfen des
Kulturmediums mit 4ml steriler Trypsin-EDTA-Losung [0,05 % Trypsin, 0,02 %
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)] 4min bei 37°C inkubiert wurde. Danach muflte das
Trypsin mit 4ml Kulturmedium inaktiviert werden. Die Zellen wurden bei 100 x g Smin und
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus, Kendro Laboratory Products
GmbH) und das Trypsin-EDTA-Serum-Medium verworfen. Das Zellpellet wurde 2 x mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, pH 7,4) gewaschen und nach Zentrifugation (100 x g,
5min, RT) und Verwerfen des Uberstandes in 5ml Kulturmedium aufgenommen. Die
Subkultivierung erfolgte durch 1 x 10° Zellen in eine mit Kulturmedium gefiillte 75cm? -

Kulturflasche.

2.1.2.2 Bestimmung von Zellzahlen

Zellzahlen konnten mittels Himocytometer (Neubauer-Zédhlkammer, Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe, Deutschland) bestimmt werden. Nach Trypsinierung und Aufnahme in
Kulturmedium wurden 100ul der Zellsuspension mit 900ul physiologischer Kochsalzlosung
(0,9 %ig) verdiinnt, und die Zéhlkammer mit 10ul dieser Zellsuspension luftblasenfrei gefiillt.

Nach Iminiitiger Sedimentationszeit konnte die Zellzahl mit Hilfe eines Inversen
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Durchlichtmikroskops (Axiovert 25 mit Beleuchtung HAL 6V 25W, Carl Zeiss Mikroskopie,

Jena, Deutschland) bei 100-facher Vergroferung ermittelt werden.

Die Zellzahl wurde berechnet nach:

C,=Xx10*xV

mit

Cz... Zellkonzentration [10°/ml]
X ... Zellzahl

V ...Verdiinnungsfaktor

2.1.2.3 Bestimmung der Lebensfihigkeit von Zellen

Zum Nachweis der Lebensfahigkeit von Hep G2-Zellen wurden Vitalfarbungen mit Hilfe von
Trypanblau durchgefiihrt (LINDL UND BAUER 1989).

100pul Zellsuspension wurden mit 850ul physiologischer Kochsalzlosung und 50ul 0,4%ige
Trypanblaulosung verdiinnt und durchmischt. 10pul wurden dieser Verdiinnung entnommen
und die Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer nach 1min Sedimentationszeit gezdhlt.
Hierbei konnten lebende, nicht angefarbte Zellen, von toten, blau angeférbten, unterschieden

werden.

Der Prozentsatz lebender Zellen ergibt sich aus:

V= u x 100 %
u+b

mit
V ... lebende Zellen [%]
u ... ungefirbte Zellen

b ... blaugefirbte Zellen

2.1.24 Morphologische Untersuchungen von Hep G2-Zellen

Jeweils 0,15 x 10° Hep G2-Zellen wurden in Gewebekulturschalen (35/10mm, Greiner Bio-
One GmbH) mit 1,5ml Kulturmedium, supplementiert mit jeweils 10pmol/l oder 100pmol/l
cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA, im Brutschrank (Kendro Laboratory Products
GmbH) bei 37°C und 90 % Luftfeuchtigkeit, 95 % Luft und 5 % CO; 24h inkubiert. Nach
anschlieBender Entfernung des Mediums konnten die Zellen mit 1ml 0,1%iger
Methylenblaulésung 3min angefarbt und danach mit HBSS gespiilt werden. Um die Zellen

vor dem Austrocknen zu bewahren, wurden 0,5ml Kulturmedium hinzugegeben.
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Derart gefarbte Zellen waren fiir morphologische Untersuchungen bei 200-facher
Vergroflerung mittels Phasenkontrastmikroskop (Nikon Phot 2, Nikon Deutschland GmbH,
Diisseldorf, Deutschland) geeignet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
Bildbearbeitungssoftware LUCIA 32-G.

2.1.2.5 Gewinnung von Zellmikrosomen und Zellcytosol

Mikrosomen und Cytosol von Hep G2-Zellen konnten durch fraktionierte Pelletierung in
Anlehnung an die Methoden von LiU ET AL. (2001) und HEVKO AND MURPHY (2002)
gewonnen werden.

Nach Ablosen der am Boden der Kulturflasche anheftenden Zellen mit Trypsin-EDTA-
Losung wurden die Zellen durch 3ml PBS (pH 7,4) gewaschen. Nach anschlieender
Zentrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus) bei 100 x g S5Smin und RT wurde das Zellpellet in
0,4ml Homogenisierungspuffer (0,25mol/l Sucrose, 0,1mol/l K,HPO,4, 0,1mol/l KH,PO4, pH
7,4) auf Eis resuspendiert und im Homogenisator (Potter-S-2ml, B. Braun Biotech
International GmbH, Melsungen, Deutschland) mit 25 Hiiben homogenisiert. Zellkerne und
—bruchstiicke konnten durch Zentrifugation (Biofuge fresco, Kendro Laboratory Products
GmbH) bei 1300 x g Smin und 4°C entfernt werden. Um maximale Ausbeute an Mikrosomen
und Cytosol zu gewinnen, wurde das Zellpellet nochmals unter gleichen Bedingungen
homogenisiert und zentrifugiert. Zur Gewinnung des Zellcytosols und der mikrosomalen
Fraktion wurde der Uberstand bei 100.000 x g 60min bei 4°C zentrifugiert
(Mikroultrazentrifuge RCM 150 GX, SORVALL GmbH, Bad Homburg, Deutschland). Nach
diesem Zentrifugationsschritt findet sich das Cytosol im Uberstand und die mikrosomale
Fraktion im Pellet. Letzterer musste in 0,3ml Homogenisierungspuffer resuspendiert werden,

bevor es bis zur Analyse bei —20°C gelagert werden konnte.

2.1.2.6 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD (1976) beruht auf der Bindung
des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung und dem damit
verbundenen Absorptionsmaximum bei 595nm. Messgrundlage ist das Lambert-Beersche

Gesetz, das den Zusammenhang zwischen Lichtabsorption und Stoftkonzentration herstellt.

Lambert-Beersches Gesetz:

|A595:8595X0Xd|

mit

Asos ... Absorption bei 595nm Wellenldnge
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& ... molarer Absorptionskoeffizient [M'cm™] bei 595nm
¢ ... Stoffkonzentration [M]
d ... durchstrahlte Schichtdicke [cm]

Das bendtigte Farbreagenz wurde durch Losen von 100mg Coomassie®Brilliant Blue G-250
in 100ml 85%;iger Phosphorsdure und 50ml 95%igem Ethanol und anschlieBendem Auffiillen
mit dest. Wasser auf 11 hergestellt.

Aus Rinderserumalbumin wurden wissrige Losungen steigender Konzentration hergestellt
(10mg/1 — 20mg/l — 40mg/l — 60mg/l — 80mg/l — 100mg/1) und zur Erstellung einer Eichkurve
verwendet.

In Anlehnung an die Methode nach PAKULA ET AL. (1997) wurden Hep G2-Zellpellets (8x10°
Zellen) mit 2ml 0,2mol/l NaOH-Losung iiber Nacht bei RT lysiert und zur Bestimmung der

Proteinkonzentration eingesetzt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 800ul Reagenzldsung zu einer Mischung aus 20ul
Proteinlosung und 180ul dest. Wasser gestartet. Nach 10mintitiger Inkubation bei RT wurde
die Absorption bei 595nm spektralphotometrisch  (Ultrospec 2000 UV/Visible
Spectrophotometer, ~ Pharmacia  Biotech,  Freiburg, Deutschland) erfasst. = Die

Proteinkonzentrationen von Hep G2-Zellen wurden anhand der Eichkurve ermittelt.

2.1.3 Untersuchungen zum Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12
CLA auf den Lipidstoffwechsel von Hep G2-Zellkulturen

2.1.3.1 Inkubation von Hep G2-Zellen mit cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12
CLA

Sowohl die CLA-Isomere cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA als auch Linol-, a-

Linolen-, Arachidon- und Eicosapentaensidure wurden jeweils in Stammldsungen aus abs.

Ethanol (¢ = 0,1mol/l) aufbewahrt. Nach Verdampfen des Ethanols unter Stickstoff und

anschlieBendem Zusatz dquimolarer Menge an Natronlauge (0,01N NaOH) wurden die

Fettsduren in eine mediumldsliche Form gebracht.

Die Endkonzentration der zugegebenen Fettsduren betrug entweder 10umol/l, 25pumol/l oder
100pmol/l. Als Kontrolle dienten Zellen ohne Zusatz an CLA-Isomere. Fiir den
Versuchsansatz zur Bestimmung von A6-, AS5- und A4-Desaturierungen langkettiger
ungesittigter Fettsduren wurden als Kontrolle entweder Linol- oder a-Linolenséure bzw.

Arachidon- oder Eicosapentaensdure dem Kulturmedium zugesetzt.
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Nach Ablosen der am Boden der Kulturflasche anheftenden Hep G2-Zellen mit Trypsin-
EDTA-Lo6sung und Waschen mit Kulturmedium wurden Zellzahl (2.1.2.2) und Zelllebens-
fahigkeit (2.1.2.3) bestimmt.

Bei 0,5h Inkubation wurden 16 x 10° Zellen in Kulturmedium je Ansatz in ProbengefiBe
tiberfithrt und nach Zusatz der CLA-Isomere 0,5h bei 37°C im Schiittelwasserbad (SW 22,
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland) inkubiert.

Bei 24h Inkubation wurden 16 x 10° Zellen in Kulturmedium je Ansatz in 75cm’-
Kulturflaschen iiberfithrt und nach Zusatz der CLA-Isomere im Brutschrank (Kendro
Laboratory Products GmbH) bei 37°C und 90 % Luftfeuchtigkeit, 95 % Luft und 5 % CO,
24h inkubiert. Fiir den Versuchsansatz zur Bestimmung von A6-, A5- Desaturierung
langkettiger ungesittigter Fettsduren wurde dem Kulturmedium zusitzlich zu den CLA-
Isomeren Linol- oder a-Linolensdure und zur Bestimmung von A4-Desaturierung Arachidon-
oder Eicosapentaensdure zugesetzt.

Nach der Inkubation wurde das Medium verworfen und adhérente Zellen mit Trypsin-EDTA-
Losung von dem Boden der Kulturflaschen abgelost. AnschlieBend wurden die Zellen 2 x mit
8ml PBS (pH 7,4) gewaschen, bei 100 x g Smin bei RT zentrifugiert, in 8ml PBS (pH 7,4)
aufgenommen und Zellzahl (2.1.2.2) sowie -lebensfahigkeit (2.1.2.3) bestimmt.

Fir die nachfolgende Lipidextraktion wurden 16 x 10° Zellen je Ansatz in Probengefifie
tiberfiihrt. Fiir die Bestimmung der Boten-Ribonucleinsdure(mRNA)-Konzentration von A9-,
A6- und A5-Desaturasen wurden Zellpellets in sterile RNase-freie Probengeféafle bis zur RNA-
Isolierung bei —80°C aufbewahrt.

2.1.3.2  Analytische Methoden
2.1.3.2.1 Extraktion von Gesamtlipiden

Nach Behandlung von Hep G2-Zellen mit und ohne CLA-Isomere (Punkt 2.1.3.1) wurden
Gesamtlipide nach der von HARA AND RADIN (1978) beschriebenen Methode, modifiziert

nach EDER AND KIRCHGESSNER (1994), extrahiert.

Den Zellpellets wurden 1,5ml (auf 8 x 10° Zellen) und 3ml (auf 16 x 10° Zellen) n-Hexan:
Isopropanol (3:2 v/v) sowie 0,2ml Pentadecansdure (C15:0) als interne Standardfettsdure
zugesetzt. Unter Lichtschutz konnten zelluldre Lipide im Schiittelinkubator (G 25 Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific CO. INC Edison, New Jersey, USA) 18h bei RT extrahiert
werden. Die Extrakte konnten durch Zentrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus) bei 500 x g



Material und Methoden 13

10min und 4°C von den Zellresten abgetrennt und bis zur weiteren Analyse aufbewahrt

werden (bei —20°C).

2.1.3.2.2 Trennung von Lipidfraktionen

Die Lipidfraktionen Neutrallipide (NL), Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidyl-
ethanolamin (PE) wurden aus Gesamtlipidextrakten mittels Festphasenextraktion nach der

modifizierten Methode von SUZUKI ET AL. (1997) separiert.

Das Losungsmittel der unter 2.1.3.2.1 gewonnenen Gesamtlipidextrakte wurde unter
Stickstoff verdampft.

Die unpolare Lipidfraktion wurde mit 0,2ml Aceton extrahiert und nach anschlieBendem
Verdampfen des Acetons unter Stickstoff in 0,2ml n-Hexan:Isopropanol (8:2 v/v) geldst, auf
eine Festphasensdule (Supelclean™ 3ml LC-Si Séule, Supelco, Bellefonte, PA, USA)
aufgetragen und NL mit 4 x 2ml n-Hexan:Isopropanol (8:2 v/v) eluiert.

Die polare Lipidfraktion konnte mit 0,2ml Chloroform:Methanol (2:1 v/v) extrahiert und auf
die Festphasensédule aufgetragen werden. PE wurde mit 4 x 2ml Chloroform:Methanol (2:1
v/v) und PC mit 4 x 2ml Methanol eluiert.

Die Lipidfraktionen in den Eluaten wurden wie folgt mittels vertikaler Diinnschicht-
chromatographie identifiziert und auf Reinheit liberpriift. Die Diinnschichtplatte (Kieselgel
60, 5x5cm, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) wurde nach Auftragen der Proben mit
Chloroform:Methanol: Ammoniak (26:10:1,6 v/v/v) als Laufmittel entwickelt. NL, PC und PE

konnten durch Jod-Féarbung sichtbar gemacht werden.

2.1.3.2.3 Fettsidureanalytik

Fettséduren in den extrahierten Gesamtlipiden und den aus der Festphasenextraktion eluierten
Lipidfraktionen (NL, PC, PE) wurden nach der Methode von BUTTE (1983) mit
Trimethylsulfoniumhydroxid ~ (TMSH) verestert. Anschliefend  konnten  die
Fettsduremethylester (FAME) im Gaschromatographen (GC, HP 5890, Hewlett Packard
GmbH, Waldbronn, Deutschland) mit automatischem Injektionssystem durch polare FFAP-
Fused-Silica-Trennsdule (30m x 0,53mm ID x 1,0um, Macherey und Nagel, Diiren,
Deutschland) im Heliumstrom (Flussrate: 7,1 ml/min) separiert werden. Die Detektion

erfolgte mittels Flammenionisationsdetektor (FID).
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Mit Hilfe der HP 3365 Datastation (Hewlett Packard GmbH) wurden die FAME durch
Vergleich der Retentionszeiten mit denen identischer Fettsdurestandards identifiziert und

durch Pentadecansiduremethylester (C15:0) als intern zugesetzter Standard quantifiziert.

2.1.3.2.4 Bestimmung der mRNA-Konzentration von A9-, A6- und A5-Desaturasen
2.1.3.2.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Der starke RNase-Inhibitor Diethylpyrocarbonat (DEPC) wurde fiir RNase-freie
Arbeitsbedingungen eingesetzt (FEDORCSAK AND EHRENBERG 1966).

Zur Herstellung DEPC-behandelten Wassers wurde 11 bidest. Wasser mit 1ml DEPC versetzt,
gemischt und 18h bei 37°C im Schiittelwasserbad (SW 22, Julabo Labortechnik GmbH)
inkubiert und anschlieend autoklaviert.

Zur Eliminierung von RNasen wurden samtliche Probengefiale, die fiir die Isolierung von
Gesamt-RNA benétigt wurden, vor Benutzung mit DEPC-behandeltem Wasser (I1ml/l) 18h
bei 37°C im Schiittelwasserbad (SW 22, Julabo Labortechnik GmbH) aufbewahrt,
anschlieBend autoklaviert, das DEPC-Wasser unter sterilen Bedingungen (LaminarFlow, Hera
safe, Kendro Laboratory Products GmbH) entfernt und die Probengefifie bei 100°C

getrocknet.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Hep G2-Zellen erfolgte in Anlehnung an CHIRGWIN ET
AL. (1979) mit TRIzol®Reagenz (Phenol-Guanidin-Isothiocyanat-Losung) nach vorgegebener
Arbeitsvorschrift.

Mit und ohne CLA-Isomeren behandelte Hep G2-Zellen (2.1.3.1) wurden mit
TRIzol®Reagenz versetzt. Nach Zusatz von Chloroform und anschlieender Zentrifugation
befindet sich die Gesamt-RNA in der wéssrigen Phase und konnte aus der wiéssrigen Phase
mit Isopropanol geféllt werden. Nach Zentrifugation wurde das RNA-Pellet mit 75 %igem
Ethanol gewaschen und in 100pl DEPC-behandeltem bidest. Wasser gelost.

RNA-Konzentrationen wurden photometrisch (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) in
Quarzkiivetten bei 260nm Wellenldnge bestimmt. Per Definition entspricht die optische
Dichte (OD) von 1,0 bei 260nm 40pg/ml RNA.

Die Reinheit der RNA wurde anhand des Verhéltnisses OD,gp / ODyg tiberpriift. Die Reinheit
der Préparationen lag zwischen 1,6 und 2,0 (ein Quotient < 1,6 weist auf einen hdheren
Proteinanteil hin, der Wert von {iber 2,0 auf hohen Anteil an RNA).

Die RNA-Proben wurden bei —80°C aufbewahrt.
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Die Gesamt-RNA-Konzentration wurde berechnet nach:

|CRNA = A260 x 40 x VI

mit

Crna ... Konzentration an Gesamt-RNA [pg/ml]
Ageo ... Absorption bei 260nm Wellenldnge

40 ... Multiplikationsfaktor fiir RNA

V ... Verdiinnungsfaktor

2.1.3.2.4.2 cDNA-Synthese

Die  Synthese  von  copy-Desoxyribonucleinsdure  (cDNA)  erfolgte  mittels
Omniscript™Reverse Transcriptase Kit von QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) nach
vorgegebener Arbeitsvorschrift.

Aliquote der RNA-Losungen wurden mit DEPC-behandeltem bidest. Wasser auf die
Konzentration ¢ = 2pg/5ul verdiinnt. Zu 2ul RNA-Lésung wurden pd(T);2.15 (5°-PO4, Na*
Salt, Amersham Pharmacia, Inc, USA), im Kit enthaltener Reverse Transcriptase-Puffer,
Desoxynucleosidtriphosphate (dNTP)-Mix (5Smmol/l), Omniscript™Reverse Transcriptase
(4U/ul; EC 2.7.7.49) und RNase-freies Wasser pipettiert. Die Gesamt-RNA wurde in
einzelstringige ¢cDNA bei 37°C und 59min im Thermocycler (Mastercycler personal,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) umgeschrieben. AnschlieBend konnte die Reverse
Transcriptase-Aktivitdt bei 93°C nach 5Smin gestoppt werden. cDNA-L&sungen wurden bis

zum FEinsatz in die real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bei —20°C aufbewahrt.

2.1.3.2.4.3 real-time PCR

Die durchgefiihrten PCR-Reaktionen erfolgten nach Standardprotokoll:

Reagenzien Volumen Endkonzentration in 15 pl
Reaktionsansatz

bidest. Wasser 6,087l

(DEPC-behandelt)

Thermophile DNA Polymerase 10xPuffer 1,5ul Ix

(10mmol/l Tris-HCI, 50mmol/l KCI,
0,1 % Triton®X-100)

MgCl, (25mmol/l) 2,1pl 3,5mmol/l

ROTI-MIX PCR3 (10mmol/l) 0,75ul 0,125mmol/1
(dATP, dUTP, dGTP, dCTP)

Tag-Polymerase (5U/ul) 0,188ul 0,05U/pul
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SYBR®Green (1:1000) 0,375ul Ix

forward(fwd)-Primer 1ul A9-Desaturase 0,17 pmol/l,
A6-Desaturase 0,33 pmol/l,
A5-Desaturase 0,33 pmol/l,
GAPDH 0,20 umol/1

reverse(rev)-Primer lul A9-Desaturase 0,17 pmol/l,
A6-Desaturase 0,33 pmol/l,
AS5-Desaturase 0,33 pmol/l,
GAPDH 0,20 umol/1

cDNA (Template) 2ul 0,2ug

Die Reagenzien wurden in 0,1 ml-Reaktionsgefdlen vermischt, die Zugabe der cDNA erfolgte
zuletzt. Die anschlieBende Amplifizierung der spezifischen DNA-Fragmente im Rotorgene

2000 (Corbett Research, Mortlake, Australia) erfolgte nach:

Initial-Denaturierung 95°C 2min

A9- und A5-Desaturasen

Denaturierung 95°C 20s )

Annealing 58°C 30s > 30 Zyklen
Elongation 72°C 40s J

A6-Desaturase

Denaturierung 95°C 20s )

Annealing 63°C 30s . 35 Zyklen
Elongation 72°C 40s J

In jedem PCR-Lauf wurde Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12)
als ,,house keeping gene* unter gleichen Bedingungen mitgefiihrt.

Die Sequenzen der in der real-time PCR eingesetzten Primer der A6-Desaturase basierten auf
der Publikation von WAHL ET AL. (2002). Die Primer der A9- Desaturase (NCBI: NM
005063), A5-Desaturase (NCBI: AF226273) und GAPDH wurden aus der mRNA-Sequenz
mit Hilfe der Software PRIMER SELECT 4,0 (DNASTAR Inc., USA) ermittelt. Die Primer-

Sequenzen sind nachfolgend aufgelistet:

A9-Desaturase (fwd) 5°TTC CTG GCT CTA CCC TGT CTG TCC3¢
(rev) 5‘GGG CAC CCT CAC CAA GTA3¢
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A6-Desaturase (fwd) 5°CCT ACA ATC ACC AGC ACG AA3¢
(rev) 5°CCA TGC TTG GCA CAT AGA GA3¢

AS5-Desaturase (fwd) 5‘'ACG TCC GCT TCT TCC TCA CTT ATG3®
(rev) 5‘GGG GCT TGG ACT GGT ACT CTA TGC3°

GAPDH (fwd) 5°CGC CAG CCG AGC CAC ATC3¢
(rev) 5°GCC AGC ATC GCC CCA CTT GA3¢

In Negativ-Kontrollreaktionen wurde anstelle der cDNA-Templates 2l DEPC-behandeltes
bidest. Wasser eingesetzt. Fiir den Einsatz definierter Standards in die PCR wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente (A9-Desaturase 480 Basenpaare (bp), A6-Desaturase 460bp,
AS5-Desaturase 348bp, GAPDH 304bp) auf 4°C gekiihlt und durch horizontale Agarosegel-
Elektrophorese aufgetrennt (2.1.3.2.4.4). AnschlieBend konnten die DNA-Fragmente isoliert
und quantifiziert werden (2.1.3.2.4.5).

Die Ergebnisauswertung und Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte mittels Rotorgene-

Software Version 4.4.1.0.

2.1.3.2.4.4 Agarosegel-Elektrophorese

Der Nachweis von im elektrischen Feld nach GroBe aufgetrennter DNA erfolgte durch
Ethidiumbromid. Die Dokumentation erfolgte durch Fotographien des Gels auf einem UV-
Leuchttisch, wobei Nukleinsduremolekiile mit kovalent gebundenem Ethidiumbromid im UV-

Licht (254nm — 300nm) durch rot-orange Fluoreszenz sichtbar werden.

Zur Herstellung der Gele (2%ig) wurden 0,6g Agarose in 30ml 0,5 x Tris-Borat-EDTA-Puffer
(TBE, pH 7,4; 45mmol/l TRIS, 45mmol/l Borsdure, Immol/l EDTA ) durch Erhitzen gel6st
und die auf 70°C abgekiihlte Losung in einen Gelschlitten gegossen. In die noch heille
Agarosegellosung wurde der Kamm getaucht, der die Auftragetaschen ausspart. Nach
vollstdndigem Erhirten des Gels (20min) wurden die Kdmme entfernt und das Gel in 0,5 x
TBE-Puffer mindestens 30min dquilibriert.

Die in der real-time PCR amplifizierten DNA-Fragmente (Reaktionsansatz: 15 pul) wurden mit
3ul 6 x Gelladepuffer gemischt und 10ul aus dieser Losung in die Taschen pipettiert. Die
Elektrophoresekammer wurde bei 100V ca. 1h an ein Stromversorgungsgerit angeschlossen.

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-0,5 x TBE-Puffer-



Material und Methoden 18

Bad (¢ = 0,5ug/ml) 10min gefarbt, 2min in 0,5x TBE-Puffer entfiarbt und unter UV-Licht
mittels Fotoeinrichtung (SynGene Gene Genius, Synoptics Inc., USA) visualisiert.

Die Grofle der DNA-Fragmente wurde anhand peqGOLD Leiter-Mix (mit 100 bis 10.000 bp;
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) identifiziert.

2.1.3.2.4.5 Isolierung und Quantifizierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Banden wurden unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels MinElute Gel Extraction Kit
(QIAGEN GmbH) nach vorgegebener Arbeitsvorschrift aus der Agarose isoliert. DNA-
Konzentrationen der gewonnenen Eluate wurden mittels PicoGreen®dsDNA Quantitation Kit
(Molecular Probes, Niederlande) noch vorgegebener Arbeitsvorschrift iiber Fluoreszenz-
messung bei der Extinktion von 480nm Wellenlinge und bei der Emission von 520nm
Wellenlidnge (SpectraFluor Plus, TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland)
bestimmt.

FEluate wurden mit DEPC-behandelten bidest. Wasser in 10er Schritten verdiinnt und als

definierter Standard in der real-time PCR eingesetzt.

2.1.3.2.5 Bestimmung von Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen

Die Bestimmung von Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in Hep G2-Zellen, im
Zellmedium sowie im HBSS erfolgte mittels Test Kits (Ecoline®25, VWR International

GmbH) nach vorgegebener Arbeitsvorschrift.

Hep G2-Zellen wurden mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,cis-12
CLA oder ohne Zusatz an CLA-Isomere unter 2.1.3.1 genannten Bedingungen 24h inkubiert.
AnschlieBend wurden je Ansatz 2x10° Hep G2-Zellen in HBSS 1h bei 37°C im Wasserbad
inkubiert.

Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen ergaben sich aus:

Cr= Apx Cs;
ASt.

mit

Cp ... Konzentration Probe [mmol/l]
Cst. ... Konzentration Standard [mmol/1]
Ap ... Absorption Probe

Ast. ... Absorption Standard
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2.1.3.2.6 Bestimmung der Aktivitit lipogener Enzyme

Nach 24stiindiger Inkubation von Hep G2-Zellen mit jeweils 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA
und trans-10,cis-12 CLA oder ohne Zusatz an CLA-Isomeren (2.1.3.1) wurden die Aktivitdten
von G6PDH und FsS im Cytosol (Cytosolgewinnung unter 2.1.2.5) von Hep G2-Zellen

bestimmt.

2.1.3.2.6.1 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Die Aktivitidt der G6PDH wurde nach der Methode von DEUTSCH (1985) bestimmt.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass GOPDH dem Testsystem zugesetztes Glucose-6-
Phosphat und oxidiertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP") zu 6-Phospho-
gluconolacton und NADPH/H" umsetzt. Die gebildete Menge an NADPH/H " ist der Aktivitt
der G6PDH proportional. Durch den Zusatz von Maleinimid zur Testlosung wurde die

Bildung von NADPH/H" durch 6-Phosphogluconatdehydrogenase gehemmit.

Alle Testmedien und Cytosolproben wurden auf 25°C temperiert. Im Ansatz wurden 50ul
Probe mit Iml Testmedium (50mmol/l TRIS (pH 7,5), 0,4mmol/l NADP", 6,3mmol/l
MgCl,-6H,0, 3,3mmol/l Glucose-6-Phosphat, Smmol/l Maleinimid) versetzt. Anschlieend
konnte die Absorptionsdnderung bei 339nm spektralphotometrisch (Ultrospec 2000
UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech) iiber einen Zeitraum von 2min gemessen
werden. Ein Leerwert mit 50ul bidest. Wasser wurde bestimmt, um die von der G6PDH
unabhingige Bildung an NADPH/H" zu korrigieren.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Cytosolproben erfolgte wie unter 2.1.2.6

beschrieben.

Die Aktivitdt der G6PDH ergibt sich aus:

Aktivitit= _ V X AAxp’
exdxv

= nmol NADPH/H' x mg™! Protein x min™' (bei 25°C)

mit

V ... Testvolumen [ml]

¢ ... Extinktionskoeffizient fiir NADPH/H" (6,22 x 10™ ml x nmol™ x cm™)
d ... Schichtdicke [cm]

v ... Probenvolumen [ml]
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AA ... Absorptionsidnderung pro min

p ... Proteinkonzentration der Cytosolprobe [mg/ml]

2.1.3.2.6.2 Fettsaure-Synthetase

Die Aktivitét der FsS wurde nach der Methode von NEPOKROEFF ET AL. (1975) bestimmt.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass durch die Aktivitidt der FsS Malonyl-CoA und
Acetyl-CoA unter Oxidation von NADPH/H' in n-Carbonsiuren iiberfiihrt werden. Die
Menge des bei der Reaktion entstehenden Oxidationsproduktes NADP" ist der Aktivitit der
FsS proportional.

Alle Testmedien und Cytosolproben wurden auf 25°C temperiert. Die Cyctosolproben wurden
1:2 mit Priinkubationsmedium [pH 7,0; 0,5mol/l K;HPO4/KH;PO4, Smmol/l Dithiotreitol
(DTT)] verdiinnt und 30min bei 37°C inkubiert.

Im Ansatz wurden 700ul Testmedium 1 (pH 7,0; 700mmol/l K;HPO4/KH,PO4, 0,14mmol/l
NADPH/H", 1,4mmol/l EDTA, 1,4mmol/l DTT), 100ul Testmedium 2 (0,33 mmol/l Acetyl-
CoA) und 100ul Testmedium 3 (1mmol/l Malonyl-CoA) in einer Kiivette gemischt. Nach
Zugabe von 100ul Probe wurde anschlieBend die Absorptionsdnderung bei 340nm und 25°C
spektralphotometrisch (Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech)
iiber einen Zeitraum von 2min gemessen.

Der Leerwert mit 100ul bidest. Wasser wurde ohne Zusatz von Malonyl-CoA bestimmt, um
die unspezifische Oxidation von NADPH/H" zu ermitteln und wurde anschliefend vom
Probenwert subtrahiert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Cytosolproben erfolgte wie unter 2.1.2.6
beschrieben.

Die Berechnung der Aktivitit der FsS erfolgte nach der Gleichung der Berechnung der
G6PDH wie unter 2.1.3.2.6.1 beschrieben.

2.14 Untersuchungen zum Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12
CLA auf die Bildung von Eicosanoiden von Hep G2-Zellkulturen

2.14.1 Stimulierung von Hep G2-Zellen zur Eicosanoidbildung

Die Stimulierung von Zellen zur Eicosanoidbildung erfolgte in Anlehnung an die Versuche
von BECKER ET AL. (1995).
CLA-Isomere sowie Arachidonsdure wurden jeweils in Stammldsungen aus abs. Ethanol der

Konzentration 0,1mol/l aufbewahrt. Nach Verdampfen des Ethanols und anschliefendem
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Zusatz dquimolarer Menge an Natronlauge (0,01N NaOH) wurden die Fettsduren in eine
mediumldsliche Form gebracht.

Ca*"- Tonophore A23187 wurde in Stammldsung aus 0,42 %igen Ethanol der Konzentration
2,4mmol/l auftbewahrt. Fiir die Versuche wurden 0,084ml Stammlosung auf Iml mit HBSS
aufgefiillt. Indometacin wurde in dquimolarer Menge 0,IN NaOH gelost und mit bidest.
Wasser auf 10ml aufgefiillt (¢ = 4,5mmol/l).

Durch Zusatz von Arachidonsiure und Ca®*- Tonophore A23187 sollte der Arachidonséure-
stoffwechsel in den Hep G2-Zellen stimuliert werden. Durch Ca*'- Ionophore A23187
wurden dem Kulturmedium freie Ca®'- Tonen zugesetzt und somit die extrazellulire Ca”'-

Konzentration erhoht, was zur Aktivierung von PLA,; fiihrt (MICHAL 1999).

Der Versuch bestand aus zwei unterschiedlichen Ansétzen.

Im ersten Versuchsansatz wurden 16 x 10° Hep G2-Zellen mit Kulturmedium, supplementiert
mit jeweils 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,cis-12 CLA oder nur mit
Kulturmedium (Kontrolle) unter angemessenen Bedingungen 24h inkubiert (2.1.3.1). Nach
Zellzahlung (2.1.2.2) und Bestimmung der Zelllebensfahigkeit (2.1.2.3) wurden 2 x 10°
lebende Zellen in HBSS, supplementiert mit 25umol/l Arachidonsédure und/oder 10umol/l
Ca2+-Ionophore A23187, fur 0,5h bei 37°C im Schiittelwasserbad (SW 22, Julabo
Labortechnik GmbH) inkubiert.

In zweiten Versuchsansatz wurden 2 x 10° lebende Hep G2-Zellen in HBSS, supplementiert
mit jeweils 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA und 25pmol/l
Arachidonsdure und/oder 10pmol/l Ca*"-Ionophore A23187, fiir 0,5h bei 37°C im
Schiittelwasserbad (SW 22, Julabo Labortechnik GmbH) inkubiert.

Anschliefend wurde die Stimulierung der Zellen durch Zusatz von eiskalter 4,5mmol/l
Indometacin-Losung (Cyclooxygenase-Inhibitor; HLA AND NEILSON 1992, FUNK ET AL. 1991)
beendet. Es folgte die Zentrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus) der Proben bei 1800 x g
10min und 4°C und die Uberfiihrung der Uberstiinde in eisgekiihlte ProbengefiBe, die bei

-80°C bis zur Eicosanoidbestimmung aufbewahrt wurden.

2.14.2 Inkubation von Hep G2-Zellen zur Bestimmung der sPLA,-Aktivitit und der
mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 und Cyclooxygenase-2

Die Durchfiihrung der 24h Inkubationsversuche von Hep G2-Zellen mit den CLA-Isomeren

war analog der unter 2.1.3.1 beschriebenen Arbeitsschritte.

Zur Bestimmung der Aktivitit der sekretorischen(s) PLA, wurden anschlieBend 8 x 10°

lebende Hep G2-Zellen in 1ml HBSS bei 37°C 0,5h im Schiittelwasserbad inkubiert, bei 1800
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x g 10min und 4°C zentrifugiert und die Uberstande in eisgekiihlte ProbengeféBe iiberfiihrt.
Diese wurden bis zur Bestimmung der sPLA,-Aktivitdt bei —80°C aufbewahrt.

2.14.3 Analytische Methoden

2.1.4.3.1 Bestimmung von Eicosanoidkonzentrationen

Im Zelliiberstand (HBSS) der mit und ohne CLA-Isomeren behandelten Hep G2-Zellen
(2.1.4.1) wurden folgende Eicosanoide mittels Enzymimmunassay (EIA)-Kits von Cayman
Chemical Company nach der vorgegebenen Arbeitsvorschrift bestimmt: 6-keto-Prostaglandin
Fio (6-keto-PGF),), Thromboxan B, (TXB;), Prostaglandin F,, (PGF,,), Prostaglandin E,
(PGE,). 6-keto-PGF;, wurde als stabile Verbindung des Prostacyclins (PGI;) und TXB,; als
stabile Verbindung des Thromboxan A, (TXA;) gemessen.

Die Nachweisgrenzen der EIA-Kits lagen fiir 6-keto-PGF;, und PGF;, bei 3,9pg/ml und fiir
TXB, und PGE; bei 7,8pg/ml. Die Kreuzreaktion von TXB,, PGF,, und PGE, mit den
Eicosanoiden TXBj, PGF;, und PGE; wird von Cayman Chemical Company mit 30 %, 100%
und 43 % angegeben.

Die Kavititen der Mikrotiterstreifen sind mit Maus-Anti-Kaninchen-Immunglobulin(IgG)
(PGE,-EIA-Kit: Ziegen-Anti-Maus-IgG) gegen das entsprechende Eicosanoid beschichtet. In
den Kavititen wurden Standardlosung (3,9 — 500pg/ml bzw. 7,8 — 1000pg/ml) bzw.
Probelosung, mit Acetylcholinesterase markiertes Eicosanoid (Tracer) und Kaninchen-
Antiserum (PGE,-EIA-Kit: PGE; monoklonale Antikdrper) pipettiert. Als Richtwert fiir
maximale Bindung (By) des Tracers wurden Tracer und Antiserum in die Kavititen der
beschichteten Platte pipettiert, und fiir geringste Bindung (NSB) des Tracers ausschlieBlich
Tracer. Zur Bestimmung des Leerwertes und der maximalen Aktivitdt des Tracers wurden
unbehandelte Kavitdten mitgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben 18h bei RT (fiir 6-keto-
PGF;4 und PGE; bei 4°C) inkubiert.

Freies und enzymmarkiertes Eicosanoid konkurrieren um die begrenzte Zahl an Eicosanoid-
spezifischen Bindungsstellen fiir Kaninchen-Antiserum (PGE,-EIA-Kit: PGE, monoklonale
Antikorper). Der Kaninchen-Antiserum-Eicosanoidkomplex wurde (PGE,-EIA-Kit:
Antikorper-PGE,-Komplex) an die Kaninchen-IgG-Maus monoklonalen Antikorper (fiir
PGE,-Bestimmung: Ziegen-Anti-Maus polyklonalen Antikérper) gebunden. Nach 18h
wurden ungebundene Reagenzien durch fiinfmaliges Waschen mit im Kit enthaltenem
Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe von Ellman‘s Reagenz (enthdlt Acetylthiocholin als
Substrat fiir die Acetylcholinesterase) und 5,5°-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesdure) (DTNB)
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wurde nach 90min (fiir 6-keto-PGF;, nach 120min) unter Lichtschutz und stindiger
Bewegung der Kavititen 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure als gelb gefarbtes Produkt der
enzymatischen Reaktion gebildet. Zur Bestimmung der maximalen Aktivitit des Tracers
wurde zusétzlich zu Ellman‘s Reagenz Tracer pipettiert. Absorptionen konnten bei 405nm
Wellenlidnge spektralphotometrisch (SpectraFluor Plus, TECAN Deutschland GmbH)
gemessen werden. Die Farbintensitit des Produktes ist proportional zur Menge an
gebundenem enzymmarkierten Eicosanoid und indirekt proportional zur Menge an freiem
Eicosanoid.

In der Ergebniskalkulation (easyWIN kinetics Software-Version 6,0a) wurde nach
Subtraktion des Leerwertes fiir Standard und Proben das prozentuale Verhiltnis zwischen
gebundenem Eicosanoidstandard bzw. Eicosanoidprobe und maximale Bindung des
enzymmarkierten Eicosanoid (% B/By) berechnet. Die Eicosanoidkonzentrationen [pg/ml]

wurden anhand der Standardkurve ermittelt:

B [%]= X-NSB  x 100 %
Bo B,-NSB

mit

NSB ... Wert der nichtspezifischen Bindung (Leerwert)
By ... Wert der maximalen Bindung

B ... Wert der Bindung

X ... Standard- bzw. Probenmesswert

2.1.4.3.2 Bestimmung der sPLA;-Aktivitit

Die Bestimmung der Aktivitit der sSPLA, im Zelliiberstand (HBSS) und der mikrosomalen
Fraktion von mit und ohne CLA-Isomere inkubierten Hep G2-Zellen (2.1.4.2) erfolgte mittels
sPLA;,-Assay-Kits von Cayman Chemical Company. Die vorgegebene Arbeitsvorschrift
wurde inbezug auf erh6htes Probenvolumen und verringertes Substratvolumen modifiziert.

In die Kavititen der Mikrotiterplatte wurden Proben, Substrat (1,2-Dithio-diheptanoyl
phosphatidylcholin) und DTNB pipettiert. Als Positivkontrolle diente die im Kit enthaltene
Bienengift-Phospholipase. Fiir Leerwertbestimmungen wurde Probenpuffer eingesetzt. Nach
Zugabe des Substrates konnte die Bildung von 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure im zeitlichen
Intervall von 10min fiir 1h bei RT in Anlehnung an die Methode von PETROVIC ET AL. (2001)

bei 405nm Wellenldnge im Spectralphotometer (SpectraFluor Plus, TECAN Deutschland
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GmbH) gemessen werden. Vor jeder Messung wurde die Mikrotiterplatte 8s mit einer

mittleren Intensitdt orbital geschiittelt.

Die sPLA,-Aktivitit ergibt sich aus:

1. Berechnung Absorptionsédnderung (AA4os) pro min:

AA4ps/min = A@ (Zeit 2) — Aﬂ (Zeit 1)
Zeit 2 [min] — Zeit 1 [min]

2. Berechnung korrigierter Absorptionsdnderung von der Probe [AA4s/min (P)] pro min:

AA405/ min (P) = AA405/ min (Probe) - AA405/ min (Leerwert)

3. Berechnung der sPLA, Aktivitét:

SPLA,-Aktivitit = AAgs/min (P) x T xV
10,035 mM P

.1 -1
=nmol x min~ x ml

mit

V ... Verdiinnungsfaktor

T ... Gesamtvolumen in der Kavitét [ml]
P ... Probenvolumen in der Kavitét [ml]

* justierter Extinktinktionskoeffizient von DTNB bei 405nm Wellenlinge

2.1.4.3.3 Bestimmung der mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 und
Cyclooxygenase-2

2.1.4.3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Hep G2-Zellen erfolgte mit TRIzol®Reagenz (Phenol-
Guanidin-Isothiocyanat-L.osung) nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.1).

2.1.4.3.3.2 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA erfolgte mittels Omniscript™Reverse Transcriptase Kit von

QIAGEN GmbH nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.2).
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2.1.4.3.3.3 real-time PCR

Die durchgefiihrten PCR-Reaktionen erfolgten nach Standardprotokoll:

Reagenzien Volumen Endkonzentration in 15 ul
Reaktionsansatz

Brilliant™SYBR®Green 7,5ul 1x

QPCR Master Mix

bidest Wasser 3,5ul

(DEPC-behandelt)

fwd-Primer 1pl COX-1 0,67 pmol/l,
COX-2 0,67 pmol/l
GAPDH 0,20 pmol/l

rev-Primer 1pl COX-1 0,67 pmol/l,
COX-2 0,67 umol/l
GAPDH 0,20 pmol/l
cDNA (Template) 2ul 0,2ug

Die Reagenzien wurden in 0,1ml-Reaktionsgefdflen vermischt, wobei die Zugabe der cDNA
zum Schluf} erfolgte. Dem schloss sich die Amplifizierung der spezifischen DNA-Fragmente
im Rotorgene 2000 (Corbett Research) nach folgendem Protokoll an:

Initial-Denaturierung  95°C 3min

COX-1

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 65°C 30s 55 Zyklen
Elongation 72°C 60s

COX-2

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 55°C 30s 55 Zyklen
Elongation 72°C 60s

In jedem PCR-Lauf wurde GAPDH unter gleichen real-time PCR-Bedingungen mitgefiihrt.
Die in der real-time PCR eingesetzten Primer der COX-1 und COX-2 basierten auf der
Veroffentlichung von BEASLEY (1999). Die Primer der GAPDH wurden aus der mRNA-
Sequenz mit dem Programm PRIMER SELECT 4,0 (DNASTAR Inc., USA) ermittelt.

COX-1 (fwd) 5°CAG CTC CTG GCC CGC CGC TT3¢
(rev) 5°GTG CAT CAA CAC AGG CGC CTC3¢
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COX-2

(fwd) 5°'ATG AGA TTG TGG GAA AAT TGC T3¢
(rev) 5‘GAT CAT CTC TTG CCT GAG TAT C3¢
GAPDH (fwd) 5°CGC CAG CCG AGC CAC ATC3¢
(rev) 5‘GCC AGC ATC GCC CCA CTT GA3¢

In Negativ-Kontrollreaktionen wurden anstelle der cDNA-Templates 2ul DEPC-behandeltes
bidest. Wasser eingesetzt. Fiir den Einsatz definierter Standards in die PCR wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente (COX-1 299bp, COX-2 300bp, GAPDH 304bp) auf 4°C
gekiihlt und {iber horizontale Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt, isoliert und quantifiziert

(2.1.3.2.4.4und 2.1.3.2.4.5).

2.2 Studie zur Wirkung eines Gemisches konjugierter Linolsiduren (cis-9,trans-11
CLA und trans-10,cis-12 CLA) auf den Lipidstoffwechsel und auf die Bildung
von Eicosanoiden am Modelltier Ratte

2.2.1 Verwendete Reagenzien
Reagenzien:

Cellulose (ARBOCEL, BWW 40)
CLA70 - TrofoCell
DL-a-Tocopherylacetat

Kasein (Nédhrkasein, Sdurekasein)
Leinol

Maisstirke

Mineralstoff- und Vitaminvormischung
Primer (GAPDH)

Primer (A9-, A6-, A5-Desaturase, COX-1,
COX-2)

Saccharose (Raffinade Zucker)
Sonnenblumendl
Sonnenblumendl, hochdlsdurehaltig

Triton-X-100

2.2.2 Versuchsdesign

Firma:

J. Rettenmaier & S6hne, Rosenberg
TrofoCell GmbH, Hamburg

VWR International GmbH, Dresden
Meggle, Wasserburg/Inn

Kunella Feinkost GmbH, Cottbus
Assi Domin, Deutschland
Mineralstoffwerk Hohburg, Hohburg
MWG-Biotech AG, Ebersberg
CarlRoth GmbH & Co., Karlsruhe

Goldhand Vertrieb, Diisseldorf

C. Thywissen GmbH, Neuss

C. Thywissen GmbH, Neuss

VWR International GmbH, Dresden

Die vorliegende Studie wurde in Form eines einfaktoriellen Versuchsmodells mit 45
mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Ratten wurden in 3 Gruppen (CLA, SBO, HO-SBO) zu je 15 Tieren
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aufgeteilt und 5 Wochen mit 2 unterschiedlichen semisynthetischen Basisdidten gefiittert. In
der 1. Fiitterungsperiode, die die ersten 4 Wochen umfasste, bekamen die Tiere in den drei
Gruppen 3 verschiedene Fette in den Didten verabreicht. Die Didten enthielten in der CLA-
Gruppe 3 % CLA70-TrofoCell, in der SBO-Gruppe 3 % Sonnenblumendl und 3 %
hochélsiurehaltiges Sonnenblumend] in der HO-SBO-Gruppe. Nach der 1. Fiitterungsperiode
wurde von 5 Tieren je Gruppe die Leber entnommen. Nach der 4wochigen Anfangsphase, in
der sich der Lipidmetabolismus der Ratten an die drei verschiedenen Diitfette adaptierte,
wurde in der 5. Woche die Diiten zusitzlich mit Leindl (LO) supplementiert, wobei der
Stirkeanteil der Didten verringert wurde. Um den Einfluss der Diétfette auf den o-
Linolensdure-Stoffwechsel zu charakterisieren, wurde Leindl als Didtfett gewihlt, da es reich
an a-Linolensdure ist. Danach wurden die restlichen 10 Tiere je Gruppe dekapitiert und Leber

sowie Plasma entnommen.

Tab. 1: Versuchsdesign

Diiitfett (Gruppe) CLA SBO HO-SBO
1. Fiitterungsperiode 1.-4. Woche

Anzahl der Tiere 15 15 15
Lebergewinnung nach der 4. Woche

bei Anzahl der Tiere 5 5 5
Diiitfett (Gruppe) CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO
2. Fiitterungsperiode 5. Woche

Anzahl der Tiere 10 10 10
Plasma- und Leber- nach der 5. Woche

gewinnung

bei Anzahl der Tiere 10 10 10

223 Haltung und Fiitterung der Ratten

Zu Versuchsbeginn hatten die Ratten mittlere Lebendmassen von 86 + 2g.

Die Haltung erfolgte einzeln in Makrolonkéfigen mit Metallgitterabdeckung auf Einstreu in
den Versuchstierrdumen des Institutes. 12 Stunden Licht- und Dunkelrhythmus bei
Umgebungstemperaturen von durchschnittlich 22°C und durchschnittliche Luftfeuchtigkeit
von ca. 50-60 % wurde in den Versuchstierraumen gewihrleistet.

Die Tiere wurden restriktiv gefiittert, um die Futteraufnahme aller Gruppen zu

standardisieren. In den ersten 4 Wochen wurde die Futtermenge kontinuierlich von 7 auf 16g
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erhoht. In der 5. Woche erhielt jedes Tier 18g Futter pro Tag. Wasser stand den Tieren ad
libitum zur Verfliigung.

Es wurden sowohl die tigliche Futteraufnahme, als auch die wdochentliche Lebendmasse-
zunahme der Ratten protokolliert.

Alle experimentellen Vorgehensweisen erfolgten nach den durch das Land Sachsen-Anhalt

anerkannten geltenden Richtlinien im Umgang und in der Betreuung mit Labortieren.

2.2.4 Zusammensetzung der Diiten

Die Zusammensetzung der semisynthetischen Diéten ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Die Mineralstoff- (Tabelle 3) und Vitaminvormischungen (Tabelle 4) wurden in Anlehnung
an Empfehlungen des American Institute of Nutrition (AIN) nach REEVES ET AL. (1993) fiir
wachsende Nager (Didttyp AIN 93-G) hergestellt und waren in allen Didten identisch.

Die Grundfuttermischung von Basisdidt 1 und 2 wurde aufgrund des unterschiedlichen
Stirkeanteils getrennt gemischt. DL-a-Tocopherylacetat und Futterfette wurden bei der
Herstellung der Didten zugefiigt. Die Didten wurden wdochentlich hergestellt,
gefriergetrocknet (Gamma 2-20, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode,
Deutschland) und bei 4°C gelagert.

Die Fettsdurezusammensetzung der Versuchsfette ist in Tabelle 5 dargestellt.
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Tab. 2: Zusammensetzung der Diédten

Diiit CLA SBO HO-SBO CLA SBO  HO-SBO
+LO +LO +LO
Basisdiét 1. Fiitterungsperiode Basisdiit 2. Fiitterungsperiode

Komponenten [g/kg Diét]

Kasein 200 200 200 200 200 200
Stirke 400 400 400 350 350 350
Saccharose 278 278 278 278 278 278
CLA70-TrofoCell 30 - - 30 - -
Sonnenblumendl - 30 - - 30 -
hochélsdurehaltiges - - 30 - - 30
Sonnenblumendl

Leinol - - - 50 50 50
Vitamin- und Mineral- 60 60 60 60 60 60
stoffvormischung

Zellulose 30 30 30 30 30 30
DL-a-Tocopheryl- 0,150 0,106 0,107 0,213 0,147 0,148
acetat *

DL-Methionin 2 2 2 2 2 2

* Der Bedarf der Ratten an Vitamin E (751E) wurde durch Zusatz von DL-a-Tocopheryl-
acetat in der Didt gedeckt. DL-a-Tocopherylacetat wurde den Didten zugesetzt, um den
gleichen Vitamin-E-Gehalt in den Versuchsfetten zu erhalten, unabhidngig von dem

natirlichen Vitamin-E-Gehalt der Fette.
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Tab. 3: Supplementierung der Didt mit Mineralstoffen
Komponente Konzentration
Mengenelemente [g/kg Diit]
Calciumcarbonat (37 % Calcium) 7,5
Dicalciumphosphat (18 % Phosphat, 25,5 % Calcium) 8,7
Kaliumsulfat (45 % Kalium) 3,0
Kaliumchlorid (52,4 % Kalium, 47,6 % Chlorid) 0,6
Natriumchlorid (39,3 % Natrium, 60,2 % Chlorid) 2,6
Magnesiumoxid (50 % Magnesium) 1,0
Spurenelemente [mg/kg Diit]
Eisensulfat (30 % Eisen) 117
Zinkoxid (79 % Zink) 38
Manganoxid (62 % Mangan) 16
Kupfersulfat (25 % Kupfer) 24
Calciumjodat (62 % Jod) 0,32
Ammoniummolybdat (54,3 % Molybdén) 0,28
Natriumselenit (45 % Selen) 0,33
Tab. 4: Supplementierung der Didt mit Vitaminen
Komponente Konzentration
[pro kg Diét]
Vitamin A (5000 IE/g) 4000 IE
Vitamin D3 (5000 IE/g) 1000 IE
Vitamin K (510 mg/g) 0,75 mg
Thiamin (1000 mg/g) 5 mg
Riboflavin (800 mg/g) 6 mg
Pyridoxin (1000 mg/g) 6 mg
Nikotinsdure (990 mg/g) 30 mg
Folsdure (1000 mg/g) 2 mg
Pantothensdure (1000 mg/g) 15 mg
Biotin (20 mg/g) 0,2 mg
Vitamin By, (1 mg/g) 0,025 mg
Cholinchlorid (500 mg/g) 1000 mg

IE: Internationale Einheiten
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Tab. 5: Fettsdurezusammensetzung der Versuchsfette

Diitfett CLA SBO HO-SBO CLA SBO HO-SBO
+LO +LO +LO

Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

C16:0 7,1 6,9 4,1 6,2 6,2 5,1
C18:0 3,1 4,1 3,7 3.4 3.8 3,7
C18:1 (n-9) 14,6 23,8 75,0 17,7 21,1 35,4
C18:2 (n-6) 0,5 63,3 15,8 11,1 34,6 16,4
Cis-9,trans-11 CLA 33,0 - - 12,4 - -
Trans-10,cis-12 CLA 34,0 - - 12,8 - -
C18:3 (n-3) - 0,1 0,5 32,9 33,0 33,1
C20:0 3,5 0,3 0,3 1,3 0,1 0,1
C20:1 (n-9) 4,1 0,5 0,4 1,5 0,6 0,5
2.2.5 Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials

2.2.5.1 Gewinnung von Plasma und Entnahme der Leber

Nach der 1. Fiitterungsperiode wurden 5 Tiere pro Gruppe nach 12-stiindiger Niichterung
unter Etherbetdubung dekapitiert und die Leber entnommen. Nach der 2. Fiitterungsperiode
wurden die verbleibenden 10 Tiere pro Gruppe nach 12-stiindiger Niichterung unter
Etherbetdubung dekapitiert. Von diesen Tieren wurde aus dem Blut Plasma gewonnen, die
Leber entnommen und das Lebergewicht protokolliert. Ca. 15mg Leber wurden in DEPC-
behandelten Probengeféfe fiir die spiatere RNA-Isolierung iiberfiihrt.

Die Leber wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analytik bei —20°C
gelagert.

Fiir Gewinnung des Plasmas wurde Blut in heparinisierten Monovetten (Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland) aufgefangen, bei 1800 x g 10min und 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0R,
Heraeus) und der Uberstand bei —20°C gelagert.

2.2.5.2 Gewinnung von Lebermikrosomen und Lebercytosol

Leberhomogenat und —cytosol konnten durch fraktionierte Pelletierung in Anlehnung an die

Methoden von CHRISTIANSEN ET AL. (1991) und GARG ET AL. (1988) gewonnen werden.

1,5-2g gefrorene Leber wurden auf Eis mit dem Skalpell zerkleinert und nach Zugabe von

4ml Homogenisierungspuffer (0,25mol/l Sucrose, 0,1mol/l K;HPO4, 0,1mol/l KH,PO4, pH
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7,4) mittels eines Potter-S-Homogenisators (B. Braun Biotech International, Melsungen,
Deutschland) unter Eiskiihlung bei 500U/min mit 13 Hiiben homogenisiert. Zellkerne und

—bruchstiicke wurden durch Zentrifugation (Biofuge fresco, Kendro Laboratory Products
GmbH) bei 1400 x g, Smin und 4°C entfernt. Zur Gewinnung von Mikrosomen und Cytosol
wurde ein Aliquot vom Uberstand 2x bei 100 000 x g, 6min und 4°C zentrifugiert
(Mikroultrazentrifuge RC M 150 GX, SORVALL GmbH). Nach diesem
Zentrifugationsschritt findet sich das Cytosol im Uberstand und die mikrosomale Fraktion im
Pellet. Dieses musste in 0,3ml Homogenisierungspuffer resuspendiert werden, bevor es bis

zur Analyse bei —20°C gelagert werden konnte.

2.25.3  Proteinbestimmung

Der Proteingehalt im Lebercytosol und Lebermikrosomen wurde nach der Methode von

BRADFORD (1976) bestimmt.

Lebercytosol und -mikrosomen wurden mit Homogenisierungspuffer (0,25mol/l Sucrose,
0,1mol/l K;HPO4, 0,1mol/l KH,PO4, pH 7,4) 1:800 verdiinnt. 50ul dieser Losung wurden mit
200ul Bradford-Reagenzlosung (Zusammensetzung unter 2.1.2.6) versetzt, 10min bei RT
inkubiert und die Absorption bei 595nm Wellenldnge spektralphotometrisch (SpectraFluor
Plus, TECAN Deutschland GmbH) gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand

einer Eichreihe aus Rinderserumalbumin als Standard ermittelt (2.1.2.6).

2.2.6 Untersuchungen zum Einfluss des CLA-Gemisches auf den Lipidstoffwechsel
von Ratten

2.2.6.1 Extraktion von Gesamtlipiden aus der Leber

Die Gesamtlipide wurden aus ca. 0,5g zerkleinertem Lebergewebe extrahiert nach der
Methode von HARA AND RADIN (1978), modifiziert nach EDER AND KIRCHGESSNER (1994).
Dem Lebergewebe wurden 4ml n-Hexan:Isopropanol (3:2 v/v) sowie 0,2ml C15:0 als interne
Standardfettsdure zugesetzt. Lipide wurden im Schiittelinkubator (G 25 Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific CO.) 18h bei RT unter Lichtschutz extrahiert, anschlieend bei 500
x g 10min und 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus) und bei —20°C bis zur weiteren
Analyse aufbewahrt.
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2.2.6.2 Trennung von Lipidfraktionen aus der Leber

Die Lipidfraktionen NL, PC und PE wurden aus Gesamtlipidextrakten von der Leber mittels
Festphasenextraktion nach der modifizierten Methode von SUZUKI ET AL. (1997) separiert.

Die Durchfiihrung war analog der unter 2.1.3.2.2 beschriebenen Arbeitsschritte.

2.2.6.3 Fettsidureanalytik

Fettsduren in Gesamtlipiden der gewonnenen Lipidfraktionen wurden nach BUTTE (1983) mit
TMSH verestert, im GC getrennt, identifiziert und mittels Pentadecansduremethylester
(C15:0) als intern zugesetztem Standard quantifiziert.

Die Durchfiihrung war analog der unter 2.1.3.2.3 beschriebenen Arbeitsschritte.

2.2.64 Bestimmung von Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in Leber und
Plasma

Die Bestimmung von Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in Leber und Plasma

erfolgte mittels Test Kits (Ecoline®25, VWR International GmbH) nach vorgegebener

Arbeitsvorschrift.

20ul Plasma und 20pl definierte Standardlosung (Calibrator, VWR International GmbH)

wurden zur Bestimmung der Triglyceridkonzentration jeweils mit 800ul und zur Bestimmung

der Cholesterinkonzentration jeweils mit 1000l Reaktionsldsung versetzt.

Die Reaktionsansitze wurden 10min bei RT inkubiert und konnten anschlieBend gegen den

Reagenzienleerwert spektralphotometrisch bei 500nm Wellenlénge (Ultrospec 2000,

Pharmacia Biotech) gemessen werden.

Aliquote von Leberlipidextrakten wurden in einer Vakuumzentrifuge (SOCIETE JOUAN,

Frankreich) eingeengt, mit 20ul Triton-X-100:Chloroform (1:1 v/v) versetzt und das

Chloroform in der Vakuumzentrifuge verdampft. Die Bestimmung von Triglycerid- und

Cholesterinkonzentrationen erfolgte nach im Kit enthaltener Arbeitsvorschrift.

2.2.6.5 Bestimmung der mRNA-Konzentration von A9-, A6- und AS-Desaturasen der
Leber

2.2.6.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Isolierung von Gesamt-RNA aus den bei Entnahme der Leber gewonnenen Leberstiickchen

(ca. 15mg) erfolgte mit TRIzol®Reagenz nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.1).
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2.2.6.5.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA der Leber erfolgte mittels Omniscript™Reverse
Transcriptase Kit von QIAGEN GmbH nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.2).

2.2.6.5.3 real-time PCR

Die durchgefiihrten PCR-Reaktionen erfolgten nach Standardprotokoll wie unter 2.1.3.2.4.3
beschrieben.

Primerkonzentrationen im 15ul Reaktionsansatz:

fwd-Primer: A9-Desaturase 0,47 umol/1,
A6-Desaturase 1,00 pmol/l,
A5-Desaturase 1,00 pmol/l,
GAPDH 0,20 pmol/l
rev-Primer: A9-Desaturase 1,00 umol/l,
A6-Desaturase 1,00 pmol/l,
A5-Desaturase 1,00 pmol/l,

Die Amplifizierung der spezifischen DNA-Fragmente im Rotorgene 2000 (Corbett Research)
erfolgte nach:
Initial-Denaturierung 95°C 2min

A9-, A6-, A5- Desaturasen

Denaturierung 95°C 20s
Annealing 60°C 30s 40 Zyklen
Elongation 72°C 40s

In jedem PCR-Lauf wurde GAPDH unter gleichen Bedingungen mitgefiihrt.

Die in der real-time PCR eingesetzten Primer der A9-Desaturase (EMBL ID: RNSCD), A6-
Desaturase (EMBL ID: AB621980), A5-Desaturase (EMBL ID: AF320509) und GAPDH
(EMBL ID: RNGADPHR) wurden aus der mRNA-Sequenz mit dem Programm PRIMER
SELECT 4,0 (DNASTAR Inc., USA) ermittelt:

A9-Desaturase (fwd) 5°CCG TGG CTT TTT CTT CTC TCA3*
(rev) 5°CTT TCC GCC CTT CTC TTT GA3°¢
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A6-Desaturase (fwd) 5‘CTT TCT CCT CCT GTC CCA CAT3*
(rev) 5‘°CAT TGC CGA AGT ACG AGA GGA3*

AS5-Desaturase (fwd) 5°CCC CAT GCA CAT TGA TCA TG3®
(rev) 5‘°AAC GTT GCA GGT TGC CTG TAG3¢

GAPDH (fwd) 5‘GCA TGG CCT TCC GTG TTC C3°¢
(rev) 5‘GGG TGG TCC AGG GTT TCT TAC TC3¢

In Negativ-Kontrollreaktionen wurde anstelle der cDNA-Templates 2l DEPC-behandeltes
bidest. Wasser eingesetzt. Fiir den Einsatz definierter Standards in die PCR wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente (A9-Desaturase 76bp, A6-Desaturase 71bp, AS5-Desaturase
71bp, GAPDH 337bp) auf 4°C gekiihlt und iiber eine horizontale Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt, isoliert und quantifiziert (2.1.3.2.4.4 und 2.1.3.2.4.5).

2.2.6.6  Bestimmung der Aktivitiit lipogener Enzyme in der Leber
2.2.6.6.1 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Die Bestimmung der Aktivitit der G6PDH im Lebercytosol erfolgte nach der Methode von
DEUTSCH (1985) nach angegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.6.1).

2.2.6.6.2 Fettsaure-Synthetase

Die Aktivitdt der FsS im Lebercytosol wurde nach der Methode von NEPOKROEFF ET AL.
(1975) nach angegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.6.2) bestimmt.

2.2.7 Untersuchungen zum Einfluss des CLA-Gemisches auf die Bildung von
Eicosanoiden in Ratten

2.2.71 Bestimmung von Eicosanoidkonzentrationen in Leber und Plasma

Plasma-Aliquote wurden mit EIA-Puffer (im Kit enthalten) verdiinnt (1:5; 1:200; 1:30; 1:50)
und zur Konzentrationsbestimmung von Eicosanoiden in EIA-Kits (Cayman Chemical
Company) eingesetzt.

0,5g zerkleinertes Lebergewebe konnte in PBS-Indometacin (100pmol/l)-Lésung (pH 7,4)
mittels Potter-S-Homogenisator (B. Braun Biotech International) unter Eiskiihlung bei
500U/min mit 20 Hiiben homogenisiert werden. Zum Homogenat wurden 3ml Aceton

gegeben, 2min gevortext, Smin bei RT inkubiert und bei 600 x g, 10min und RT zentrifugiert
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(Biofuge 13, Kendro Laboratory Products GmbH). Aceton wurde in Probengeféfe iiberfiihrt
und in der Vakuumzentrifuge (SOCIETE JOUAN) eingeengt. Die Proben wurden
anschlieBend in EIA-Puffer aufgenommen und bei —80°C aufbewabhrt.

Zur Konzentrationsbestimmung von FEicosanoiden wurden die Proben mit EIA-Puffer

verdiinnt (1:25; 1:30; 1:200; 1:100).

Die Bestimmung der Eicosanoide (6-keto-PGF,,, TXB,, PGF,,, PGE;) im Leberextrakt und
Plasma erfolgte mittels EIA-Kits von Cayman Chemical Company nach vorgegebener
Arbeitsvorschrift. 6-keto-PGF;, wurde als stabiler Metabolit des PG, und TXB, als stabiler
Metabolit des TXA, gemessen.

2.2.7.2 Bestimmung der sPLA,-Aktivitit in Leber und Plasma

Die Aktivitdt der sSPLA, wurde im Lebercytosol, -mikrosomen und im Plasma mittels sPLA,-

Assay-Kit von Cayman Chemical Company bestimmt (2.1.4.3.2).

2.2.7.3 Bestimmung der mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 und
Cyclooxygenase-2 der Leber

2.2.7.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Isolierung von Gesamt-RNA aus den bei Entnahme der Leber gewonnenen Leberstiickchen

(ca. 15mg) erfolgte mit TRIzol®Reagenz nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.1).

2.2.7.3.2 c¢DNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA der Leber erfolgte mittels Omniscript™Reverse
Transcriptase von QIAGEN GmbH nach vorgegebener Arbeitsvorschrift (2.1.3.2.4.2).

2.2.7.3.3 real-time PCR

Die durchgefiihrten PCR-Reaktionen erfolgten nach Standardprotokoll wie unter 2.1.3.2.4.3
beschrieben.

Primerkonzentration im 15ul Reaktionsansatz:

fwd-Primer: COX-1 0,17 pmol/l
COX-2 0,17 pumol/l
GAPDH 0,20 pmol/l
rev-Primer: COX-1 0,17 pmol/l
COX-2 0,17 pmol/1

GAPDH 0,20 pumol/1
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Dem schloss sich die Amplifizierung der spezifischen DNA-Fragmente im Rotorgene 2000

nach folgendem Protokoll an:

Initial-Denaturierung  95°C 2min

COX-1

Denaturierung 95°C 20s

Annealing 60°C 30s 40 Zyklen
Elongation 72°C 40s

COX-2

Denaturierung 95°C 20s

Annealing 55°C 30s 50 Zyklen
Elongation 72°C 40s

In jedem PCR-Lauf wurde GAPDH unter gleichen real-time PCR-Bedingungen mitgefiihrt.

In der real-time PCR eingesetzten Primer der COX-1 (NCBI: BC029840) und GAPDH
(EMBL ID: RNGADPHR) wurden aus der mRNA-Sequenz mit dem Programm PRIMER
SELECT 4,0 (DNASTAR Inc., USA) ermittelt. Die Primer der COX-2 basierten auf der

Veroffentlichung von MATER ET AL. (1999).

COX-1 (fwd) 5‘GCT CCC GGG TCT GAT GCT CTT CT3°
(rev) 5‘°ATG GCG ATG CGG TTG CGA TAC3®

COX-2 (fwd) 5°CTT GTA CGT CAG ATT GCT GCC GTA G3¢
(rev) 5‘CGA ACC GAA CAC TGA AAC CGT CCG A3°

GAPDH (fwd) 5‘GCA TGG CCT TCC GTG TTC C3¢
(rev) 5‘GGG TGG TCC AGG GTT TCT TAC TC3¢

In Negativ-Kontrollreaktionen wurde anstelle der cDNA-Templates 2pul DEPC-behandeltes
bidest. Wasser eingesetzt. Fiir den Einsatz definierter Standards in die PCR wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente (COX-1 255bp, COX-2 254bp, GAPDH 337bp) auf 4°C
gekiihlt und tiber eine horizontale Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt, isoliert und

quantifiziert (2.1.3.2.4.4 und 2.1.3.2.4.5).
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2.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte mit dem Statistikprogramm
MINITAB (Release 13, Minitab Ltd. USA).

Alle Untersuchungsergebnisse aus der Studie an Hep G2-Zellkulturen und der Studie an
Ratten wurden mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet. Bei
signifikantem F-Wert wurde ein multipler Mittelwertvergleich nach dem Fisher-Test
durchgefiihrt. Bei P < 0,05 wurden Unterschiede als signifikant bezeichnet.

In der Auswertung der Zellkulturstudie wurden die Mittelwerte (MW) der mit cis-9,trans-11
CLA oder trans-10,cis-12 CLA behandelten Hep G2-Zellkulturen mit denen unbehandelter
Zellen (Kontrollgruppe) verglichen. In der Tierstudie wurden die Mittelwerte der CLA-
Gruppe mit denen der SBO- oder HO-SBO-Gruppe verglichen. Die Ergebnisauswertung der
Fettsduren der Leberlipide erfolgte nach 2 unterschiedlichen Zeitpunkten, bevor und nachdem
die Didten mit LO supplementiert wurden. Es wurde zusitzlich ein #-Test durchgefiihrt, um
den Einfluss des LOs auf die Fettsiurezusammensetzung in den Leberlipiden beurteilen zu
konnen.

Im Ergebnisteil sind die Mittelwerte der Gruppen mit den Standardabweichungen (SD) der
Einzelwerte dargestellt. Signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Gruppen wurden durch

abc; ABC)

unterschiedliche hochgestellte Buchstaben ( gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Studie zur Wirkung der konjugierten Linolsiure-Isomere cis-9,trans-11 CLA
und trans-10,cis-12 CLA auf den Lipidstoffwechsel und auf die Bildung von
Eicosanoiden von Hep G2-Zellkulturen

3.1.1 Hep G2-Zellkulturen

3.1.1.1 Zellwachstum und Lebensfihigkeit

Zellwachstum und Lebensfahigkeit von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit cis-
9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA sind in Tabelle 6 dargestellt.

Ausgehend von der Ausgangszellzahl, 8x10° Zellen je Ansatz, hatten cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA mit Konzentrationen von 10pumol/l und 100pumol/l keinen Einfluss auf
das Wachstum von Hep G2-Zellen.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde durch 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100pumol/l
trans-10,cis-12 CLA nicht beeintrichtigt.

Tab. 6: Zellwachstum, Lebensfahigkeit, Proteingehalt und Lénge von Hep G2-Zellen nach
24stiindiger Inkubation mit 10umol/l und 100pmol/I cis-9,trans-11 CLA oder
10umol/l und 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium

Behandlung Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
Konzentration Kontrolle 10 100 10 100

Zellwachstum [x10° Zellen] (n=5)
24h 928+3,17 9,40+3,01 826+£3,05 832+2.87 7,01%+221

Lebensfihigkeit [% lebende Zellen/Gesamtzellzahl] (n=4)

24h 92,3 +3,75 - 91,4 +5,21 - 92,3 + 4,05
Proteingehalt [mg/8x10° Zellen] (n=5)
24h 128+0,34 1,13+0,23 1,30+0,35 1,20+027 1,32+0,36

Linge [um] (n=2)
24h 19,5+0,5 18,2+£0,9 21,4+ 1,6 18,6 + 2,1 22,9 10,9

- nicht analysiert

3.1.1.2  Proteingehalt

Es zeigte sich kein signifikanter konzentrationsabhédngiger Einfluss der CLA-Isomere auf den
Proteingehalt von Hep G2-Zellen. Der Proteingehalt von Hep G2-Zellen, welche 24h mit
10umol/l und 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden,

unterschied sich nicht von dem Proteingehalt der Kontrollzellen (Tabelle 6).
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3.1.1.3 Morphologie

Unter dem Lichtmikroskop erscheinen Hep G2-Zellen als flache, polygonal wachsende
Zellen, mit einer Lange von 18 — 23um. Sie wachsen grofBtenteils, aber nicht ausschlieBlich,
als Monolayer. Im Zellrasen zeigten die Zellen epithelioides Wachstum. Bei lidngeren
Kultivierungszeiten kam es zu einem dreidimensionalen Wachstum.

Bei 24stiindiger Inkubation mit 100umol/l1 cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,cis-12
CLA erschienen die Hep G2-Zellen unter dem Lichtmikroskop unregelmifBig und aufgebléht
(Abbildung 3, Seite 42). Die mit 10pmol/l CLA-Isomere inkubierten Hep G2-Zellen

unterschieden sich nicht im duBBeren Erscheinungsbild von dem der Kontrollzellen (Abb. 3).

3.1.2 Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf den
Lipidstoffwechsel von Hep G2-Zellkulturen

3.1.2.1 Anteile der CLA-Isomere in Lipide und Lipidfraktionen

Tabellen 7 und 8 (Seite 43) enthalten den prozentualen Anteil von cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA des Zellmediums in Gesamtlipide und Lipidfraktionen von Hep G2-
Zellen nach 0,5h- und 24h-Inkubation mit den CLA-Isomeren.

Nach 0,5stiindiger Inkubation wurde ein Zehntel von cis-9,trans-11 CLA und ein Zehntel von
trans-10,cis-12 CLA in die Gesamtlipide von Hep G2-Zellen inkorporiert, unabhiangig von der
Anfangskonzentration (10 oder 100umol/l) der CLA-Isomere im Zellmedium (Tabelle 7).
Nach 24stiindiger Inkubation wurden von jeweils 10umol/l CLA-Isomere im Zellmedium ein
Drittel und von jeweils 100umol/l CLA-Isomere im Zellmedium die Hélfte von cis-9,trans-11
CLA und trans-10,cis-12 CLA in die Gesamtlipide von Hep G2-Zellen inkorporiert (Tabelle
7).

Tab. 7: Prozentualer Anteil der CLA-Isomere des Zellmediums in Gesamtlipide von Hep G2-
Zellen nach 0,5- und 24stiindiger Inkubation mit 10pmol/l und 100pmol/1 cis-9,trans-
11 CLA oder 10umol/l und 100umol/l trans-10,cis-12 CLA

Behandlung (n=6) Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
Konzentration 10 100 10 100
[g/100g CLA]

0,5h Inkubation

cis-9,trans-11 CLA 11,3 +3,31 9,34 +2,17 <0,1 <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 9,25+1,90 8,08 £ 1,94
24h Inkubation

cis-9,trans-11 CLA 28,6+ 12,0° 422+128° <0,1 <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 21,8+7,32° 4324109

a, b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).
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In NL und PC von Hep G2-Zellen unterschied sich der prozentuale Anteil von cis-9,trans-11
CLA des Zellmediums nicht von trans-10,cis-12 CLA (Tabelle 8). In PE war der prozentuale
Anteil von cis-9,trans-11 CLA des Zellmediums signifikant hoher als der von trans-10,cis-12
CLA (Tabelle 8).

Linol- [C18:2 (n-6)], a-Linolen- [C18:3 (n-3)], Arachidon- [C20:4 (n-6)] oder
Eicosapentaensdure [C20:5 (n-3)] im Zellmedium hatten keinen Einfluss auf den prozentualen
Anteil von cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA des Zellmediums in NL, PC und PE
von Hep G2-Zellen (Tabelle 8).

In den Tabellen 9, 10 und 11, 12 (Seite 48 - 51) sind die Anteile von cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA an den Gesamtfettsduren in Gesamtlipide und Lipidfraktionen von Hep
G2-Zellen nach 0,5h- und 24h-Inkubation mit den CLA-Isomeren dargestellt.

Es zeigte sich ein konzentrations- und zeitabhidngiger Einbau beider CLA-Isomere in die
Gesamtlipide sowie ein konzentrationsabhdngiger Einbau beider CLA-Isomere in die
Lipidfraktionen von Hep G2-Zellen (Tabellen 9, 10 und 11,12).

In NL zeigten sich die hochsten Anteile beider CLA-Isomere (Tabelle 11 und 12). Der Anteil
des cis-9,trans-11 CLA-Isomers an den Gesamtfettsduren erreichte die Halfte in PC und vier
Fiinftel in PE der in NL (Tabelle 11 und 12). Der Anteil des trans-10,cis-12 CLA-Isomers an
den Gesamtfettsduren erreichte die Hilfte in PC und die Hélfte in PE der in NL (Tabelle 11
und 12). In PE waren nach 24h Inkubation mit jeweils 25umol/l CLA-Isomere der Anteil von
cis-9,trans-11 CLA an den Gesamtfettsduren um das Doppelte hoher als der Anteil von trans-

10,cis-12 CLA (Tabelle 11).
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Abb. 3B: Hep G2-Zellen 24h inkubiert mit ~ Abb. 3C: Hep G2-Zellen 24h inkubiert mit
100pmol/l1 cis-9,trans-11 CLA 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA

3E: ~Zellen 24h inkubiert mit
10pumol/l cis-9,trans-11 CLA 10umol/l trans-10,cis-12 CLA

b. 3D : ep G2-Zellen 24h inkube mit

Abb. 3: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen einer Hep G2-Zellkultur bei 200-facher
VergroBerung
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Tab. 8: Prozentualer Anteil der CLA-Isomere des Zellmediums in Lipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 25umol/I
cis-9,trans-11 CLA oder 25umol/l trans-10,cis-12 CLA und jeweils 25pmol/l Linolsdure/a-Linolensdure oder jeweils 25pumol/l
Arachidonsédure/Eicosapentaenséure

Lipidfraktion Neutrallipide Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12 Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12 Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12
(n=4) CLA CLA CLA CLA CLA CLA
[g/100g CLA]

CLA

cis-9,trans-11 CLA 14,1 £2,37 <0,1 6,88 + 0,81 <0,1 11,2+2,07* <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 10,8 £4,97 <0,1 6,03 £ 3,25 <0,1 3,94 +1,14°
Linolsidure

cis-9,trans-11 CLA 15,5+1,62 <0,1 5,53+1,49 <0,1 9,68 +1,35° <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 11,3+7,23 <0,1 6,73 £ 3,04 <0,1 5,53 +2,81°
o-Linolensiure

cis-9,tran§-11 CLA 19,2+ 4,16 <0,1 8,14 £ 0,60 <0,1 9,82 +1,26" <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 10,4 + 6,34 <0,1 6,18 + 2,87 <0,1 4,49 + 1,98
Arachidonsiure

cis-9,trans-11 CLA 17,8 2,19 <0,1 13,0+ 2,11 <0,1 10,1 +1,11° <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 14,8 +2,70 <0,1 12,4 +2,62 <0,1 6,76 +0,92°
Eicosapentaensiure

cis-9,trans-11 CLA 18,2 + 4,02 <0,1 13,6 2,75 <0,1 10,7+ 1,37° <0,1
trans-10,cis-12 CLA <0,1 15,7 £5,22 <0,1 12,1 +2,68 <0,1 6,61 +1,35"

a, b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).
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3.1.2.2 Fettsiurezusammensetzung von Gesamtlipiden

Die Fettsdurezusammensetzung der Gesamtlipide von Hep G2-Zellen nach 0,5h und 24h
Inkubationszeit mit 10umol/l und 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l und
100pumol/I trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium ist in den Tabellen 9 (Seite 48) und 10 (Seite
49) dargestellt.

Nach 0,5stiindiger Inkubation mit 100pumol/I cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,cis-
12 CLA konnte festgestellt werden, dass in den Gesamtlipiden der Hep G2-Zellen signifikant
geringere Gewichtsprozente an Myristinsdure (C14:0), Palmitinsdure (C16:0), MUFA,
einschlieBlich Olsdure [C18:1 (n-9)], auftraten als in Zellen, die ohne CLA inkubiert wurden.
Hingegen zeigte die 0,5stiindige Behandlung mit 10pumol/I cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l
trans-10,cis-12 CLA keine Effekte auf die Fettsdurezusammensetzung der Gesamtlipide von
Hep G2-Zellen.

Bei 24stiindiger Inkubation mit 10umol/l und 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA waren die
Gewichtsprozente an SFA, einschlieBlich C14:0, C16:0 und Stearinsdure (C18:0), in den
Gesamtlipiden hoher als in Zellen, die ohne CLA inkubiert wurden.

Bei 24h Inkubation mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l und 100pmol/l trans-
10,cis-12 CLA im Zellmedium kam es in den Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen zur
deutlichen Senkung der Gewichtsprozente an MUFA (um ein Drittel durch 100umol/I cis-
9,trans-11 CLA, um ein Zehntel durch 10pumol/I trans-10,cis-12 CLA und um die Hélfte durch
100pumol/I trans-10,cis-12 CLA), einschlieBlich der Fettsduren Palmitoleinsdure [C16:1 (n-7)]
und C18:1 (n-9). Der Quotient von MUFA/SFA, als Indikator der A9-Desaturierung, war in
den Gesamtlipiden um ein Viertel durch 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA, um ein Fiinftel durch
10umol/l trans-10,cis-12 CLA und um die Hilfte durch 100umol/l trans-10,cis-12 CLA
geringer als in Zellen, die ohne CLA-Isomere inkubiert wurden.

Cis-9,trans-11 CLA hatte bei der Konzentration von 10umol/l nach 24h keinen Effekt auf die
Gewichtsprozente der SFA und MUFA in den Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen.

Die Gewichtsprozente der (n-6)-PUFA, einschlieBlich C18:2 (n-6), Dihomo-y-Linolensiure
[C20:3 (n-6)] und C20:4 (n-6), und der Docosahexaensdure [C22:6 (n-3)] waren in den
Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen, die mit jeweils 100pumol/I cis-9,trans-11 CLA oder trans-
10,cis-12 CLA 24h inkubiert wurden, signifikant geringer als in Zellen, die ohne CLA

inkubiert wurden.
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Cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA hatte in der Konzentration von 10umol/l nach
24h keinen Effekt auf die Gewichtsprozente der (n-6)- und (n-3)-Fettsduren in den
Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen.

Insgesamt waren die Gewichtsprozente der (n-6)- und (n-3)-PUFA, im Gegensatz zu den

Gewichtsprozenten von SFA und MUFA, in den Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen gering.

3.1.2.3  Fettsiiurezusammensetzung von Lipidfraktionen

Um den konzentrationsabhingigen Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA
auf die Fettsdurezusammensetzung in NL, PC und PE von Hep G2-Zellen zu untersuchen,
wurden Hep G2-Zellen mit jeweils 25pumol/l und 100umol/l CLA-Isomere 24h inkubiert. Die
Ergebnisse sind in den Tabellen 11 (Seite 50) und 12 (Seite 51) dargestellt.

In NL waren nach 24stiindiger Inkubation mit 25pumol/l und 100pmol/I trans-10,cis-12 CLA
die Gewichtsprozente der SFA, einschlieBlich C14:0, C16:0 und C18:0, hoher als in Hep G2-
Zellen, die 24h mit 25pumol/l und 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA oder ohne CLA inkubiert
wurden. Die 24stiindige Inkubation mit 25umol/l cis-9,trans-11 CLA hatte keinen Effekt auf
die Gewichtsprozente der SFA in NL von Hep G2-Zellen.

Die Zellen, die 24h mit 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA inkubiert wurden, hatten um ein Viertel
geringere Gewichtsprozente an MUFA und um ein Fiinftel geringeren Quotienten von
MUFA/SFA in NL als in Zellen, die ohne CLA inkubiert wurden. Die Gewichtsprozente der
MUFA waren um ein Viertel und um die Hilfte und der Ouotient von MUFA/SFA um ein
Drittel und um zwei Drittel geringer in NL von Hep G2-Zellen, die 24h mit 25umol/l und

100umol/I trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium inkubiert wurden als in den Kontrollzellen.

Die 24h Inkubation mit 25umol/l cis-9,trans-11 CLA hatte keinen Effekt auf die
Fettsdurezusammensetzung in PC von Hep G2-Zellen. Die 24h Inkubation mit 25umol/l
trans-10,cis-12 CLA fithrte zur Senkung des Quotienten von MUFA/SFA sowie der
Gewichtsprozente an C20:4 (n-6) in PC von Hep G2-Zellen.

In PC konnte im Vergleich mit den Kontrollzellen nach 24stiindiger Inkubation mit 100pmol/l
cis-9,trans-11 CLA signifikant geringere Gewichtsprozente an MUFA, einschlieBlich C18:1
(n-9) und und ein geringerer Quotient von MUFA/SFA ermittelt werden. In PC von Hep G2-
Zellen, die 24h mit 100umol/l trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden, waren hoéhere
Gewichtsprozente an SFA und geringere Gewichtsprozente an MUFA, einschlieBlich C16:1
(n-7) und C18:1 (n-9), und ein geringerer Quotient von MUFA/SFA ermittelt wurden als in
PC von Zellen, die ohne CLA inkubiert wurden.
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Hep G2-Zellen, die mit 25umol/l cis-9,trans-11 CLA inkubiert wurden, hatten geringere
Gewichtsprozente an MUFA und (n-6)-PUFA in PE. Hep G2-Zellen, die 24h mit 25umol/l
trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden, hatten hohere Gewichtsprozente an SFA aber einen
geringeren Quotienten von MUFA/SFA sowie geringere Gewichtsprozente an (n-6)-PUFA in
PE als Zellen, die ohne CLA-Isomeren inkubiert wurden.

In PE fiihrte die 24h Inkubation mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA und 100umol/l trans-
10,cis-12 CLA zu geringeren Gewichtsprozenten an (n-6)-PUFA, MUFA und des Quotienten
von MUFA/SFA als in Zellen, die ohne CLA inkubiert wurden. Hep G2-Zellen, die 24h mit
100pmol/l trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden, hatten in PE hohere Gewichtsprozente an
SFA.

Da der Anteil an (n-6)- und (n-3)-Fettsduren an den Gesamtfettsduren in PC und PE von Hep
G2-Zellen in den durchgefiihrten Experimenten gering war (Tabelle 11) und um den Effekt
von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA bei Konzentrationen von 25umol/l auf die
A6- und AS5-Desaturierungen von Linol- und a-Linolensdure zu objektivieren, wurden Hep
G2-Zellen neben der 24stiindigen Behandlung mit 25umol/l cis-9,trans-11 CLA oder
25umol/l trans-10,cis-12 CLA zusétzlich mit 25umol/l Linolsdure oder 25umol/l a-
Linolenséure, als Substrat fiir die A6-Desaturase, inkubiert.

Die Ergebnisse in den Tabellen 13 (Seite 52) und 14 (Seite 53) zeigen, dass sich in PC die
Anteile an cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA an den Gesamtfettsduren nach 24h
Inkubation mit entweder 25umol/l Linolsdure oder 25pmol/l o-Linolenséure nicht
unterschieden. In PE war der Anteil von cis-9,trans-11 CLA an den Gesamtfettsduren um das
Doppelte hoher als der von trans-10,cis-12 CLA.

Die Ergebnisse in Tabelle 13 zeigen den Einfluss der CLA-Isomere auf die A6- und AS-
Desaturierung von Linolsdure.

Die mit 25umol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l Linolsdure 24h behandelten Hep G2-
Zellen hatten signifikant hohere Gewichtsprozente der C18:2 (n-6) in PC und PE, aber
signifikant geringere Gewichtsprozente der C20:4 (n-6) in PE als Kontrollzellen, die mit
25umol/l Linolsdure inkubiert wurden. Der Quotient von C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6) verringerte
sich um die Hilfte in PC und um ein Drittel in PE nach Inkubation mit 25umol/l trans-10,cis-
12 CLA und 25pmol/l Linolsdure. Fiir cis-9,trans-11 CLA konnten solche Effekte nicht
nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse in Tabelle 14 zeigen den Einfluss der CLA-Isomeren auf die A6- und AS-

Desaturierung von a-Linolenséure.



Ergebnisse 47

Die mit 25pmol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l a-Linolensdure 24h behandelten Zellen
hatten signifikant hohere Gewichtsprozente der C18:3 (n-3) in PC und PE, aber signifikant
geringere Gewichtsprozente der C20:5 (n-3) in PC als Zellen, die mit 25umol/l a-
Linolensdure inkubiert wurden. Der Quotient von C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) war in PC und PE
von Hep G2-Zellen, die 24h mit 25umol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l a-Linolensdure
inkubiert wurden, um mehr als die Hélfte geringer als in Kontrollzellen, die mit 25umol/l a-
Linolensdure inkubiert wurden. Die Gewichtsprozente der C18:3 (n-3), C20:5 (n-3) und der
Quotient von C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) unterschieden sich nach Inkubation von Hep G2-Zellen
mit 25pumol/l cis-9,trans-11 CLA und 25pumol/l a-Linolensdure nicht von denen der
Kontrollgruppe.

Der Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf die A4-Desaturierung von
C22:4 (n-6) und C22:5 (n-3) ist in den Tabellen 15 (Seite 54) und 16 (Seite 55) dargestellt.
Der Anteil von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA an den Gesamtfettsduren war in
PC nach 24stiindiger Inkubation mit entweder 25umol/l Arachidonsdure oder 25umol/l
Eicosapentaensdure gleich. In PE war der Anteil an cis-9,trans-11 CLA an den
Gesamtfettsauren signifikant hoher als der von trans-10,cis-12 CLA.

Bei 24h Inkubation mit 25pumol/I cis-9,trans-11 CLA oder 25umol/l trans-10,cis-12 CLA und
25umol/l Arachidonsdure hatten die CLA-Isomere keinen Einfluss auf die Gewichtsprozente
von C20:4 (n-6), C22:4 (n-6), Docosapentaensdure [C22:5 (n-6)] in PC und PE von Hep G2-
Zellen (Tabelle 15).

Mit 25umol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l Eicosapentaensidure 24h behandelte Hep G2-
Zellen hatten einen signifikant geringeren Quotienten von C22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) in PC und
PE als in Zellen, die mit 25umol/l Eicosapentaensdure inkubiert wurden (Tabelle 16). Der
Quotient von C22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) in Hep G2-Zellen, die 24h mit 25umol/l cis-9,trans-11
CLA und 25pmol/l Eicosapentaensdure inkubiert wurden, unterschied sich nicht von Zellen,

die mit 25pmol/l Eicosapentaensédure inkubiert wurden (Tabelle 16).

3.1.24 mRNA-Konzentration von A9-, A6- und A5-Desaturasen

Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 (Seite 56) dargestellt.

Aufgrund der hohen Standardabweichungen konnte kein Effekt der CLA-Isomere auf die
mRNA-Konzentration der A9-Desaturase oder A6-Desaturase festgestellt werden. Dagegen
konnte eine Abnahme der relativen mRNA-Konzentration der AS5-Desaturase durch
24stlindige Behandlung von Hep G2-Zellen mit 10umol/l und 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA

oder 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA nachgewiesen werden.
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Tab. 9: Fettsdurezusammensetzung [ Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] in Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen nach 0,5stiindiger Inkubation
mit 10pmol/l und 100umol/1 cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l und 100pmol/l1 trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium

Behandlung (n=6) Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA

Konzentration Kontrolle 10 100 10 100
C18:2 ¢9,t11 <0,1 0,90 + 0,33° 7,45 +2.42° <0,1 <0,1
C18:2 t10,c12 <0,1 <0,1 <0,1 0,75+ 031° 6,68 +2,28"
YSFA 34,9 + 2,09 34,4 + 1,98 32,4 +2,65 34,6 + 1,94 32,7 +2,05
C14:0 3,41 +0,24*° 3,44 +0,22° 3,16 + 0,22 3,40 + 0,20% 3,12 +0,25°
C16:0 21,6 + 0,65 21,5 +0,82° 20,1+ 0,69 21,4 +0,53° 19,9 + 0,55°
Cl18:0 9,44+ 232 8,99 +2.12 8,69 +2.47 9,27 +2,01 9,01 +2,15
XMUFA 53,8 + 2,15 53,2 +2,04*" 50,1 + 2,26 52,9 +2,79* 49,6 + 4,04°
Cl6:1 (n-7) 11,3 +2,69 11,6 +2,63 10,6 +2.36 11,5+2.43 10,3 +2.,44
C18:1 (n-9) 25,4 +0,99° 252 +1,02%® 23,6 + 1,58 24,9 +1,55® 23,0 +2.31°
CI18:1 (n-7) 15,4 +£2,28 14,9+ 1,94 143 + 2,45 14,7 +2.25 142 + 3,01
C20:1 (n-9) 1,16 £ 0,22 0,97 + 0,45 1,13 £ 0,40 1,15+0,19 1,42 +£0,37
YMUFA/YSFA 1,55 + 0,14 1,56 + 0,14 1,55+ 0,16 1,54 +£0,16 1,52+ 0,16
YPUFA 11,3 +2,36" 12,4 +1,70° 17,5 + 3,55° 12,4 +2,23" 17,6 + 4,70*
¥ (n-6)-PUFA 7,04 + 2,34 7,39 + 1,93 6,56 + 2,24 7,27 2,01 7,22 + 3,29
C18:2 (n-6) 1,63 £ 0,21 1,70+ 0,11 1,57 + 0,20 1,70 £ 0,11 1,46 + 0,25
C20:3 (n-6) 0,67 £ 0,10 0,70 £ 0,11 0,59 + 0,05 0,68 + 0,08 0,58 + 0,05
C20:4 (n-6) 2,65 + 0,40 2,76 + 0,35 2,33+ 0,26 2,80 + 0,28 2,38 0,30
> (n-3)-PUFA 3,81+ 0,63 3,74 + 0,89 3,10 £ 0,53 3,98 + 0,68 3,39 £ 0,75
C18:3 (n-3) 0,20 + 0,02 0,20 £ 0,05 0,20 + 0,04 0,19 + 0,04 0,16 + 0,04
C20:4 (n-3) 0,37 £ 0,48 0,24+ 0,19 0,19+0,17 0,55 + 0,64 0,43 £ 0,51
C20:5 (n-3) 0,59 + 0,13 0,58 + 0,20 0,48 £ 0,14 0,59 £ 0,16 0,51 0,15
C22:5 (n-3) 0,54 +£0,23 0,63 + 0,27 0,49 + 0,09 0,60 + 0,22 0,47 +0,19
C22:6 (n-3) 2,04 +0,52 2,06 £ 0,58 1,74 £ 0,43 2,03+ 0,49 1,86 + 0,60

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); C22:4 n-6, C22:5

n-6 <0,1; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren

(polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 10: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] in Gesamtlipiden von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation
mit 10pmol/l und 100umol/1 cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l und 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium

Behandlung (n=5) Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA

Konzentration Kontrolle 10 100 10 100
C18:2 ¢9,t11 <0,1 2,32+0,37° 22,8 +2.86° <0,1 <0,1
C18:2 t10,c12 <0,1 <0,1 <0,1 1,70 + 0,32° 23,9 + 2,03
>SFA 33,8+1,17° 33,1 £ 0,61 30,6 + 1,80° 38,4 + 2,00° 38,0 + 2,82°
C14:0 3,33+0,19° 3,35+ 0,20° 2,97 +0,24° 3,70 + 0,28° 3,51 +0,29%
C16:0 21,74 0,95° 21,6 + 0,67 20,1+ 1,15° 233+ 127 22.4+1,32%®
C18:0 8,30 + 0,44° 8,26 +0,42° 6,79 + 0,53¢ 10,4 + 0,66 10,4 + 1,35
2MUFA 52,8 +2,34° 50,3 + 1,20™ 36,2 +2,75° 47,4 +2,30" 28,7 + 2,831
C16:1 (n-7) 11,3 +0,69° 10,8 £ 0,04* 7,99 +0,81° 10,0 £ 0,76° 5,08 +0,40°
C18:1 (n-9) 26,9 +0,71° 25,6 £0,61% 18,5+ 1,22¢ 253 +0,58° 15,0 + 1,23¢
C18:1 (n-7) 12,9 +2,19° 11,2 +0,37% 8,19+ 1,51° 10,6 +2,02° 7,12+ 1,65°
C20:1 (n-9) 1,18+ 0,14 1,15+0.,19 1,31 £ 0,25 1,05+0,18 1,27+ 0,28
YMUFA/YSFA 1,56 £ 0,06* 1,51 + 0,09* 1,18 +0,10" 1,24 + 0,08" 0,76 £ 0,10°
>PUFA 13,3 £3,15" 12,9 +1,28" 33,1 + 3,56 14,2 +3,15" 33,3 +3,51°
¥ (n-6)-PUFA 10,4 + 1,79* 8,47 + 2,55 6,05+ 1,90" 8,10 + 2,53 5,76 + 1,58"
C18:2 (n-6) 1,89 + 0,25 1,95+0,18° 1,59 +0,18° 2,04 +0,32° 1,58 £ 0,16
C20:3 (n-6) 0,73+0,11° 0,71 + 0,09 0,46 + 0,03° 0,64 +0,07° 0,43 + 0,06
C20:4 (n-6) 2,90 + 0,46 2,81+ 047 1,98 + 0,34 2,82 +0,43° 1,98 + 0,39°
¥ (n-3)-PUFA 3,65+ 0,53 3,50 + 0,37 4,06 + 0,62 4,01 + 0,68 3,19 + 0,50
C18:3 (n-3) 0,18 + 0,05 0,22 + 0,06 0,13 + 0,04 0,20 + 0,06 0,12 +0,03°
C20:4 (n-3) 0,24+ 0,19 0,23 +0,19 0,91 + 0,58 0,48 + 0,40 0,82 + 0,22
C20:5 (n-3) 0,59+ 0,10 0,53+0,17 0,84 + 0,57 0,74 + 0,06 0,36 + 0,13
C22:5 (n-3) 0,56 + 0,09 0,60 + 0,06° 0,47 + 0,08° 0,76 + 0,08° 0,54 + 0,06
C22:6 (n-3) 1,99 +0,25° 1,84 +0,24° 1,27 +0,24° 1,73 £ 0,35° 1,28 £ 0,33°

a,b,c,d: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); C22:4 n-6,
C22:5 n-6 <0,1; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren
(polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 11: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] in Lipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation

mit 25pumol/l cis-9,trans-11 CLA oder 25umol/I trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium
Lipidfraktion Neutrallipide Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin .
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10, Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10, Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10,
(n=4) 11 CLA cis-12 CLA 11 CLA cis-12 CLA 11 CLA cis-12 CLA
C18:2 ¢9,t11 <0,1 5,52+0,91 <0,1 <0,1 2,48 + 0,39 <0,1 <0,1 4,45+ 0,74 <0,1
C18:2 t10,c12 <0,1 <0,1 4,41 +1,92 <0,1 <0,1 2,24+ 1,33 <0,1 <0,1 2,41 £0,90°
2. SFA 35840,92" 34,6+0,59" 46,3+3,50° | 42,7+0,54 43,1+0,92 44,9+1,81 | 26,2+1,30" 26,2+1,30° 32,8 +2,60°
C14:0 445+021° 426+020° 525+042° | 436+030 438+023 445+034 | 1,35£026 1,39+0,18 1,78 £ 0,40
C16:0 25,0+044° 239+027° 297+1,89° | 31,0+ 1,18 31,1+1,77 30,6+0,69 | 10,4+0,57° 104+0,57° 13,2+241°
C18:0 5894048 543+0,43° 9,70+0,99" | 692+1,75 697+1,07 8,60+0,50 | 13,.9+0,80° 13,7+1,50° 16,3 % 1,45°
XMUFA 60,3+2,32" 544+231" 456+574" | 503+1,50 47,6+042 469+2,93 | 52,2+ 1,05 492+0,76" 46,3 +2,64°
C16:1 (n-7) 798+1,01 837+126 649+148 | 10,1£1,09 102+0,95 927+0,68 | 9,73+£0,55" 8,79+0,56™° 8,00 + 0,80°
C18:1 (n-9) 349+£2,11" 30,9+1,46° 26,9+3,25 | 26,6+097 250+0,45 269+1,47 | 285+1,16 27.1+1,01 27,5+2,61
C18:1 (n-7) 14,5 +£1,34" 124+1,59" 9,95+1,63° | 11,7£0,39" 10,6 +0,93* 9,15+ 1,00° | 123+0,91" 11,3+1,04° 9,14+ 1,19°
C20:1 (n-9) 245+0,29 2214031 1,89+0,24 | 1,L10£0,09 1,13+0,19 1,09+0,03 | 1,48+0,24 1,72+0,29 1,47+0,22
>MUFA/YSFA 1,68 +0,11° 1,57+0,08" 1,00+0,21° | 1,18+ 0,05° 1,10+£0,03"> 1,05+0,11° | 2,00 £0,14* 1,88+0,10*° 1,42 +0,19"
2PUFA 3,34 +£1,68° 11,0+2,05° 8,05+2,32" | 7,03+£1,00° 9,32+0,88" 8,16+1,15" | 21,6 +0,80" 24,5+1,28" 20,8+2,21°
2.(n-6)-PUFA 2,13£0,89 2,60+091 2,13+041 | 5552+£0,77 5,13+0,89 4,53+0,17 | 16,7+0,35" 14,8 +0,44" 13,8+1,86"
C18:2 (n-6) 1,07£0,38 1,24+0,38 1,09+0,27 | 2,10£0,40 2,16+0,52 249+0,25 | 3,20£0,40 3,01 +0,31 3,21+0,41
C20:3 (n-6) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:4 (n-6) 035+0,11 0,36+0,12 040+0,13 | 1,34+0,15* 125+023* 093+0,11°| 596+0,29 541+029 5,25+0,70
2(n-3)-PUFA  1,21+0,88 1,81+045 151+0,32 | 1,38+0,53 1,53+0,15 1,39+0,26 | 438+0,74 481+0,64 4,19+0,56
C18:3 (n-3) 041x£0,19 0444025 021+0,17 | 0,08+0,12 0,04 +0,08 <0,1 0,11+0,16 0,10+0,15 0,05+0,11
C20:4 (n-3) 0,04+0,05 0,15+0,27 041+0,11 | 0,10£0,11 0,14+0,10 0,24+0,06 | 0,04+0,06 0,32+0,22 0,12+0,14
C20:5 (n-3) 0,12+ 0,14 <0,1 0,32+0,07 | 0,33£0,14 0,23+0,04 0,26£0,05 | 0,85+£0,29 0,76+0,14 0,87 +0,37
C22:5 (n-3) 0,49+0,56 048+0,19 040+0,28 | 0,22+0,25 0,25+0,07 0,33+0,07 | 1,04+0,17 1,07+0,10 0,90+ 0,37
C22:6 (n-3) 0,09+£0,17 0,06+0,12 0,16+0,20 | 0,60+0,20 0,72+0,02 0,56+0,10 | 2,46+0,28 2,16+045 2,05+0,37

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); C22:4 n-6, C22:5
n-6 <0,1; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesattigte Fettsduren
(polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 12: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] in Lipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation

mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100pumol/I trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium
Lipidfraktion Neutrallipide Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10, Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10, Kontrolle Cis-9,trans- Trans-10,
(n=4) 11 CLA  cis-12 CLA 11 CLA  cis-12 CLA 11 CLA  cis-12 CLA
C18:2 c9,t11 <0,1 19,9+ 521 <0,1 <0,1 7,39 + 1,90 <0,1 <0,1 15,5+ 3,52 <0,1
C18:2 t10,c12 <0,1 <0,1 19,9 +5,77 <0,1 <0,1 10,5 +£2,56 <0,1 <0,1 10,2 +£2,79
>SFA 3524038 327+295" 51,1+4,16° | 44,3+2,21° 458+2,65" 51,1 +£1,36" | 26,1 +0,93" 242 +1,46" 354 +1,59°
C14:0 430+1,04° 393+035° 543+0,39° | 493041 503+0,54 500+0,65 | 1,0740,30°° 0,94 +0,19° 1,45+ 0,40°
C16:0 242+1,44° 232+1,72° 31,5+242° | 335+£1,71 341+1,93 33,0+084 | 10,1+1,03° 925+0,67° 12,5+1,10°
C18:0 6,39 £ 1,67° 429+0,96° 11,6+ 1,67* | 5,58+0,62° 587+037° 10,7+0,42" | 14,7+0,83" 13,1+0,65 18,8 +0,40°
Y>MUFA 553+£7,00° 41,5+3,14" 25,1+2,25°| 48,8+1,31" 40,0 +1,48" 33,4+2,24° | 51,4+2,92" 422+1,69" 36,2+1,72°
Cleé:1 (n-7) 7261244 767+0,44* 2,94+0,42° | 11,9+£0,45" 11,3+0,83" 6,76+ 1,08° | 9,95+ 1,15 849+0,66° 6,93+ 0,48°
C18:1 (n-9) 340+ 1,74 240+1,95° 14,6+ 1,44° | 24,5£091* 19,8 +1,09° 19,0+ 1,45° | 28,1 £0,60" 23,0+ 1,09° 21,0+ 0,84°
C18:1 (n-7) 11,9+2,61* 8,11+0,88" 6,01 +0,61° | 10,8£0,56" 7,51+0,46° 620+029° | 11,9+1,41"° 9.16+0,12° 6,93 +0,22°
C20:1 (n-9) 1,75+0,38  1,48+0,15 1,36+025 | 0,84+£0,14 091+020 1,02+023 | 1,28+0,23 138+0,25 1,42+0,42
>MUFA/XSFA 1,57+0,18" 1,27+0,06" 0,49 +0,02° | 1,10+ 0,07" 0,88+ 0,08" 0,65+ 0,04° | 1,97 £0,17" 1,74 +0,04" 1,02+ 0,01°
2PUFA 2,60 £ 0,91 257+5,76° 238+6,17" | 529+1,00° 12,3+2,78" 15,5+2,94" | 22,5+2,09° 33,7+3,11° 284 +3,.29"
>(n-6)-PUFA  1,39+045 1,86+0,50 1,86+047 | 3,94+0,95 3,06+0,92 3,66+0,63 | 17,4+1,51" 12,8+0,41° 13,1+0,71°
C18:2 (n-6) 1,00+0,08 0,87+0,23 0,79+0,17 | 1,44+£0,03 1,50+£0,05 2,09+0,69 | 3,18+ 1,15 235+0,09 2,67+0,16
C20:3 (n-6) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:4 (n-6) 0,09+0,10 0,14+0,10 0,26+0,20 | 1,01£0,13 094+0,14 082+0,12 | 595+0,49 546+0,30 5,59+ 0,69
2(n-3)-PUFA 1614036 1,96+038 1,58+025 | 0,97+0,30" 1,71+0,32" 1.25+0,43" | 421042 4,77+0,37 4,26+0,34
C18:3 (n-3) 0,28+0,40 0,33+0,06 0,46+ 0,20 <0,1 0,03 £ 0,06 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C20:4 (n-3) <0,1 042+026 083+0,10 | 0,12+0,08° 034+0,18 0,33 +0,05° <0,1 0,62+0,42  0,21+0,18
C20:5 (n-3) 0,31 0,36 <0,1 0,17+0,17 | 024+0,05 0174001 025+0,09 | 0,79+0,12° 0,56 +0,01° 1,13 +0,15°
C22:5 (n-3) 0,32 + 0,42 <0,1 0,06+ 0,12 <0,1 <0,1 <0,1 0,90+0,23  0,77+0,09 0,92 + 0,06
C22:6 (n-3) 0,13 +0,26 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 2374022 209+0,25 1,96+0,32

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); C22:4 n-6, C22:5
n-6 <0,1; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren
(polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 13: (n-6)-PUFA und Quotienten von (n-6)-Fettsduren in Phospholipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 25umol/l
cis-9,trans-11 CLA oder 25pmol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l Linolséure im Zellmedium

Phospholipidfraktion Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12 Kontrolle Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12
(n=4) CLA CLA CLA CLA
Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Cis-9,trans-11 CLA <0,1 2,36 + 0,29 <0,1 <0,1 4,32 +£0,56" <0,1
Trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 2,17 +0,90 <0,1 <0,1 2,48 +0,88°
¥ (n-6)-PUFA 8,93+ 0,27 8,79 + 0,90 9,78 + 1,27 21,4 + 0,86 19,3 + 0,60° 19,6 + 0,98°
C18:2 (n-6) 5,44 +0,53° 5,45+0,31° 7,58 + 1,47 7,98 + 0,58 7,54 + 0,25 8,98 + 0,42°
C20:3 (n-6) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
C20:4 (n-6) 1,49 +0,13 1,46 + 0,31 1,05 + 0,26 6,91 + 0,84 5,95 +0,43% 5,47 £0,83°
[g/g]

A6- und AS-Desaturierung

C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6) 0,28 +0,05° 0,27 £ 0,05 0,14 + 0,05 0,87 0,17 0,79 + 0,08 0,61+0,11°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);

PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 14: (n-3)-PUFA und Quotienten von (n-3)-Fettsduren in Phospholipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 25umol/l

cis-9,trans-11 CLA oder 25pmol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l a-Linolenséure im Zellmedium

Phospholipidfraktion Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12 Kontrolle Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-12
(n=4) CLA CLA CLA CLA
Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Cis-9,trans-11 CLA <0,1 2,72 + 0,33 <0,1 <0,1 4,30 + 0,44" <0,1
Trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 2,31 £1,10 <0,1 <0,1 2,50 + 1,03
2.(n-3)-PUFA 3,93 + 0,87 4,13 +0,15 3,87 +0,18 8,56+ 1,34 9,81 £0,33 9,60 + 1,00
C18:3 (n-3) 0,57+ 0,16 0,69 + 0,06 1,46 +0,42° 1,02 £0,28° 1,13 +0,24° 2,2240,29°
C20:4 (n-3) 0,50 % 0,08" 0,47 + 0,02 0,37 + 0,03 0,27 +0,12 0,38+ 0,05 0,32 0,03
C20:5 (n-3) 1,47 + 0,33 1,50 + 0,30 0,79 +0,07° 3,62 +0,58" 3,95+ 0,23 2,99 +0,52°
[¢/g]

A6- und A5-Desaturierung

C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) 2,64 £0,62° 2,18 £0,56° 0,57 +0,13" 3,70 + 0,93 3,65+ 0,99° 1,37 £0,34°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);

PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 15: (n-6)-PUFA und Quotienten von (n-6)-Fettsduren in Phospholipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 25umol/l
cis-9,trans-11 CLA oder 25pmol/l trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l Arachidonsdure im Zellmedium

Phospholipidfraktion Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans-11  Trans-10,cis-12 Kontrolle Cis-9,trans-11  Trans-10,cis-12
(n=6) CLA CLA CLA CLA
Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Cis-9,trans-11 CLA <0,1 2,80 + 0,42 <0,1 <0,1 3,48 £0,27° <0,1
Trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 2,50 £0,27 <0,1 <0,1 2,24+ 038"
2.(n-6)-PUFA 8,68 £ 1,15 8,74+ 1,12 8,68 £ 0,96 21,9 £0,96 20,8 £ 1,19 21,5+ 1,34
C20:4 (n-6) 4,98 + 0,68 4,80 + 0,73 4,60 + 0,72 15,2+ 1,49 14,2 + 1,06 14,8 £ 1,27
C22:4 (n-6) 0,20 + 0,05 0,20 + 0,04 0,25 + 0,07 0,27 + 0,16 0,28 + 0,15 0,39+ 0,11
C22:5 (n-6) 0,05 £ 0,07 0,07 + 0,08 0,09 0,19 0,11+0,12 0,07 +0,10 0,04 + 0,07
[¢/g]

A4-Desaturierung

C22:5 (n-6)/C22:4 (n-6) 0,19 + 0,30 0,35+ 0,42 0,30 £ 0,54 0,32 0,37 0,21 +0,32 0,09 £0,14

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);

PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 16: (n-3)-PUFA und Quotienten von (n-3)-Fettsduren in Phospholipidfraktionen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 25umol/l
cis-9,trans-11 CLA oder 25umol/I trans-10,cis-12 CLA und 25umol/l Eicosapentaensdure im Zellmedium

Phospholipidfraktion Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin
Behandlung Kontrolle Cis-9,trans-11  Trans-10,cis-12 Kontrolle Cis-9,trans-11  Trans-10,cis-12
(n=6) CLA CLA CLA CLA
Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Cis-9,trans-11 CLA <0,1 2,88 +0,50 <0,1 <0,1 3,63 +0,49° <0,1
Trans-10,cis-12 CLA <0,1 <0,1 2,55+0,32 <0,1 0,1 2,12+£0,29°
¥ (n-3)-PUFA 5,77 0,80 5,79 + 0,84 5,50 +£ 0,63 14,1 + 1,66 14,7 +2,95 14,6 + 1,31
C20:5 (n-3) 3,09 £ 0,70 3,11£0,70 2,97 £0,72 7,94 + 1,53 7,44 + 1,32 8,38 £1,62
C22:5 (n-3) 0,92 + 0,29 0,92 +0,19 1,00 + 0,08 2,00 + 0,50 2,21+0,42 2,62+0,43
C22:6 (n-3) 1,29 +£0,19 1,26 £ 0,18 1,13£0,19 3,67+0,72 3,70 £ 0,70 3,21£0,54
[g/g]

A4-Desaturierung

€22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) 1,63 0,26 1,56 +0,39" 1,21 £0,16 1,93 £0,56° 1,74 +0,49" 1,24 +0,22°

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);

PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 17: relative mRNA-Konzentration von A9-, A6- und A5-Desaturasen von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 10pmol/l und
100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder 10umol/l und 100pmol/I trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium

Behandlung (n=5) Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
Konzentration Kontrolle 10 100 10 100
[%/GAPDH]

A9-Desaturase mRNA 28,2 + 7,64 29,8 + 5,65 20,2 £ 7,53 34,6 £ 8,29 349+10,3
A6-Desaturase mRNA 0,95 £ 0,86 1,70 £ 1,41 1,16 £ 0,37 1,44 £ 1,12 1,74 £2,36
A5-Desaturase mRNA 6,68 + 2,93 3,85+ 0,88 2,67 +0,73¢ 4,85+ 1,58 3,87 £0,91™

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);
mRNA: Boten-Ribonukleinsdure (Messenger-RNA), GAPDH: Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase.
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3.1.25 Konzentration von Triglyceriden und Cholesterin

Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen nach Inkubation von Hep G2-Zellen mit cis-

9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA sind in Tabelle 18 dargestellt.

Tab. 18: Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen in Hep G2-Zellen und im Zellmedium
nach 24stiindiger Inkubation mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100pmol/l
trans-10,cis-12 CLA und in HBSS nach zusitzlich 1stiindiger Inkubation

Behandlung (n=4) Kontrolle Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
Triglyceride

[ng/2x10° Zellen]

Hep G2-Zellen 21,3 £2,77° 29,3 + 14,3 36,2+ 5,58°
Medium 158 + 66,9° 264 + 87,6% 295+ 61,5
HBSS 2,37 +1,02° 3,46 + 1,80 4,62+ 0,97
Cholesterin

[ng/2x10° Zellen]

Hep G2-Zellen 5,90+ 3,31 8,15+2,83 7,48 + 3,52
Medium 51,2+25,7 61,6 +27,3 54,1+ 20,0
HBSS 3,73 + 1,64 4,56 + 1,80 4,56 +2,51

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).

Nach  24stlindiger Inkubation mit 100umol/l  trans-10,cis-12 CLA war die
Triglyceridkonzentration in Hep G2-Zellen, im Zellmedium und in HBSS hoher als bei den
Kontrollzellen. Eine 24h Behandlung von Hep G2-Zellen mit 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA
zeigte keinen Unterschied in der Konzentration an Triglyceriden im Vergleich mit trans-
10,cis-12 CLA und mit der Kontrollgruppe.

Cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in der Konzentration von 100pumol/l hatten nach
24h Inkubationszeit keinen Effekt auf die Cholesterinkonzentration von Hep G2-Zellen.

3.1.2.6 Aktivitat von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Fettsdure-Synthetase

Die Aktivitdt von G6PDH und FsS im Cytosol von Hep G2-Zellen nach 24h Inkubationszeit
mit 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA ist in Tabelle 19
dargestellt.

Die Aktivitidt der GOPDH war im Cytosol von Hep G2-Zellen durch 100pumol/l trans-10,cis-
12 CLA im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht. Die Aktivitét der FsS war nach
Inkubation mit trans-10,cis-12 CLA um den Faktor 3 hoher als die Aktivitit in den beiden
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anderen Gruppen. Nach Inkubation der Zellen mit 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA unterschied
sich die Aktivitit von G6PDH nicht von den Zellen, die mit trans-10,cis-12 CLA inkubiert

wurden und nicht von den Kontrollzellen.

Tab. 19: Aktivitdt von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Fettsdure-Synthetase im
Cytosol von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 100umol/l cis-9,trans-
11 CLA oder 100pumol/1 trans-10,cis-12 CLA

Behandlung (n=4) Kontrolle Cis-9,trans-11 Trans-10,cis-
CLA 12 CLA

[nmol NADPH/H" x mg™ Protein x min™']

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 108 + 26,0 137 +41,9"° 161 162

Fettsaure-Synthetase 0,56+0,24°  0,62+0,31°  1,71+0,72°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).

3.13 Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf die Bildung von
Eicosanoiden von Hep G2-Zellkulturen

3.1.3.1 Eicosanoidkonzentrationen

In einem weiteren Zellversuch wurde untersucht, ob nach 0,5h und 24h ecin Einfluss von
100umol/1 cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/I trans-10,cis-12 CLA auf die Konzentration an
6-keto-PGF,, TXB,, PGF,, und PGE, im Uberstand (HBSS) von Hep G2-Zellen besteht.

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 20 (Seite 60) und 21 (Seite 61) dargestellt.

Wie in den Tabellen 20 und 21 dargestellt, zeigte sich nach Stimulierung von Hep G2-Zellen
mit 10pmol/l Ca*"-Ionophore A23187 innerhalb einer Behandlungsgruppe keine Erhohung
der 6-keto-PGF,-, TXB,-, PGF,,- und PGE,-Konzentrationen nach 0,5h und 24h
Inkubationszeit. Nach Stimulierung mit 25umol/l Arachidonsdure oder 25pmol/l
Arachidonsdure und 10pmol/l Ca®*-Ionophore A23187 konnte ein Anstieg der
Eicosanoidkonzentrationen im Zelliiberstand (HBSS) von Hep G2-Zellen nach 0,5- und

24stiindiger Inkubation bestimmt werden.

Nach 0,5h Inkubationszeit zeichnete sich durch 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA eine um den
Faktor 2 hohere PGF,, -Konzentration ab als in der Kontrolle. 6-keto-PGF;.,- und TXB, -
Konzentrationen unterschieden sich nach 0,5h Inkubation mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA
oder 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA nicht von den Kontrollzellen.

Nach 24h Inkubationszeit war die 6-keto-PGF;,- und PGF,, - Konzentration durch
100pumol/I trans-10,cis-12 CLA um den Faktor 2 erhoht. Die Konzentrationen von TXB; und
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PGE, wiesen keine Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen auf. Der
Quotient von 6-keto-PGF;,/TXB, war nach 24h Inkubation mit trans-10,cis-12 CLA (MW =+
SD; 3,09 + 1,21) signifikant um den Faktor 2 hdher als nach Inkubation mit cis-9,trans-11
CLA (1,46 £0,71) oder ohne CLA (1,48 £ 0,66).

3.1.3.2 sPLA,-Aktivitit

Die Ergebnisse der Analyse der sPLA,-Aktivitdt in HBSS und in Hep G2-Zellmikrosomen
nach 24stlindiger Inkubation von Hep G2-Zellen mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder
100pmol/l trans-10,cis-12 CLA sind in Tabelle 22 dargestellt.

Im Zelliiberstand (HBSS) und in den Mikrosomen zeigte sich nach 24stiindiger Inkubation
kein Effekt auf die sPLA,-Aktivitdt, sowohl nicht durch cis-9,trans-11 CLA als auch nicht
durch trans-10,cis-12 CLA.

Tab. 22: sSPLA,-Aktivitit im Uberstand (HBSS) und in Mikrosomen von Hep G2-Zellen nach
24stiindiger Inkubation mit 100pumol/1 cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,

cis-12 CLA
Behandlung (n=5) Kontrolle Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
[nmol/min/ml]
HBSS 0,39 +£0,18 0,42 £0,23 0,51 +£0,20

[nmol/min/mg Protein]

Mikrosomen 4,66 + 1,65 3,69+ 1,44 3,41 £ 0,69

sPLA,: sekretorische Phospholipase A,.

3.1.3.3 mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 und Cyclooxygenase-2

Im Vergleich zur Kontrolle (MW = SD; 0,18 + 0,09 %/GAPDH) konnten nach 24stiindiger
Inkubation von Hep G2-Zellen mit 100umol/l cis-9,trans-11 CLA (0,10 + 0,04 %/GAPDH)
oder 100umol/l trans-10,cis-12 CLA (0,08 + 0,06 %/GAPDH) keine signifikanten
Unterschiede in der mRNA-Konzentration der COX-1 festgestellt werden. Die Detektierung
der Amplifizierung von COX-2-cDNA von Hep G2-Zellen in der real-time PCR lag bei den

gewihlten methodischen Bedingungen unter der Nachweisgrenze.
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Tab. 20: Konzentration an 6-keto-PGF, TXB,, PGF,, im Uberstand (HBSS) von Hep G2-Zellen nach 0,5stiindiger Inkubation mit 100umol/1 cis-
9,trans-11 CLA oder 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium und Stimulation mit 10pmol/I Ca**-Ionophore und/oder 25umol/l

Arachidonsédure

Behandlung (n=5) Kontrolle Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
[pg/ml]
6-keto-PGF;,
Basal 10,4 +£3,76 11,4 +£5,06 17,1 £7,38
+ Ca2+—10n0phore 15,6 £ 8,21 20,1 £ 13,7 20,3 £ 8,01
+ Arachidonsdure 119 £23,6 142 £ 344 134 £42,6
+ Ca2+—Ionophore + Arachidonsiure 143 + 243 133+ 18,0 130+ 43,5
TXB,
Basa% 9,51 £1,12 13,1 £5,51 11,2+1,92

+
+Ca -Ipnophore 11,9+1,43 13,0 £2,57 14,9 £2,49
+ Ar:zafhldonsaure 27,0 £ 3,02 38,4+ 9,87 41,1 £11,2
+ Ca” -lonophore + Arachidonséure 42.5+16,5 432+ 16,4 35,0 + 6,02
Basal 10,0 +4,32° 12,4+ 6,55° 23,5 +9,66"
+ Ca”"-Tonophore 14,6 + 4,30 14,1 +5,38° 26,3+ 11,4°
+ Arachidonsiure 374 £ 145 367+ 134 402 + 109
+ Ca2+-Ion0ph0re + Arachidonsdure 382 + 126 368 + 111 392 + 109

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);

6-keto-PGF,,: 6-keto-Prostaglandin Fy,, TXB,: Thromboxan B,, PGF,,: Prostaglandin Fy,
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Tab. 21: Konzentration an 6-keto-PGF, TXB,, PGF,,, PGE; im Uberstand (HBSS) von Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 100pmol/l
cis-9,trans-11 CLA oder 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA im Zellmedium und Stimulation mit 10pmol/I Ca**-Ionophore und/oder 25pumol/l

Arachidonséure
Behandlung (n=5) Kontrolle Cis-9,trans-11 CLA Trans-10,cis-12 CLA
[pg/ml]
6-keto-PGF;,
Basal 9,64 +3,95° 9,92 +4,71° 24,1 £10,7°
+ Ca”*"-Ionophore 7,88 +3,78" 6,92 + 2,75 19,1 + 4,40
+ Arachidonsiure 25,9+ 14,5 299 +17,1 42,1 £17.,8
+ Ca2+—10n0ph0re + Arachidonsiure 31,7+ 18,0 39,0 + 20,6 52,3+23.6
TXB,
Basal 8,29 £+ 3,60 8,74 +£2,32 8,44 £ 1,56
+ Ca’"-lonophore 9,38+ 3,21 9,68 £ 2,47 11,343,28
+ Argchldonsﬁure 16,9 + 9,98 19,8 £ 11,2 20,4+ 10,4
+ Ca”"-Ionophore + Arachidonsiure 20,6 + 9,43 29,4+ 9,40 30,5 + 5,85
Basal 19,4 + 8,76 16,5 +7,14° 39,4+ 11,5
+ Ca?"-Ionophore 13,9 + 4,58° 15,7 + 8,36 40,3 + 13,7
+ Arachidonsdure 318 +£98,0 357+ 109 324+ 79,1
+ Ca”"-Tonophore + Arachidonséure 343 + 101 419 + 106 425 + 84,4
PGE,
Basal 17,6 £ 4,66 15,5+0,42 16,4+ 1,54
+ Ca”"-Ionophore 27,6 % 6,96 25,1£5,63 27,8 £ 8,65
+ Arachidonséure 640 + 215 660 = 170 640 = 180
+ Ca” -lonophore + Arachidonsdure 604 + 209 701 + 55,8 714 + 109

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);
6-keto-PGF,,,: 6-keto-Prostaglandin F,, TXB,: Thromboxan B,, PGF,,: Prostaglandin F,,, PGE,: Prostaglandin E,.
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3.2 Studie zur Wirkung eines Gemisches konjugierter Linolsduren (cis-9,trans-11
CLA und trans- 10,cis-12 CLA) auf den Lipidstoffwechsel und auf die
Bildung von Eicosanoiden am Modelltier Ratte

3.2.1 Lebendmassezunahme und Futteraufnahme

Die Lebendmasse der Tiere am ersten und jeweils letzten Versuchstag, die mittlere tdgliche
Lebendmassezunahme und die mittlere tdgliche Futterautnahme der Tiere sind in Tabelle 23
zusammengefasst.

Die Lebendmassezunahme der Ratten war unabhidngig von der Art des eingesetzten
Diatfettes.

Da die Tiere restriktiv gefiittert wurden, war die durchschnittliche tigliche Futteraufnahme im
Versuchszeitraum bei allen Tieren, deren Diit CLA, SBO oder HO-SBO enthielt, identisch
und betrug 13,2g pro Tier und Tag. Die durchschnittliche tigliche Futteraufnahme war bei
allen Tieren, deren Didten CLA, SBO oder HO-SBO und in der 5. Woche zusitzlich LO
enthielt, identisch und betrug 14,4g pro Tier und Tag.

Tab. 23: Lebendmassezunahme und Futteraufhahme von Ratten wihrend 1. und 2.

Fiitterungsperiode
Diitfett CLA SBO HO-SBO
Lebendmasse Tag 1 [g] 86,3+ 5,09 86,8 £4,31 87,0 £4,89
Lebendmasse Tag 28 [g] 204+ 17,2 217 46,06 211+8,95
(Ende der 1. Fiitterungsperiode)
Lebendmasse Tag 35 [g] 275 + 5,61 278 + 8,93 274+ 9,91
(Ende der 2. Fiitterungsperiode)
Mittlere Lebendmassezunahme 421 +037 4.60 + 0.04 434 +0.47
Tag 1 bis 28 [g/Tag]
Mittlere Lebendmassezunahme 5414018 557+0.37 537+0.26
Tag 1 bis 35 [g/Tag] T T T
Mittlere Futteraufnahme

. 13,2+0,12 13,2 £ 0,09 13,2 £ 0,09

Tag 1 bis 28 [g/Tier/Tag]
Mittlere Futteraufnahme 14.5 4 0.02 1444001 14.4 + 0.06

Tag 1 bis 35 [g/Tier/Tag]

3.2.2 Lebergewicht

Das Lebergewicht von Ratten, deren Didt CLA enthielt, war mit 10,9 = 0,83g (MW £ SD)
signifikant hoher als von Ratten, deren Diit SBO (9,44 + 0,77g) oder HO-SBO (8,91 + 0,48g)
enthielt.
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3.23 Einfluss des CLA-Gemisches auf den Lipidstoffwechsel von Ratten

3.2.3.1 Anteile der im CLA-Gemisch enthaltenen CLA-Isomere an den Gesamtfett-
sduren der Lipide und Lipidfraktionen in der Leber

In Tabelle 24 sind die Anteile von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA an den
Gesamtfettsduren der Gesamlipide und Lipidfraktionen in der Leber dargestellt.

In NL zeigten sich die hochsten Anteile beider CLA-Isomere. Die Anteile der CLA-Isomere
in den Phospholipiden erreichten die Halfte bis zwei Drittel der in NL. In den Gesamtlipiden,
in NL und PE war der Anteil von cis-9,trans-11 CLA an den Gesamtfettsduren hoher als der
Anteil von trans-10,cis-12 CLA. In PC zeigte sich ein hoherer Anteil des trans-10,cis-12

CLA-Isomers als des cis-9,trans-11 CLA-Isomers an den Gesamtfettsduren.

Tab. 24: Anteile von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA an den Gesamtfettsduren
der Gesamtlipide und Lipidfraktionen in der Leber von Ratten, deren Didten 30g/kg
CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach Supplementierung der Didten mit 50g/kg
LO

Diitfett CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO

Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Gesamtlipide

Cis-9,trans-11 CLA 2,42 +0,74° <0,1 <0,1
Trans-10,cis-12 CLA 1,46 +0,31° <0,1 <0,1
Neutrallipide

Cis-9,trans-11 CLA 5,71 £0,42% <0,1 <0,1
Trans-10,cis-12 CLA 2,67+0,23° <0,1 <0,1
Phosphatidylcholin

Cis-9,trans-11 CLA 0,56 + 0,07° <0,1 <0,1
Trans-10,cis-12 CLA 0,82 +0,12° <0,1 <0,1
Phosphatidylethanolamin

Cis-9,trans-11 CLA 1,69 + 0,39: <0,1 <0,1
Trans-10,cis-12 CLA 1,13+0,18 <0,1 <0,1

a,b: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den CLA-
Isomeren im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).

3.2.3.2 Fettsiurezusammensetzung von Gesamtlipiden in der Leber

Tabelle 25 (Seite 68) zeigt die Fettsdurezusammensetzung von Gesamtlipiden in der Leber
von Ratten, deren Diiten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, vor und nach
Supplementierung der Diditen mit 50g/kg LO.
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Nach der 1. Fiitterungsperiode waren die Gewichtsprozente der MUFA, der Quotient von
MUFA/SFA und die Gewichtsprozente der (n-3)-PUFA in der Leber der Tiere, deren Diit
CLA enthielt, signifikant hoher und die der PUFA signifikant geringer als in den
Lebergesamtlipiden der Tiere, deren Didit SBO enthielt, unterschieden sich allerdings nicht
von denen, deren Didt HO-SBO enthielt.

Die Gewichtsprozente der (n-6)-PUFA, einschlieBlich C20:4 (n-6), in den Lebergesamtlipiden
der Tiere, deren Didt CLA enthielt, waren am geringsten und unterschieden sich signifikant
von den Tieren, deren Didt SBO oder HO-SBO enthielt.

Bei Fiitterung mit CLA war der Quotient von C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) in den
Lebergesamtlipiden der Ratten hoher als in Ratten, deren Diit SBO enthielt, unterschied sich
aber nicht von den Tieren, deren Didt HO-SBO enthielt.

Nachdem die Diiiten mit LO supplementiert wurden, zeigten sich in den Lebergesamtlipiden
bei allen Tieren der drei Didtgruppen hohere Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA und geringere
an (n-6)-PUFA. In den Lebergesamtlipiden der Tiere, deren Didt CLA enthielt, waren die
Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA um das Doppelte hoher als an (n-6)-PUFA. Die
Gewichtsprozente an C18:2 (n-6), C20:4 (n-6) und C22:4 (n-6) waren in dieser Gruppe
signifikant geringer und die Gewichtsprozente an C18:3 (n-3), C22:5 (n-3) und C22:6 (n-3)
signifikant hoher als bei Fiitterung mit SBO oder HO-SBO. Ratten, deren Diit SBO enthielt,
wiesen in den Lebergesamtlipiden hohere Gewichtsprozente an (n-6)-PUFA als an (n-3)-
PUFA auf. Ratten, die HO-SBO in ihrer Diit enthielten, hatten gleich hohe Gewichtsprozente
an (n-3)- und (n-6)-PUFA in den Lebergesamtlipiden.

Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten hohere Anteile an SFA an den Gesamtfettsduren als
Ratten, deren Didt SBO enthielt, unterschieden sich aber nicht von denen, die HO-SBO in
ihrer Diit hatten. Ratten, deren Didit HO-SBO enhielt, zeigten signifikant hohere Anteile an
MUFA an den Gesamtfettsduren und einen hoheren Quotienten von MUFA/SFA als bei
Fiitterung mit CLA oder SBO.

Der Quotient von C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) war in den Lebergesamtlipiden nach Fiitterung mit

CLA am héchsten und bei den Tieren, deren Diéit SBO enthielt, am geringsten.

3.23.3 Fettsiurezusammensetzung von Lipidfraktionen in der Leber

Neben der Fettsdurenanalytik in den Lebergesamtlipiden wurden die Fettsdurezusammen-
setzung in den Leberlipidfraktionen NL (Tabelle 26, Seite 69), PC (Tabelle 27, Seite 70) und
PE (Tabelle 28, Seite 71) der Leber mittels GC quantitativ bestimmt. In den Tabellen 29
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(Seite 72) und 30 (Seite 73) sind Quotienten und Summen von (n-3)- und (n-6)-Fettsduren in

PC und PE der Leber dargestellt.

Nach der 1. Fiitterungsperiode hatten Ratten, deren Didt CLA enthielt, in NL hdhere
Gewichtsprozente an SFA als Ratten, deren Diiit SBO oder HO-SBO enthielt. Bei Fiitterung
mit CLA waren in NL die Gewichtsprozente an MUFA hoher und die der PUFA geringer als
bei Fiitterung mit SBO, unterschieden sich allerdings nicht von den Tieren, die HO-SBO in
ihrer Diét hatten. Die Gewichtsprozente an (n-6)-PUFA waren in NL signifikant geringer bei
Fiitterung mit CLA als bei Fiitterung mit SBO oder HO-SBO.

In PE waren die Gewichtsprozente an MUFA und der Quotient von MUFA/SFA bei
Fiitterung mit CLA héher als bei Fiitterung mit SBO, unterschieden sich aber nicht von den
Tieren, deren Diit HO-SBO enthielt. In PC zeigten Ratten, deren Diit CLA enthielt, die
geringsten Gewichtsprozente an C20:4 (n-6) und (n-6)-PUFA; Ratten, deren Diit SBO
enthielt, wiesen die hochsten Gewichtsprozente an C20:4 (n-6) und (n-6)-PUFA in PC auf.
Die Gewichtsprozente an C18:2 (n-6) in PC und PE waren bei Fiitterung mit CLA geringer als
bei Fiitterung mit SBO, unterschieden sich aber nicht von den Werten der Tiere, deren Didt
HO-SBO enthielt. Ratten, deren Diit CLA enthielt, zeigten hdhere Gewichtsprozente an
C22:6 (n-3) und (n-3)-PUFA in PC als Ratten, die SBO in ihrer Diiit hatten. Die
Gewichtsprozente an Minor-(n-3)-Fettsduren, wie C18:3 (n-3), C20:5 (n-3) und C22:5 (n-3),
waren in PC aller drei Gruppen gleich hoch. Die Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA in PE
unterschieden sich nicht zwischen den Didtgruppen.

Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten in PC und PE hohere Quotienten von (n-3)-PUFA/(n-
6)-PUFA und von C20:5 (n-3)/C20:4 (n-6) als bei Fiitterung mit SBO oder HO-SBO. Bei
Fiitterung mit CLA waren die Gewichtsprozente an C20-PUFA [C20:3 (n-6) + C20:4 (n-6) +
C20:5 (n-3)] in PC geringer als bei Fiitterung mit SBO oder HO-SBO und geringer in PE als
bei Fiitterung mit SBO. Die Desaturierungsprodukte der a-Linolensdure [C20:5 (n-3) + C22:5
(n-3) + C22:6 (n-3)] in PC waren bei Fiitterung mit CLA hoher als bei Fiitterung mit SBO. In
PE unterschieden sich die Desaturierungsprodukte der a-Linolensdure nicht zwischen den
Gruppen. Der Quotient von C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6) in PC, als Indikator der A6- und A5-
Desaturierung der Linolséure, war nach Fiitterung mit CLA am geringsten.

Der Quotient C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) war in NL und PE der Leber der Tiere, deren Didt CLA
enthielt hoher als bei denen, die in ihrer Diit SBO hatten; unterschied sich jedoch nicht von
den Tieren, deren Diit HO-SBO enthielt. In PC war der Quotient C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) bei

Fiitterung mit CLA am hochsten und bei den Tieren, deren Diit SBO enthielt, am geringsten.
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In NL der CLA-Gruppe fiihrte die LO-Supplementierung der Diit zu hdoheren
Gewichtsprozenten an (n-3)-PUFA und geringeren an MUFA. In NL der SBO- und HO-SBO-
Gruppe fiihrte die LO-Supplementierung ebenfalls zu hoheren Gewichtsprozenten an (n-3)-
PUFA, aber zu geringeren an (n-6)-PUFA. In NL hatten Ratten, deren Didt CLA enthielt, die
hochsten Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA, deren Didit SBO enthielt, die hdchsten
Gewichtsprozente an (n-6)-PUFA und deren Diit HO-SBO enthielt, die hdchsten
Gewichtsprozente an MUFA. Der Quotient C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) war in NL der Leber der
Tiere, deren Diit CLA enthielt hoher als bei denen, die in ihrer Diit SBO hatten; unterschied
sich jedoch nicht von den Tieren, deren Diit HO-SBO enthielt.

In PC und PE fiihrte die Supplementierung der Diiten mit LO zu hoheren Gewichtsprozenten
an (n-3)-PUFA und geringeren Gewichtsprozenten an (n-6)-PUFA bei allen drei
Behandlungsgruppen. Die Gewichtsprozente an C20:4 (n-6), C22:4 (n-6) und C22:5 (n-6)
wurden durch die LO-Supplementierung verringert, wihrend die Gewichtsprozente an C18:2
(n-6) und C20:3 (n-6) zunahmen. Die Abnahme der Gewichtsprozente an (n-6)-PUFA und
C20:4 (n-6) war durch LO-Supplementierung bei Fiitterung mit CLA oder HO-SBO stirker
ausgeprigt als bei Fiitterung mit SBO. Ratten, deren Diit CLA enthielt, hatten die hdchsten
Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA in PC und PE und Ratten, deren Didit SBO enthielt, die
geringsten Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA. Die Gewichtsprozente an (n-3)-PUFA in PC
und PE von den Tieren, deren Diit HO-SBO enthielt, waren geringer als bei Fiitterung mit
CLA. In PC und PE zeigten sich Unterschiede im Fettsdurenmuster einzelner (n-3)-PUFA
zwischen den drei Diédtgruppen. Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten hdhere
Gewichtsprozente an C22:6 (n-3) als an C20:5 (n-3), wobei nach Fiitterung mit SBO oder
HO-SBO die Gewichtsprozente an C20:5 (n-3) und C22:6 (n-3) in PC und PE relativ gleich
hoch waren.

Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten einen hoheren Quotienten von (n-3)-PUFA/(n-6)-
PUFA und von C20:5 (n-3)/C20:4 (n-6) in PC und PE sowie hohere Gewichtsprozente an
Desaturierungsprodukten der a-Linolensdure [C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3) + C22:6 (n-3)] in PC
als Ratten, deren Diit SBO oder HO-SBO enthielt. Der Quotient von [C22:5 (n-3) + C22:6
(n-3)]/C20:5 (n-3) und der Quotient von C22:6 (n-3)/[C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3)], als
Indikatoren der A4-Desaturierung, war in PC und PE bei Fiitterung mit CLA am hochsten und
bei Fiitterung mit HO-SBO am geringsten. Die Gewichtsprozente der C20-PUFA [C20:3 (n-
6) + C20:4 (n-6) + C20:5 (n-3)] und der Quotient von C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6), als Indikator
der A6- und A5-Desaturierung der Linolsdure, waren in PC und PE von Ratten, deren Diit

CLA enthielt, am geringsten. Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten einen hdheren
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Quotienten von C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3), als Indikator der A6- und A5-Desaturierung der a-
Linolensdure, in PC als Ratten, deren Didt SBO enthielt.

Nach Fiitterung mit CLA waren die Gewichstprozente an SFA in PC und PE hoher als bei
Fiitterung mit SBO oder HO-SBO. Die Gewichtsprozente an MUFA und der Quotient von
MUFA/SFA in PC und PE waren bei Fiitterung mit HO-SBO am héchsten und unterschieden
sich nicht zwischen Ratten, deren Didt CLA oder SBO enthielt.

In PC und PE war der Quotient C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) nach Fiitterung mit CLA am

hochsten und bei den Tieren, deren Diit SBO enthielt am geringsten.

3.2.34 mRNA-Konzentration von A9-, A6- und A5-Desaturasen in der Leber

Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 dargestellt.

Die relative mRNA-Konzentration der A9-Desaturase in der Leber war unabhéngig von der
Art des eingesetzten Didtfettes. In der Leber flihrte die Fiitterung von CLA zu einer um den
Faktor 2 hoheren relativen mRNA-Konzentration der A6-Desaturase als bei Flitterung mit
SBO oder HO-SBO. Die relative mRNA-Konzentration der A5-Desaturase war in der Leber
der Tiere, deren Diit CLA enthielt, geringer als bei Ratten, deren Diit SBO enthielt.

Tab. 31: relative mRNA-Konzentration der A9-, A6- und A5-Desaturasen in der Leber von
Ratten, deren Diiten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach
Supplementierung der Diiten mit 50g/kg LO

Ditfett CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO
[%/GAPDH]

A9-Desaturase mRNA 1,55+0,78 1,01 £0,44 1,22 + 0,58
A6-Desaturase mRNA 0,53+0,18° 0,20 + 0,08" 0,22 £ 0,06°
A5-Desaturase mRNA 0,49 +0,22° 0,85+ 0,19° 0,59 + 0,08"

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); mRNA: Boten-Ribonukleinsdure (Messenger-RNA), GAPDH:
Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase.
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Tab. 25: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsauren] von Gesamtlipiden in der Leber von Ratten, deren Didten 30g/kg CLA,
SBO oder HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Diédten mit 50g/kg LO

Distfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO
YSFA 39,7 + 2,40 41,4 +2,32% 38,0 + 1,50 39,5 +1,09" 38,5+ 1,15 40,0 + 0,528
C14:0 0,76 + 0,20 0,46 + 0,15 0,52+ 0,10 0,33 +0,128 0,61 £ 0,06 0,35 + 0,085"
C16:0 19,9 + 0,60 23,7+ 0,79 19,8 + 1,22 20,8 + 0,87 19,9 + 0,84 21,7 +1,178
C18:0 18,6 + 2,41 16,6 + 2,78 17,3+ 1,02 18,1+ 1,24 17,6 + 1,32 17,7+ 1,24
YMUFA 32,1 +7,24* 17,9 + 3,65%" 19,1 +2,31° 153 +2,728 28,8 + 3,457 21,7 £ 1,724
C16:1 (n-7) 5,19+ 1,83° 1,73 £+ 0,47 2,67+0,28° 2,05+ 0,698 3,45+0,41° 2,32 + 0,46
C18:1 (n-9) 20,2 + 4,49* 12,2 2,948 11,6 +2,10° 10,1 +2,22 20,2 + 2,97 16,0 + 1,63
CI18:1 (n-7) 5,73+ 1,19 2,73 £0,33* 4,47+ 0,42 2,81 +0,31* 436+0,91 2,79 £0,28%*
C20:1 (n-9) 0,22+ 0,17 0,41 +0,09" 0,13 £ 0,07 0,19 + 0,028 0,21 +0,18 0,24 + 0,03
YMUFA/YSFA 0,82 + 0,24* 0,44 +0,11% 0,50 + 0,06" 0,39 + 0,078 0,75+ 0,11° 0,54 + 0,05%"
>PUFA 27,6 + 5,96" 41,2 +2.21% 42,9 +2,73* 45,1 + 2,54* 32,7 +2,62° 38,2 +1,46%"
>(n-6)-PUFA 22,7 +5,09¢ 13,2 +1,33¢ 40,1 £ 2,95° 32,4 +1,93% 27,8 +2,13" 19,0 + 0,855
C18:2 (n-6) 6,71 +1,21° 7,79 +0,57¢ 12,5+ 0,57 16,0 + 0,82%" 7,59 + 0,60° 9,33 + 0,40%"
C20:3 (n-6) 0,37 + 0,38 0,74 + 0,15 0,11+ 0,25 0,83 + 0,09* 0,35+ 0,48 0,75+0,11
C20:4 (n-6) 11,9 3,15 4,21 40,99 22,4+2,70° 14,9 + 1,64 17,5 + 1,94 8,55+0,51%
C22:4 (n-6) 0,30 + 0,04 0,05 + 0,05 0,95 £0,19° 0,20 + 0,02 0,36 +0,10° 0,09 +£0,01%°
C22:5 (n-6) 2,68 + 0,98 0,15 + 0,05 3,70 + 0,86" 0,11+0,03% 1,43 40,21 0,06 + 0,02
>(n-3)-PUFA 4,62 +0,94° 24,2 + 1,68 2,72+ 0,34" 12,6 + 0,93 4,80 + 0,57 19,1 £ 0,86
C18:3 (n-3) 0,03 0,03 4,87 +1,98" 0,03 +0,03 2,13+0,58% 0,03 +0,03 0,47 +0,69%
C20:5 (n-3) 0,27 +0,04* 5,01 £0,89" 0,07 £ 0,04 3,39 £0,59 0,12 +0,05" 7,52 +0,71%
C22:5 (n-3) 0,32£0,19 3,76 £0,27% 0,38 £0,27 2,01 £0,18 0,44 £0,15 2,51 £0,25%
C22:6 (n-3) 3,93 + 1,00" 10,3 + 1,98 2,14+0,21° 4,84 + 0,54 4,12 +0,52° 6,45 +0,71%
C20:3 (n-9) 3,39+ 0,97 0,53 +0,06"" 0,24 + 0,03 0,06 +0,01%" 3,38+ 1,15 0,54 +0,08""
C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) 0,25+ 0,09° 0,13 £0,02* <0,01° <0,01°¢ 0,20 + 0,07 0,06 +0,01%"

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);
*: signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-
SBO+LO) mittels #-Test (P<0,05); C20:4 (n-3) <0,01; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsiuren (monounsaturated fatty acids),
PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 26: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] von Neutrallipiden in der Leber von Ratten, deren Didten 30g/kg CLA,
SBO oder HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Diédten mit 50g/kg LO

Distfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO
YSFA 36,3 +1,94° 33,4 +2,69* 32,0 +2,09° 30,7 +2,39" 31,5+ 0,49" 31,3 £2,07*8
C14:0 1,91 +0,01° 1,10 £ 0,14%° 1,42+0,18° 0,79 + 0,458 1,49+ 0,16° 0,45 + 1,038
C16:0 27,0 + 0,44° 27,0+ 2,154 23.8+0,82° 24,1 +1,918 242 +0,87° 26,4 +1,63"
C18:0 7,02 + 1,57 4,85+ 0,814 6,73 + 1,12 535+1,18" 5,73 + 0,49 3,59 + 0,645
YMUFA 53,9 +5,23° 31,4 +3,72% 37,7+ 3,47 33,3 +4,33" 53,3 +£2,27° 47,0 + 1,834
C16:1 (n-7) 8,90 + 3,30 2,98 +0,72% 4,64+ 0,77 4,46+ 1,93 5,48 + 0,85 427+ 0,69*
C18:1 (n-9) 358+ 1,57 24,8 + 3.49% 25,7 +2,68° 26,7 + 3,588 40,4 + 3,05 41,8 + 1,624
C18:1 (n-7) 6,87 + 0,41 2,37+0,78% 6,06 + 0,29 1,32+ 1,17% 5,46 + 1,33 <0,01¢"
C20:1 (n-9) 0,63 +0,14 0,65 +0,12* 0,43 + 0,22 0,29 + 0,11 0,50 + 0,07 0,23 + 0,055
YMUFA/YSFA 1,49 + 0,22°° 0,94 +0,13¢" 1,18 £ 0,19" 1,09 + 0,12® 1,70 £ 0,08* 1,51 +0,11*
2PUFA 9,80 + 3,29" 35,2 +4,85%" 30,3+ 1,78° 36,0 +5,91* 15,2 + 2,29 21,7 + 2,90
Y.(n-6)-PUFA 7,60 £2,97¢ 7,78 + 0,88 28,4 + 1,50° 22,8 + 3,24 132+1,77° 8,53 +0,83"
C18:2 (n-6) 3,56 + 0,36° 6,44 + 0,79 14,0 + 1,14° 18,1 £2,12%° 5,51+0,29° 6,70 + 0,70
C20:3 (n-6) 0,13 +0,08° 0,16 +0,04® 0,55 +0,12° 0,28 + 0,09 0,31+ 0,06° 0,13 £0,03%"
C20:4 (n-6) 1,69+ 1,01° 0,75 + 0,25° 8,77 +1,23° 3,69 + 1,47 3,37 +0,84° 1,04 + 0,22
C22:4 (n-6) 0,11+0,16° <0,1 1,69 + 0,48° 0,06 + 0,09* 0,50 + 0,08° <0,1*
C22:5 (n-6) 0,60 + 0,40° <0,1* 2,13+0,71° <0,1* 0,56 +0,17° <0,1*

¥ (n-3)-PUFA 1,39 + 0,47 19,2 +3,62% 1,80 + 0,38 12,3 £2,57% 1,95 + 0,58 12,3 +2,11%
C18:3 (n-3) <0,1 12,5 +2,73% <0,1 7,44 +1,24% <0,1 7,55+ 1,34
C20:5 (n-3) 0,32+0,10 2,38 +0,52% <0,1 2,46 +0,91* <0,1 2,33 +0,70%
C22:5 (n-3) 0,38+ 0,17 2,07 +0,67% 1,07 +0,27 1,21+0,43"% 0,96 + 0,43 1,31 £0,34°
C22:6 (n-3) 0,68 £ 0,20° 2,11 £0,78% 0,71 £0,18" 1,12+0,38" 1,15+0,13 1,04 +0,20"
C20:3 (n-9) 1,34 +0,94° 0,31 +0,04" 0,27 +0,08" 0,17 £ 0,09% 2,56 +0,41° 0,57 £0,24"
C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) 0,76 + 0,10 0,47 £ 0,15* 0,03 +0,01° 0,05 + 0,04° 0,77 £ 0,11 0,54 +0,18"

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);
*: signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-
SBO+LO) mittels #-Test (P<0,05); C20:4 (n-3) <0,01; SFA: gesittigte Fettsiuren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsiuren (monounsaturated fatty acids),
PUFA: mehrfachungeséttigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 27: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] von Phosphatidylcholin in der Leber von Ratten, deren Diédten 30g/kg
CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Diiiten mit 50g/kg LO

Distfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO
YSFA 51,6 £ 5,11 48,2 + 0,95 46,0 + 1,08 45,2 + 0,91 45,7 1,39 46,1 £ 0,37°
C14:0 0,40 + 0,07 0,26 + 0,13*B 0,40 £ 0,05 0,32 +0,04" 0,41 + 0,04 0,24 +0,07%"
C16:0 22,8+3.13 24,5+ 0,68 24,7+ 0,13 22,8 +0,79%" 22,4+ 0,56 23.4+1,018
C18:0 28.1+1,70° 23,1 +1,35% 20,8 + 1,06° 21,8 + 1,248 22,9 +0,95° 22,2 + 1,098
YMUFA 15,0 + 9,41 10,6 + 2,358 11,3 £ 0,23 10,4 + 1,05® 15,1+ 0,71 13,7 £ 0,354
C16:1 (n-7) 2,89 +0,87° 0,87 0,17 1,17 +0,06° 1,18 £0,16° 1,27 +0,12° 1,33 +0,09%
C18:1 (n-9) 8,82 + 5,09 7,23 +2,058 5,90 + 0,30 6,14 +0,76° 9,39 + 0,03 9,35+ 0,36"
C18:1 (n-7) 2,69 + 3,53 2,11+ 0,288 3,90 + 0,29 2,70 + 0,294 3,89 + 0,70 2,58 + 0,254
C20:1 (n-9) 0,09 + 0,01 0,18+ 0,15 0,11+ 0,06 0,19 + 0,02 0,15+ 0,05 0,17+ 0,03
SMUFA/YSFA 0,30 + 0,21 0,22 + 0,05° 0,25 + 0,01 0,23 + 0,03® 0,33 £ 0,02 0,30 + 0,01*
>YPUFA 33,5+ 4,30 41,2 + 1,565 42,7 +1,25" 44,4 + 0,53* 39,2 + 1,46" 40,2 + 0,27°¢
2(n-6)-PUFA 28,9 + 3,08° 16,4 + 0,68 40,1 £ 1,31° 35,4+ 0,97 34,9 +1,48" 22,6 + 0,85
C18:2 (n-6) 6,04 + 0,26° 8,34+ 0,77 7,39 +0,14° 14,3 + 0,84%" 5,30 + 0,26° 9,37+ 0,29
C20:3 (n-6) 0,45 + 0,64 1,32 +0,18%* 0,71 + 0,04 1,23+0,11%* 1,08 £ 0,06 1,17+0,13
C20:4 (n-6) 14,5 + 4,45° 6,55+ 0,86 27,6 + 1,20 19,6 + 1,56*" 21,6 +0,50° 11,9 + 0,935
C22:4 (n-6) 0,38 +0,14° <0,1* 0,56 + 0,03* 0,11 +0,02* 0,12+0,10° 0,05+ 0,03
C22:5 (n-6) 3,77 + 1,85 0,12 + 0,05 3,56 + 0,58" 0,04 + 0,035 1,32+0,21° 0,05 + 0,025
¥ (n-3)-PUFA 4,45+ 1,19 24,3 +1,52%" 2,62+ 0,07 9,78 + 0,64 4,27 + 0,24* 18,6 + 0,81%"
C18:3 (n-3) <0,1 0,45 +0,10% <0,1 0,37 £ 0,06 <0,1 0,46 £ 0,07
C20:5 (n-3) 0,19+ 0,01 7,09 + 0,89 0,06 + 0,04 3,38+ 0,70 0,15+0,09 9,48 +0,74""
C22:5 (n-3) 0,22+0,16 3,95+ 0,38 0,40 + 0,02 1,46 + 0,14 0,38 + 0,06 2,14+0,21%
C22:6 (n-3) 3,89 +1,32° 12,5 + 1,254 1,86 0,19 4,29 + 0,39 3,53 +0,33° 6,30 + 0,39
C20:3 (n-9) 5,93 + 0,86 0,75+ 0,10*" 0,22 + 0,05 0,08 + 0,01 5,04 + 0,97 0,71 + 0,08
C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6)  0,42+0,07" 0,12 + 0,02 <0,01° <0,01¢ 0,23 +0,04° 0,06 +0,01%°

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05);
*: signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-
SBO+LO) mittels #-Test (P<0,05); C20:4 (n-3) <0,01; SFA: gesittigte Fettsiuren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesiittigte Fettsiuren (monounsaturated fatty acids),
PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 28: Fettsdurezusammensetzung [Gewichtsprozente: g/100g Fettsduren] von Phosphatidylethanolamin in der Leber von Ratten, deren Didten

30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Diiiten mit 50g/kg LO

Distfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO
YSFA 49,3 +2,39 40,1 +1,70%" 47,3 +2,80 36,7 £ 1,62% 52,7+ 10,8 37,0 £ 0,85%
C14:0 1,07+0,15 0,40 + 0,20* 0,45+ 0,17 0,41+ 0,07 0,70 + 0,38 0,44 + 0,04
C16:0 19,8 + 1,29 20,1 +0,85% 17,8 + 1,70 16,2 + 1,028 19,7 + 4,88 16,6 + 0,42
C18:0 28,5+ 1,25 192 +2.01* 29.1+1,22 19,8 + 1,84* 32,3+ 5,69 19,7 + 1,09%
YMUFA 30,9 + 7,66" 14,4 + 3,32%" 14,4 +3,21° 13,7 +2,18"% 25,7 + 6,17 17,7 + 1,63*"
C16:1 (n-7) 5,52 +2,92 1,63 + 0,49% 2,16 £ 0,29 1,94 + 0,50 3,94 + 1,69 2,02+ 0,28
C18:1 (n-9) 18,0 + 4,30° 8,88 + 2,595 6,99 +1,91° 8,15+1,778 15,9 +3,73° 12,1+ 1,16%
C18:1 (n-7) 5,77+ 1,39 2,93 + 0,30* 4,85+ 0,97 2,99 + 0,29* 5,55+ 1,23 2,92 +0,27*
C20:1 (n-9) 0,70 + 0,60 0,56 +0,14* 0,21 £0,11 0,21 + 0,03 0,10 £ 0,10 0,21 +0,06®
YMUFA/YSFA 0,62 + 0,12° 0,36 + 0,105 0,30 £ 0,05" 0,37 £ 0,078 0,48 + 0,02° 0,48 + 0,05*
YPUFA 19,8 + 10,1 45,5 + 2,505 38,3 +5,98 49,6 +1,75*" 30,3+ 10,9 45,3 +1,00%"
> (n-6)-PUFA 16,5+ 7,77 12,5+ 0,91 35,9 + 5,24 31,8+ 1,754 26,5 £ 9,65™ 18,0 + 0,755
C18:2 (n-6) 4,31 +0,38" 7,66 + 0,435 9,81 +0,74* 15,6 + 0,72%° 4,67 +2,09° 8,10+ 0,36
C20:3 (n-6) 0,29 + 0,07 0,60 + 0,10 0,50 + 0,09 0,74 +0,14* 0,70 £ 0,30 0,67 +0,08"B
C20:4 (n-6) 7,67 + 5,38 4,18 0,67 20,2 + 4,24 15,0 + 1,49* 15,6 + 6,28 9,06 + 0,66
C22:4 (n-6) <0,1 <0,1 0,85+ 0,21 0,23 + 0,03* <0,1 0,06 + 0,05
C22:5 (n-6) 1,80 + 1,48 0,10 + 0,06 4,31+ 1,50 0,12 +0,02*" 1,28 + 0,45 0,03 £ 0,045
> (n-3)-PUFA 3,22+2,28 30,1 + 2,41 2,33+ 0,74 17,8 £ 0,64 3,85+ 1,21 27,5+ 0,86"
C18:3 (n-3) <0,1 3,49 + 1,14 <0,1 2,37 + 0,74 <0,1 2,85 + 0,404
C20:5 (n-3) 0,55 + 0,40 5,37 +0,83% 0,03 + 0,06 4,48 + 0,45 0,46 + 0,23 9,46 + 0,76
C22:5 (n-3) <0,1 4,76 + 0,38 <0,1 2,75+ 0,20 <0,1 3,43 +£0,27%
C22:6 (n-3) 1,92 £ 1,61 16,2 + 2,40 2,18+ 0,56 7.95 + 0,98 3,45+ 1,51 11,6 + 0,755
C20:3 (n-9) 2,41+ 1,16 0,45 + 0,08 0,23 + 0,05 0,11 + 0,04 3,05+ 1,31 0,55+ 0,10%
C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) 0,35 +0,09" 0,11 +0,02" <0,01° <0,01¢ 0,19 +0,01° 0,06 +0,01°

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); *: signifikante

Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-SBO+LO)
mittels -Test (P<0,05); C20:4 (n-3) <0,01; SFA: gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids), MUFA: einfachungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids), PUFA:
mehrfachungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 29: Quotienten und Summen von (n-3)- und (n-6)-Fettsduren in Phosphatidylcholin der Leber von Ratten, deren Diiten 30g/kg CLA, SBO oder
HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Didten mit 50g/kg LO

Diitfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO

Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Desaturierungsprodukte
der a-Linolensiure

C20:5 (n-3)+C22:5 (n-3)+C22:6 (n-3) 54+1,0° 23,6 + 1,56 2,7+0,3° 9,12 + 0,60 4,4+02° 17,9 +0,79%
> C20-PUFA

C20:3 (n-6)+C20:4 (n-6)+C20:5 (n-3) 15,3 +4,5° 13.8+1,31° 284+ 1,3° 23,2+ 0,80 23,0+0,7° 21,6 + 0,45
[g/g]

A6- und AS-Desaturierung

C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6) 2,39 +0,63° 0,80 + 0,17%" 3,73 + 0,20° 1,38 + 0,18 4,09 +0,28" 1,27 +£0,12%°
C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) <0,1 16,4 + 3,74%° <0,1 9,16 + 1,21 <0,1 21,0 + 3,54"°
A4-Desaturierung

[C22:5 (n-3)+C22:6 (n-3)]/C20:5 (n-3)  17,0+2,5 2,32 +0,12%° 26,2 +3,5° 1,70 + 0,262 143 +1,7° 0,88 + 0,05
C22:6 (n-3)/[C20:5 (n-3)+C22:5 (n-3)] 4,41 + 0,53 1,13 £ 0,09 2,88 40,23 0,88 +0,09%° 3,87 £0,21° 0,54 + 0,06
(n-3)-PUFA/(n-6)-PUFA 0,19 £0,07° 1,57 £0,12%° 0,07 £0,01° 0,28 + 0,02 0,13 £0,02° 0,86 +0,07°"
C20:5 (n-3)/C20:4 (n-6) 0,02£0,02°  1.10+0,18%"  0,003£0,002°  0,18+0,05C  0,014£0,004°  080+0,11%

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); *: signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-SBO+LO)
mittels #-Test (P<0,05); PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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Tab. 30: Quotienten und Summen von (n-3)- und (n-6)-Fettsiuren in Phosphatidylethanolamin der Leber von Ratten, deren Diiten 30g/kg CLA, SBO
oder HO-SBO enthielten, vor und nach Supplementierung der Diten mit 50g/kg LO

Diitfett CLA CLA+LO SBO SBO+LO HO-SBO HO-SBO+LO

Gewichtsprozente [g/100g Fettsduren]

Desaturierungsprodukte
der a-Linolensiure

C20:5 (n-3)+C22:5 (n-3)+C22:6 (n-3) 2,8+272 26,3 +3,00% 24+1,8 15,2 +0,78% 32425 24,7 + 0,69
> C20-PUFA

C20:3 (n-6)+C20:4 (n-6)+C20:5 (n-3) 15,5+5,2° 10,0 + 1,44 21,3 +42° 19,8 + 1,014 16,7 + 6,4° 18,6 + 1,04*
[g/g]

A6- und AS-Desaturierung

C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6) 1,84 + 1,41 0,55 + 0,09 2,09 + 0,59 0,96 +0,11% 2,64+ 0,53 1,12 +£0,10%
C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) <0,1 1,73 +0,70%° <0,1 2,04 +0,57% <0,1 3,40 + 0,69*"

A4-Desaturierung

[C22:5 (n-3)+C22:6 (n-3)]/C20:5 (n-3) 4,58 +0,89" 3,94 + 0,25 5,01 +1,02° 2,38 +0,30%" 6,80 + 1,12 1,58 + 0,07
C22:6 (n-3)/[C20:5 (n-3)+C22:5 (n-3)] 3,01 +0,87° 1,59 + 0,122 0,85 +0,72° 1,10+ 0,14 2,92 +1,33% 0,90 + 0,07
(n-3)-PUFA/(n-6)-PUFA 0,18 + 0,04 2,40 + 0,24 0,07 +0,02° 0,57 +0,02¢" 0,12 £ 0,04 1,57 + 0,09
C20:5 (n-3)/C20:4 (n-6) 0,06 +0,03° 1,32 40,07 0,02 +0,01° 0,30 + 0,05 0,03 +0,02° 1,05+ 0,10%°

a,b,c; A,B,C: unterschiedliche hochgestellte Buchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); *: signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten innerhalb eines Basisfettes vor und nach LO-Supplementierung (CLA vs. CLA+LO; SBO vs. SBO+LO; HO-SBO vs. HO-SBO+LO)
mittels #-Test (P<0,05); PUFA: mehrfachungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids).
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3.2.3.5 Konzentration von Triglyceriden und Cholesterin in Leber und Plasma

Als weitere Parameter zur Charakterisierung des Lipidstoffwechsels wurden die
Konzentrationen an Triglyceriden und Cholesterin im Plasma und in der Leber von Ratten,
deren Diiten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach Supplementierung der Diiten
mit 50g/kg LO, bestimmt (Tabelle 32).

Die Triglyceridkonzentration im Plasma war unabhingig von der Art des eingesetzten
Diétfettes. Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten eine signifikant geringere Konzentration an
Cholesterin im Plasma, als die Ratten, denen SBO oder HO-SBO gegeben wurde.

Bei Fiitterung mit CLA war die Konzentration der Triglyceride in der Leber um den Faktor 2
héher als bei Fiitterung von SBO oder HO-SBO. Die Cholesterinkonzentration in der Leber

war unabhingig von der Art des eingesetzten Didtfettes.

Tab. 32: Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen im Plasma und in der Leber von Ratten,
deren Diidten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach Supplementierung

der Diiten mit 50g/kg LO
Diiitfett CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO
Plasma
[mmol/I]
Triglyceride 0,62 £0,27 0,60 £ 0,09 0,59 £ 0,11
Cholesterin 1,31 +0,29° 1,71 +0,14° 1,81 + 0,38
Leber
[mmol/g]
Triglyceride 14,9 + 4,28" 7,38 +3,67° 6,54 + 1,24
Cholesterin 5,92 £ 0,81 5,46 £ 0,54 5,82 +£0,30

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).

3.2.3.6 Aktivitit von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Fettsiure-Synthetase
in der Leber

Die Aktivitidt der G6PDH im Lebercytosol von Ratten, deren Didt CLA enthielt, war hoher als

bei den Tieren, die SBO als Diitfett erhielten, unterschied sich aber nicht von den Tieren, die

HO-SBO als Diitfett bekamen (Tabelle 33).

Bei Fiitterung mit CLA war die Aktivitit der FsS im Lebercytosol der Ratten hoher als bei

Fiitterung mit SBO oder HO-SBO (Tabelle 33).
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Tab. 33: Aktivitdt von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Fettséure-Synthetase im
Lebercytosol von Ratten, deren Diédten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten,
nach Supplementierung der Diiten mit 50g/kg LO

Diiitfett CLA+LO SBO+LO  HO-SBO+LO
[nmol NADPH/H" x mg™' Protein x min™']

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 43,9 + 6,04° 34,7 + 4,88° 42,5 + 5,83"
Fettsiiure-Synthetase 1,22+0,26°  0,74+0,19°  0,35+0,27°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05).

3.24 Einfluss des CLA-Gemisches auf die Bildung von Eicosanoiden in Ratten
3.24.1 Eicosanoidkonzentrationen in Leber und Plasma

Die Konzentration an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGF,, und PGE; im Plasma (Tabelle 34) und in
der Leber (Tabelle 35) war von der Art des Diétfettes abhéngig.

Im Plasma war die Konzentration an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGF,, und PGE; bei Ratten, deren
Didt SBO enthielt, am hochsten. Bei Fiitterung mit CLA war die Konzentration an 6-keto-
PGFi, und TXB; im Plasma signifikant geringer als bei Fiitterung mit HO-SBO. Die
Konzentration an PGF,, und PGE, im Plasma der Ratten, deren Didt CLA enthielt,
unterschied sich nicht von denen, die HO-SBO mit ihrer Diit erhielten. Der Quotient von 6-
keto-PGF,,/TXB, war bei Fiitterung mit CLA (MW £ SD; 0,014 £ 0,005) im Plasma
signifikant hoher als bei Fiitterung mit SBO (0,008 + 0,003) oder HO-SBO (0,007 + 0,002).

In der Leber war die Konzentration an 6-keto-PGF,,, TXB, PGF,, und PGE, bei Ratten,
deren Diit SBO enthielt, am hochsten. Bei Fiitterung mit CLA war die Konzentration an
TXB,, PGF,, und PGE; in der Leber signifikant geringer als bei Fiitterung mit HO-SBO. Die
Konzentration an 6-keto-PGF in der Leber unterschied sich nicht zwischen der CLA- und
HO-SBO-Gruppe. Der Quotient von 6-keto-PGF,/TXB, war bei Fiitterung mit CLA (MW =+
SD; 0,69 + 0,38) in der Leber signifikant hoher als bei Fiitterung mit HO-SBO (0,33 + 0,14)
unterschied sich jedoch nicht von den Tieren, die SBO in der Diit hatten (0,54 + 0,13).

3.2.4.2 SPLA,-Aktivitat in Leber und Plasma

Bei Fiitterung mit SBO war die Aktivitit der SPLA, im Plasma signifikant hoher als bei
Fiitterung mit CLA oder HO-SBO (Tabelle 34).

In den Lebermikrosomen war bei Fiitterung mit CLA die sPLA,-Aktivitdt geringer als bei
Fiitterung mit SBO oder HO-SBO (Tabelle 35). Im Lebercytosol hatten die Diiitfette keinen
Effekt auf die sSPLA,-Aktivitédt (Tabelle 35).
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Tab. 34: Konzentration an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGF,,, PGE,; und sPLA,-Aktivitit im Plasma

von Ratten, deren Didten 30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach
Supplementierung der Didten mit 50g/kg LO

Diitfett CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO
Eicosanoide

[ng/ml]

6-keto-PGF |, 0,11 +0,04° 0,40 +0,14° 0,21 + 0,06
TXB, 8,76 + 5,39° 45,0 + 6,47 32,7 +15,3°
PGFaq 0,44 £0,19° 2,91 +0,82° 0,83 +0,39°
PGE, 0,67 +0,27° 3,52+ 1,82° 1,30 0,58
sPLA,-Aktivitt 33,8+ 5,82° 454 + 8,77 34,0 +4,89°
[nmol/min/ml]

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); 6-keto-PGF,: 6-keto-Prostaglandin F;,, TXB,:
Thromboxan B,, PGF,,: Prostaglandin F,,, PGE,: Prostaglandin E,, sPLA,: sekretorische Phospholipase A,

Tab. 35: Konzentration an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGF,,, PGE,, sPLA,-Aktivitéit und relative
mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 in der Leber von Ratten, deren Didten
30g/kg CLA, SBO oder HO-SBO enthielten, nach Supplementierung der Didten mit

50g/kg LO
Distfett CLA+LO SBO+LO HO-SBO+LO
Eicosanoide
[ng/g]
6-keto-PGF 1,46 + 0,36 4,49 +0,95° 2,00 £ 0,60°
TXB, 2,47 £0,84° 8,03 +0,71° 7,16 £ 1,50
PGFq 6,81 +2,44° 35,7 + 8,59 18,1 +£5,79°
PGE;, 2,66 £ 0,42° 13,8 + 4,74 7,11 £1,98°
sPLA,-AKktivitit
[nmol/min/mg Protein]
Mikrosomen 1,93 +0,22° 2,16 +0,27° 2,20 +£0,20°
Cytosol 1,73 +£0,11 1,72 £ 0,16 1,84 0,20
Cyclooxygenase-1 mRNA 0,47 +0,22 0,72+ 0,23 0,66 + 0,34

[%/GAPDH]

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Grup-

pen im Mittelwertvergleich mit Fisher-Test (P<0,05); 6-keto-PGF,,,: 6-keto-Prostaglandin F,,, TXB,:
Thromboxan B,, PGF,,: Prostaglandin F,,, PGE,: Prostaglandin E,, sPLA,: sekretorische Phospholipase A,,

COX-1: Cyclooxygenase-1, GAPDH: Glycerinaldehyd-phosphat-dehydrogenase.
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3.24.3 mRNA-Konzentration von Cyclooxygenase-1 und Cyclooxygenase-2 in der
Leber

Um den Einfluss der Diétfette auf die Bildung von Eicosanoiden ndher zu betrachten, wurde

die Wirkung von CLA, SBO und HO-SBO auf die mRNA-Konzentration von COX-1 und

COX-2 der Leber untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 35 dargestellt.

Die relative mRNA-Konzentration der COX-1 in der Leber war unabhédngig von der Art der

Diatfette. Die mRNA-Konzentration von COX-2 lag bei den gewdhlten methodischen

Bedingungen unter der Nachweisgrenze.
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4 Diskussion

4.1 Zellwachstum und Lebensfihigkeit von Hep G2-Zellkulturen

Der Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf die Lebensfahigkeit und
auf das Wachstum von Zellkulturen ist konzentrations-, zeitabhdngig und zellspezifisch
(IGARASHI AND MIYAZAWA 2001, CANTWELL ET AL. 1999). Es wurde gezeigt, dass CLA das
Zellwachstum von Krebszellen durch eine erhdhte Lipidperoxidation hemmt und somit
toxisch auf Zellen wirkt (SCHONBERG AND KROKAN 1995, DEVERY ET AL. 2001). In der
vorliegenden Arbeit hatten cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in Konzentrationen
bis zu 100pmol/l keinen Einfluss auf das Zellwachstum und die Lebensféhigkeit von Hep G2-
Zellen. Die Ergebnisse stimmen mit denen von JUN ET AL. (2000) iiberein, die ebenfalls in
thren Versuchen mit Hep G2-Zellen nach 24stiindiger Inkubation mit 50, 100 und 250umol/l
cis-9,trans-11 CLA keine Verdnderungen in der Lebensfahigkeit dieser Zellen feststellten.
Erst ab einer Konzentration von 500pumol/l cis-9,trans-11 CLA war in diesen Versuchen die
Hep G2-Zelllebensfdhigkeit signifikant geringer als die der ohne CLA inkubierten Zellen
(JUNET AL. 2000). LIN ET AL. (2001) konnten keine Beeintrachtigung der Lebensfahigkeit von
Hep G2-Zellen nach Sstiindiger Inkubation mit jeweils Immol/l cis-9,trans-11 CLA oder
trans-10,cis-12 CLA nachweisen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA in
Konzentrationen bis zu 100umol/l bei 24stiindiger Inkubation nicht toxisch auf Hep G2-

Zellkulturen wirkten.

4.2 Morphologie von Hep G2-Zellkulturen

In der vorliegenden Zellkulturstudie erschien die morphologische Gestalt, der mit 100pmol/l
cis-9,trans-11 CLA oder 100umol/l trans-10,cis-12 CLA 24h inkubierten Hep G2-Zellen,
unregelméBig und aufgebliht (Abbildung 3B und 3C), obgleich diese Zellen nicht grofer
waren als die Kontrollzellen. Unter dem Lichtmikroskop bei 100-facher Vergrof8erung waren
nach 24stiindiger Inkubation mit jeweils 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12
CLA dunkle Tropfchen in den Hep G2-Zellen zu sehen (Abbildung nicht dargestellt).

Die morphologische Gestalt von Hep G2-Zellen ist denen von humanen Hepatozyten in
Kultur sehr dhnlich (BALLET ET AL. 1984, GUGUEN-GUILLOUZO ET AL. 1982). Im Gegensatz
zu Hepatozyten des Menschen oder der Ratte besitzen sie einen grolen Nukleus von 8-12um.
GroBe Vakuolen, von denen einige nach Anfirben mit Olrot als Lipidtropfen identifiziert
werden konnten, wurden im Zytoplasma beobachtet (BOUMA et al. 1989). Mitochondrien,

Lysosomen, Desmosomen, das rauhe endoplasmatische Retikulum, der Golgi Apparat mit
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mehreren Dictyosomen sowie Gallenkandle, auf beiden Seiten durch tight junctions
abgeschlossen und mit langen Mikrovilli versehen, nicht aber Peroxysomen, konnten auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Hep G2-Zellen identifiziert werden (BOUMA ET
AL. 1989). Fettsduren (Linol-, Olséure, cis-9,trans-11 CLA, trans-10,cis-12 CLA), die dem
Zellmedium zugesetzt werden, reichern sich in den Lipiden von Hep G2 Zellen an (LIN ET AL.
2001). Gleiche Feststellungen machten auch DOKKO und seine Arbeitsgruppe (1998). Nach
Inkubation von Hep G2-Zellen mit Stearin-, Ol-, Linol- oder a-Linolensidure wurden unter
dem Lichtmikroskop zahlreiche intrazelluldre Lipidtropfchen sichtbar.

Die unter dem Lichtmikroskop erkennbaren dunklen Tropfchen in den Hep G2-Zellen
konnten aus Lipideinlagerungen nach Inkubation mit jeweils 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA
oder trans-10,cis-12 CLA resultieren. Die Lipideinlagerungen konnen auf erhdhte
Triglyceridkonzentrationen nach Inkubation der Zellen mit 100pmol/l CLA-Isomere (Tabelle
18) zuriickgefiihrt werden.

4.3 Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung von Ratten

Einige Studien zeigten, dass CLA bei ad libitum Fiitterung zu vermindertem Futterverzehr
flihren kann (BADINGA ET AL. 2003, BASSAGANYA-RIERA ET AL. 2001). Daher wurde im
Tierversuch dieser Studie ein restriktives Fiitterungsregime angewendet. Im Vergleich zur ad
libitum Fitterung ermoglichte die restriktive Fiitterung eine gleiche Verzehrsmenge bei allen
Tieren.

In der vorliegenden Studie konnten zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen (CLA,
SBO, HO-SBO) keine Unterschiede in der Gewichtsentwicklung der Tiere nachgewiesen
werden. Bei Méusen (TERPSTRA ET AL. 2002, ROCHE ET AL. 2002, BELURY AND KEMPA-
STECZKO 1997), Ratten (SzyMCzYK ET AL. 2000) und Hiihnern (SzZyMCzYK ET AL. 2001)
wurden nach Fiitterung mit Didten, welche mehr als 1% CLA enthielten, ein vermindertes
Korperwachstum festgestellt. Der Einfluss von CLA auf das Korpergewicht wird auf
Verdnderungen in der Korperzusammensetzung zuriickgefiihrt (JAHREIS ET AL. 2000). Bei
Ratten und Maiusen, deren Didt CLA enthielt, wurde trotz gleichbleibender Futteraufnahme
eine verminderte Gewichtsentwicklung beobachtet, die auf einen geringeren Korperfettgehalt
zuriickgefiihrt werden konnte (STANGL 2000A, WEST ET AL. 1998).

Aufgrund der Untersuchungen, die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, kann
keine Aussage iiber den Gesamtkorperfettgehalt der Ratten getroffen werden; der

Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf Leber und Plasma der Tiere.
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4.4 Lebergewicht von Ratten

In der vorliegenden Studie war nach Fiitterung mit CLA das Lebergewicht der Ratten erhdht.
Ein Anstieg des Lebergewichtes durch CLA in der Didt wurde auch in Médusen (TERPSTRA ET
AL. 2002, MINER ET AL. 2001, DELANY ET AL. 1999, WEST ET AL. 1998), Hamstern
(DEDECKERE ET AL. 1999) und Hiihnern (BADINGA ET AL. 2003) nachgewiesen. WARREN ET
AL. (2003) stellten in einer Studie an Méausen fest, dass nach Fiitterung mit einer trans-10,cis-
12 CLA-angereicherten Didt das Lebergewicht anstieg, was mit einem Anstieg der
Leberlipide einherging. In Ratten fiihrt eine erhdhte de novo Fettsduresynthese zur
Triglyceridanreicherung in der Leber und zu einem Anstieg des Lebergewichtes (BALTZELL
AND BERDANIER 1985, NACE AND SZEPESI 1976).

Somit konnte in der vorliegenden Studie das hohere Lebergewicht von Ratten, deren Didt
CLA enthielt, aus signifikant héheren Triglyceridkonzentrationen in der Leber (Tabelle 32)

dieser Tiere resultieren.

4.5 Einfluss konjugierter Linolsiduren (cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12
CLA) auf den Lipidstoffwechsel von Hep G2-Zellkulturen und der
Rattenleber

4.5.1 Cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in Lipiden und Lipidfraktionen

Es ist bekannt, dass sich CLA-Isomere und deren Metabolite in NL und Phospholipide von
Zellkulturen inkorporieren (EVANS ET AL. 2001, PARK ET AL. 2000, JUN ET AL. 2000, L1U AND
BELURY 1998).

Auch in der vorliegenden Zellkulturstudie zeigte die gaschromatographische Analyse der
Fettsduren einen Einbau von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in die Lipide von
Hep G2-Zellen. Bereits nach 0,5stiindiger Inkubation mit jeweils 10umol/l cis-9,trans-11
CLA oder trans-10,cis-12 CLA wurden die CLA-Isomere in geringen Konzentrationen, von
0,8 bis 0,9g pro 100g Fettsduren, in den Zelllipiden analysiert. Nach 24stiindiger Inkubation
von Hep G2-Zellen mit jeweils 25umol/l cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA
wurden die CLA-Isomere in moderaten Konzentrationen, von 2 bis 4g pro 100g Fettsduren, in
den Phospholipiden der Zellen nachgewiesen. In der Leber von Ratten und Méiusen, deren
Didt CLA enthielt, konnten CLA-Isomere in der selben GroBenordnung analysiert werden
(HAYEK ET AL. 1999, STANGL 2000A). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass cis-9,trans-11
CLA und trans-10,cis-12 CLA in Lipiden von Hep G2-Zellen nach Inkubation mit jeweils
25umol/l CLA-Isomere in einem physiologischen Bereich lagen. Hingegen wurden nach
Inkubation mit jeweils 100pmol/l cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA sehr hohe
Konzentrationen an CLA-Isomere, von 7 bis 15g pro 100g Fettsduren, in PC und PE
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analysiert. Die vierfach hohere Konzentration von 100pmol/l CLA in den hier durchgefiihrten
Versuchen mit cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA wurde gewéhlt, um Effekte im
Lipid- und Eicosanoidstoffwechsel von Hep G2-Zellen zu verdeutlichen. Sie wirkt dennoch
nicht toxisch auf Hep G2-Zellkulturen (LIN ET AL. 2001, JUN ET AL. 2000).

Hinsichtlich der Verteilung der CLA-Isomere in Lipidfraktionen von Hep G2-Zellen zeigten
sich in den hier durchgefiihrten Untersuchungen Unterschiede. In NL war der Anteil beider
CLA-Isomere hoher als der in PC und PE. Die Ergebnisse konnten mit denen einer Studie an
Hep G2-Zellkulturen verglichen werden, in der der Anteil von cis-9,trans-11 CLA in
Triglyceriden hoher war als der in Phospholipiden (JUN ET AL. 2000). Die Autoren
schlussfolgerten daraus, dass cis-9,trans-11 CLA bevorzugt als Substrat fiir die Synthese von
Triglyceriden verwertet wird und weniger fiir die Synthese von Phospholipiden. In PE von
Hep G2-Zellen der vorliegenden Arbeit war der Anteil von cis-9,trans-11 CLA hoher als der
von trans-10,cis-12 CLA. Bei 3T3-L1 Preadipocyten bestimmten EVANS et al. (2001) hohere
Konzentrationen an cis-9,trans-11 CLA in Phospholipiden nach Behandlung der Zellen mit
cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA. Nach Inkubation von Brustkrebszellen mit cis-
9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA wurde das trans-10,cis-12 CLA-Isomer schnell in
Membranphospholipide inkorporiert und auch schnell wieder umgesetzt, wobei das cis-
9,trans-11 CLA-Isomer ldnger gespeichert wurde (MA ET AL. 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wére festzuhalten, dass sich cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA zeit- und konzentrationsabhingig in Lipide von Hep G2-Zellen
inkorporierten, v.a. in NL und in geringem Maf3e in die Phospholipide PC und PE.

Wie andere mehrfach ungesittigte Fettsduren, inkorporieren sich CLA-Isomere und deren
Metabolite in NL und Phospholipide verschiedener Gewebe von Modelltieren (SCHAFER ET
AL. 2001, MOYA-CAMARENA ET AL. 1999, BELURY AND KEMPA-STECZKO 1997, IP ET AL.
1996, Ip ET AL. 1991, HA ET AL. 1990). Die CLA-Konzentrationen von 0,6 bis 1,7g pro 100g
Fettsduren in den Leberphospholipiden der Tiere, deren Didt CLA enthielt, sind mit denen aus
anderen Tierstudien zu vergleichen (STANGL 2000A). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
am Modelltier Ratte zeigen, dass in der Leber der Tiere, deren Didt CLA enthielt, die
hochsten Anteile von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in NL analysiert wurden.
Die Ergebnisse konnten mit denen anderer Studien an Méausen (HAYEK ET AL. 1999) und
Ratten (CANTWELL ET AL. 1999) verglichen werden, in denen der Anteil an CLA-Isomeren in
NL groBer war als der in Phospholipiden.

Die Ergebnisse der Studie am Modelltier Ratte zeigen weiterhin, dass die Verteilung von cis-

9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in der Leber unterschiedlich zum Verteilungsmuster
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in der Didt war. In NL und PE der Rattenleber war der Anteil von cis-9,trans-11 CLA hoher
als der Anteil von trans-10,cis-12 CLA. Auch in anderen Tierstudien wurde festgestellt, dass
der Anteil des cis-9,trans-11 CLA-Isomers in Phospholipiden von Leber (BANNI ET AL. 2001,
BELURY AND KEMPA-STECZKO 1997), Haut (KAVANAUGH ET AL. 1999) und Knochen (L1 AND
WATKINS 1998) und in NL von Brust (IP ET AL. 1999) und Muskeln (EGGERT ET AL. 2002)
hoher war als der Anteil des trans-10,cis-12 CLA-Isomers. In der vorliegenden Studie konnte
der geringere Anteil von trans-10,cis-12 CLA in den Lipiden der Rattenleber im folgendem
Zusammenhang stehen. In vitro an Leberschnitten von Ratten, die mit cis-9,trans-11 CLA
oder trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden, war die Sekretion von trans-10,cis-12 CLA als
Teil von VLDL um das Doppelte hoher als von cis-9,trans-11 CLA (GRUFFAT ET AL. 2003).
Bei Ratten konnten sowohl SEBEDIO ET AL. (1997) als auch BANNI ET AL. (2001) nach
Fiitterung einer CLA-haltigen Diét in den Leberlipiden konjugierte Isomere der Linolensiure,
der Eicosatriensdure und der Arachidonsdure nachweisen. Dabei war die Menge an
konjugierter Arachidonsdure, welche aus trans-10,cis-12 CLA desaturiert und elongiert
wurde, in den Leberlipiden der Tiere hoher als an konjugierter Arachidonsdure, die aus cis-
O,trans-11 CLA gebildet wurde (SEBEDIO ET AL. 1997). In der vorliegenden Arbeit waren
CLA-Metabolite in den Lipiden der Rattenleber nicht messbar. Fiir die Identifizierung von
CLA-Metaboliten in biologischen Proben sind Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
oder Massenspektrometrie leistungsfahiger als die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Gaschromatographie (BANNIET AL. 2001, SEBEDIO ET AL. 1997).

Es kann davon ausgegangen werden, dass cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA in der
Leber von Ratten, deren Didt CLA enthielt, unterschiedlich metabolisiert wurden. Cis-9,trans-
11 CLA wurde bevorzugt in die Leberlipide inkorporiert. Moglicherweise wurde trans-10,cis-
12 CLA bevorzugt in seine Metabolite desaturiert und elongiert und/oder bevorzugt als Teil

von VLDL aus der Leber transportiert.

4.5.2 A9-Desaturierung von gesittigten Fettsiuren, SFA und MUFA in Lipiden
und Lipidfraktionen

Zellkulturstudien zeigten zeit- und konzentrationsabhdngige Verdnderungen in der
Fettsdurezusammensetzung von Membranlipiden durch CLA (MA ET AL. 2002, CHUANG ET
AL. 2001). In der vorliegenden Arbeit war bereits nach 0,5stiindiger Inkubation von Hep G2-
Zellen mit jeweils 100umol/l cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA der Anteil an
MUFA in den Zelllipiden verringert. Der geringere Anteil an MUFA in Hep G2-Zelllipiden
konnte in einer Verdringung der MUFA aus Lipidfraktionen durch die CLA-Isomere
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begriindet sein, da eine Inkorporierung von CLA in gleiche Lipidfraktionen wie die von
Olséure erfolgt (GRUFFAT ET AL. 2003, BANNIET AL. 2001, BELURY ET AL. 1997).

Der Anteil an SFA in Lipiden von Hep G2-Zellen war nach 24stiindiger Inkubation der Zellen
mit 25 oder 100pumol/l trans-10,cis-12 CLA erhoht und der Anteil an MUFA sowie der
Quotient von MUFA/SFA, als Indikator fiir die A9-Desaturierung, verringert. Die Ergebnisse
der vorliegenden Zellkulturstudie sind mit denen aus anderen Zellkulturstudien vergleichbar,
bei denen nach Inkubation mit trans-10,cis-12 CLA der Anteil an SFA erh6ht und der Anteil
an MUFA in den Lipiden vermindert war (CHOI ET AL. 2001, PARK ET AL. 2000, CHOI ET AL.
2000). In einer Studie an Adipozyten wurde, nach Behandlung mit trans-10,cis-12 CLA, der
geringere Anteil an MUFA auf eine gehemmte Genexpression der A9-Desaturase
zuriickgefiihrt (CHOI ET AL. 2000). In der vorliegenden Studie hatte trans-10,cis-12 CLA
keinen Einfluss auf die mRNA-Konzentration der A9-Desaturase. In Hep G2-Zellen reguliert
trans-10,cis-12 CLA die Aktivitit der A9-Desaturase hauptsdchlich durch posttranslationale
Mechanismen, indem eine Bindung des CLA-Isomers an die aktive Seite oder an eine
unidentifizierte allosterische Seite des Enzymmolekiils erfolgt (CHOI ET AL. 2001). Dabei ist
eine cis-12 Doppelbindung gekoppelt mit einer trans-10 Doppelbindung als Strukturmerkmal
fir die Hemmung der A9-Desaturase-Aktivitit verantwortlich (PARK ET AL. 2000). Aus
technischen Griinden konnte in der vorliegenden Arbeit die Aktivitdtsmessung der A9-
Desaturase nicht durchgefiihrt werden.

In der vorliegenden Studie wird weiterhin gezeigt, dass der Quotient von MUFA/SFA nach
24stiindiger Inkubation mit cis-9,trans-11 CLA geringer war als in den Kontrollzellen. Dies
deutet darauf hin, dass auch cis-9,trans-11 CLA die A9-Desaturierung in Hep G2-Zellen
hemmte. Allerdings wurde dieser Effekt nur nach Inkubation der Zellen mit der hohen
Konzentration von 100pumol/l cis-9,trans-11 CLA festgestellt, welche nicht physiologisch
relevant ist.

Es konnte gezeigt werden, dass in den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit den CLA-
Isomeren trans-10,cis-12 CLA die A9-Desaturierung von gesittigten Fettsduren in Hep G2-
Zellen hemmte. Moglicherweise hemmte trans-10,cis-12  CLA  aufgrund von

Strukturmerkmalen die Aktivitdt der A9-Desaturase.

In Studien an Méusen (BELURY AND KEMPA-STECZKO 1997), Hamster (DEDECKERE ET AL.
1999) und Hihnern (Szymczk ET AL. 2001) verdnderte CLA in der Didt die
Fettsdurezusammensetzung von Leberlipiden. Die Fiitterung mit CLA fiithrte zu hoéheren

Anteilen an SFA und geringeren Anteilen an MUFA in Lipiden von Hiithnern (BADINGA ET
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AL. 2003, CHERIAN ET AL. 2002B, SCHAFER ET AL. 2001, SIMON ET AL. 2000), Schweinen
(BEE 2001) und Ratten (BANNIET AL. 2001, MOYA-CAMARENA ET AL. 1999, L1 AND WATKINS
1998). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Ratten, deren Didt CLA enthielt,
die hochsten Anteile an SFA in PC und PE und den geringsten Quotient von MUFA/SFA in
NL der Leber hatten. Aus Studien an Ratten und Méusen geht hervor, dass Veranderungen in
der Fettsdurezusammensetzung von Membranphospholipiden auf die verminderte
Genexpression der A9-Desaturase zuriickzufiihren ist (CHOI ET AL. 2000, NTAMBI 1999, LEE
ET AL. 1998). Nach Fiitterung mit CLA konnte der geringere Quotient von MUFA/SFA in den
Leberlipiden von Méiusen auf eine verminderte Aktivitit der A9-Desaturase und auf eine
geringere mRNA-Expression dieses Enzyms zuriickgefiihrt werden (LEE ET AL. 1998). In der
vorliegenden Studie hatte CLA keinen Einfluss auf die mRNA-Expression der A9-Desaturase
in der Leber. Somit ist zu vermuten, dass CLA die Aktivitdt der A9-Desaturase in der Leber
verminderte.

Zusammenfassend wire festzuhalten, dass CLA die A9-Desaturierung von gesittigten
Fettsduren in der Leber der Ratten hemmte. Weil ein hoher Anteil an SFA in Phospholipiden
die Rigiditdt der Membran erhoht (NTAMBI 1999), konnte der hohe Anteil an SFA in
Leberphospholipiden der Ratten, deren Didt CLA enthielt, zu Verdnderungen in der
Membranfluidiét gefiihrt haben.

4.5.3 Desaturierung von Linolsiure und a-Linolensiure, (n-6)- und (n-3)-PUFA in
Lipiden und Lipidfraktionen

Nach 24stiindiger Inkubation von Hep G2-Zellen mit 25umol/l trans-10,cis-12 CLA wurden
in PC der Zellen geringere Konzentrationen an Arachidonsdure ermittelt, was auf eine
gestorte Desaturierung von Linolsdure durch trans-10,cis-12 CLA hindeutet. Da Linolsédure
und a-Linolensdure durch die selben Enzyme desaturiert und elongiert werden (BRENNER
1989), wire zu erwarten, dass die Desaturierung von o-Linolensdure ebenfalls durch CLA
gestort wird.

Weil der Anteil an (n-6)- und (n-3)-Fettsduren in den Phospholipiden von Hep G2-Zellen in
den durchgefiihrten Experimenten gering war (Tabelle 11) und um die A6- und AS-
Desaturierung von Linol- und a-Linolensdure in Hep G2-Zellen zu untersuchen, wurde das
Zellmedium mit C18:2 (n-6) oder C18:3 (n-3), als Substrat fiir die A6-Desaturase,
supplementiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass nach 24stiindiger
Inkubation von Hep G2-Zellen mit 25umol/l trans-10,cis-12 CLA die Konzentration an C18:2
(n-6) und C18:3 (n-3) in PC und PE der Zellen erh6ht und die Konzentration an C20:4 (n-6)
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und C20:5 (n-3) verringert war (Tabelle 13 und 14). Auch die Quotienten von C20:4 (n-
6)/C18:2 (n-6) und C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3), welche Riickschliisse auf die A6- und AS5-
Desaturierung geben (ANGELETTI AND DEALANIZ 1995), waren nach Inkubation der Zellen
mit trans-10,cis-12 CLA verringert. Die Ergebnisse sind mit einer Studie an Brustkrebszellen
vergleichbar, in der nach Behandlung mit trans-10,cis-12 CLA angereichertem CLA-Gemisch
die Synthese von Arachidonsidure gehemmt wurde, was zu hoheren Anteilen an Linolsiure
und geringeren Anteilen an Arachidonsiure in PC und PE fiihrte (MA ET AL. 2002). In einer
Humanstudie von SMEDMAN AND VESSBY (2001) wurden nach Aufnahme von 4,2g CLA pro
Tag geringere Anteile an C20:3 (n-6) in Serumlipiden bestimmt, was die Autoren auf eine
Hemmung der A6-Desaturase-Aktivitit zurlickfithrten. Im Gegensatz zu BRETILLON ET AL.
(1999) und CHUANG ET AL. (2001), die in Rattenlebermikrosomen und transformierter
Hefekulturen eine hohere Aktivitdt des cis-9,trans-11 CLA-Isomers auf die A6-Desaturase
nachwiesen, zeigte in der vorliegenden Studie cis-9,trans-11 CLA keinen Effekt auf die A6-
und AS5-Desaturation. Einen Einfluss von trans-10,cis-12 CLA auf die mRNA-Expression der
A6-Desaturase, welche das mengenlimitierende Enzym in der Desaturierung von Linolsdure
und o-Linolensdure ist (BRENNER 1989), kann im Rahmen dieser Studie ausgeschlossen
werden. Allerdings war die relative mRNA-Konzentration der AS-Desaturase nach Inkubation
der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA verringert. Weil die AS5-Desaturase fiir die
Bildung langkettiger PUFA nicht mengenlimitierend ist (BRENNER 1989) und eine
verminderte A6-Desaturase-Aktivitit in vitro gewdhnlich mit einer Inhibierung der AS-
Desaturase einhergeht (POISSON 1985, BRENNER 1981), ist anzunehmen, dass in der
vorliegenden Arbeit nach Inkubation der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA die
Aktivitdt der A6-Desaturase vermindert war. Aus technischen Griinden konnte in der
vorliegenden Arbeit die Aktivitdt der A6-Desaturase nicht bestimmt werden.

Um den Einfluss von cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA auf die A4-Desaturierung
in Hep G2-Zellen zu untersuchen, wurde das Zellmedium mit C20:4 (n-6) oder C20:5 (n-3)
supplementiert. Die Konzentration an C22:4 (n-6) und C22:5 (n-6) in PC und PE von Hep
G2-Zellen waren nach Inkubation der Zellen mit C20:4 (n-6) sehr gering (Tabelle 15). Im
Gegensatz dazu kam es nach Inkubation von Hep G2-Zellen mit C20:5 (n-3) zu einem
Anstieg von C22:5 (n-3) und C22:6 (n-3) in den Phospholipiden der Zellen (Tabelle 16). Dass
C20:5 (n-3) besser elongiert und desaturiert wurde als C20:4 (n-6), ist auf eine bevorzugte
Desaturation und Elongation von (n-3)-PUFA durch in diesem Zusammenhang stehenden
Enzyme in Hep G2-Zellen zuriickzufiihren (FUJIYAMA-FUJIWARA ET AL. 1992). Die

24stlindige Inkubation der Hep G2-Zellen mit 25umol/I trans-10,cis-12 CLA fiihrte zu einem
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geringeren Quotient von C22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) in PC und PE der Zellen, welcher
Riickschliisse auf die A4-Desaturierung gibt (ANGELETTI AND DEALANIZ 1995). Cis-9,trans-11
CLA zeigte in diesem Zusammenhang keine Effekte.

Es kann davon ausgegangen werden, dass in den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit cis-
9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA ausschlieBlich das trans-10,cis-12 CLA-Isomer die
A6- und AS5-Desaturierung von Linolsédure und die A6-, AS- und A4-Desaturierung von o.-
Linolensdure in Hep G2-Zellen hemmte. Eine Hemmung der Desaturierung von Linol- und a-
Linolensdure ist von  physiologischer  Relevanz, weil die Produkte der
Desaturation/Elongation, die C20- und C22-PUFA, wichtige Bestandteile von
Membranlipiden sind und somit Einfluss auf Membraneigenschaften nehmen (STUBBS AND

SMITH 1984).

Ein Ziel der vorliegenden Studie am Modelltier Ratte war es, ein moglicher Einfluss von CLA
auf den Stoffwechsel der a-Linolenséure zu untersuchen. Hierfiir wurden den Tieren 4
Wochen verschiedene Basisdidten verabreicht, in denen sich der Lipidmetabolismus der
Ratten an die verschiedenen Diitfette (CLA, SBO, HO-SBO) adaptierte. In den meisten
Tierstudien werden die Effekte von CLA in der Didt mit Didten verglichen, die pflanzliche
Ole reich an Linolsdure enthalten (STANGL 2000B, SIMON ET AL. 2000). Es ist bekannt, dass
der Fettsduremetabolismus von Tieren durch die Fettsdurezusammensetzung der Didt, v.a. von
den Mengen an SFA, MUFA und PUFA sowie von dem Verhéltnis zwischen (n-6)- und (n-
3)-PUFA, stark abhdngig ist (BRENNER 1989). Deshalb kénnen die Wirkungen von CLA nur
unter Beriicksichtigung der Kontrollfette interpretiert werden. Nach der anfianglichen 4-
wochigen Fiitterungsperiode waren die Anteile an (n-6)- und (n-3)-PUFA in den
Leberphospholipiden nach Fiitterung mit CLA denen nach Fiitterung mit HO-SBO #hnlicher
als denen nach Fiitterung mit SBO. Ratten, deren Diit CLA enthielt, hatten einen geringeren
Anteil an Arachidonsdure und einen hoéheren Anteil an (n-3)-PUFA in den
Leberphospholipiden. Der Quotient von (n-3)-PUFA/(n-6)-PUFA war nach Fiitterung mit
CLA in den Leberphospholipiden am hdchsten. Die verdnderte Fettsdurezusammensetzung
der Leberphospholipide durch CLA stimmt mit Studien aus der Literatur {iberein
(TISCHENDORF ET AL. 2002, SIMON ET AL. 2000, STANGL 2000A, L1 AND WATKINS 1998).

Nachdem die Diiten in der 5. Woche mit LO supplementiert wurden, erhdhte sich der Anteil
an (n-3)-PUFA in den Leberphospholipiden der Ratten aller drei Behandlungsgruppen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass das Basisfett in der Didt einen Einfluss auf

die Konzentration an (n-3)-PUFA sowie deren Fettsdaureprofil in den Leberlipiden der Ratten
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hatte. Der Anteil an (n-3)-PUFA unterschied sich nicht wesentlich zwischen den Ratten, deren
Diit CLA enthielt von denen, deren Diit HO-SBO enthielt. Hingegen war das Profil einzelner
(n-3)-PUFA unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen. Ratten, deren Didt CLA enthielt,
wiesen hohere Anteile an (n-3)-PUFA und vor allem einen hoheren Anteil an
Docosahexaensdure auf als Ratten, deren Diit SBO oder HO-SBO enthielt. Der hohere
Quotient von C22:6 (n-3)/[C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3)] in den Leberphospholipiden der Ratten,
deren Diédt CLA enthielt, deutet auf eine gesteigerte A4-Desaturierung der Eicosapentaensédure
durch CLA hin.

Der Anteil an Arachidonsdure in den Leberphospholipiden der Ratten, deren Didt CLA
enthielt, war geringer als bei den Tieren, deren Diit SBO oder HO-SBO enthielt. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit einer Studie an Legehennen iiberein, in der
nach Fiitterung einer mit Leindl versetzten Basisdidt, CLA zum Anstieg an langkettigen (n-3)-
PUFA unter Ausschlufl von Arachidonsdure in Gesamtlipiden von Eidotter fiihrte (RAES ET
AL. 2002). Die Autorengruppe zeigte, dass CLA, in Abhédngigkeit vom Fettsdurenmuster der
Didt, die Synthese langkettiger (n-6)- und (n-3)-PUFA unterschiedlich beeinflusst. Eine
weitere Studie an Legehennen zeigte, dass nach Fiitterung mit Fischol und CLA der Anteil an
C22:6 (n-3) in den Eilipiden anstieg und der Anteil an Arachidonsdure abnahm (CHERIAN ET
AL. 2002A). Geringe Konzentrationen an Arachidonsédure in Lipiden von Zellen und Tieren,
die mit CLA behandelt wurden, deuteten auf eine gestorte Desaturierung von Linolséure
durch CLA hin (CHUANG ET AL. 2001, BRETILLON ET AL. 1999). Linolsédure und o-
Linolensdure werden durch die selben Enzyme desaturiert und elongiert (BRENNER 1989). Es
wire zu erwarten, dass durch eine gestorte Desaturierung geringere Anteile an C20:5 (n-3),
C22:5 (n-3) und C22:6 (n-3) in den Leberlipiden der Ratten vorhanden sind. Der hohe Anteil
an Desaturierungsprodukten der a-Linolensdure [C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3) + C22:6 (n-3)] in
PC bei Fiitterung mit CLA zeigt, dass die Desaturierung der a-Linolensdure nicht gechemmt,
sondern stimuliert wurde. Die erh6hte mRNA-Konzentration der A6-Desaturase in der Leber,
welche das mengenlimitierende Enzym in der Desaturierung von Linol- und a-Linolensdure
ist (BRENNER 1989), konnte eine Ursache fiir die hoheren Anteile an langkettigen (n-3)-PUFA
in der Leber von Ratten, deren Didt CLA enthielt, sein. Es wird vermutet, dass ecine
stimulierte Genexpression der A6-Desaturase positiv mit der Aktivitit dieses Enzyms
korreliert. Aus technischen Griinden konnte die Aktivitit dieses Enzyms in der vorliegenden
Arbeit nicht bestimmt werden. Die Aktivitdt der A6-Desaturase wird durch eine Feedback-
Regulierung kontrolliert, bei der mehrfach ungesittigte Fettsduren wie C20:4 (n-6), C22:4 (n-
6), C22:5 (n-6) und C22:6 (n-3) direkt mit den Substraten dieser Reaktion konkurrieren

(BRENNER 1989). Die Aktivitit der Desaturasen wird durch die Fluiditdt mikrosomaler
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Membranen reguliert (BRENNER 1981). In  Membranphospholipiden gebundene
Arachidonsédure tragt grofStenteils zur Aufrechterhaltung der Membranfluiditit bei (STUBBS
AND SMITH 1984). Geringere Anteile an Arachidonsdure in Membranen koénnen zu
verminderter Membranfluiditit fithren. Die erhohte mRNA-Expression der A6-Desaturase und
der hohe Anteil an langkettigen (n-3)-PUFA in den Leberphospholipiden der Ratten, deren
Didt CLA enthielt, konnten auf die geringe Konzentration an C20:4 (n-6) in den
Leberphospholipiden und dies wiederum auf die geringe Konzentration an C18:2 (n-6) in der
Didt zuriickgefiihrt werden. Die vermehrte Inkorporierung von (n-3)-PUFA in
Membranlipiden der Rattenleber konnte sich kompensatorisch auf die homdostatische
Kontrolle der Membranfluiditit auswirken. Die Regulation der Membranfluiditit ist von
zentraler Bedeutung fiir alle biochemischen Prozesse, die an oder {iber Membranen stattfinden

(STUBBS AND SMITH 1984).

Aufgrund der geringen Mengen an Linolsdure in der CLA-Diét kdnnte vermutet werden, dass
bei Fiitterung mit CLA bei den Ratten ein Mangel an essentiellen Fettsduren vorlag. Die
Berechnung des Verhiltnisses C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) ist die klassische biochemische
Methode, um ein Mangel an essentiellen Fettsduren zu ermitteln (HOLMAN 1960). Wenn der
Anteil an C18:2 (n-6) unzureichend ist, im Fall eines Mangels an essentiellen Fettsduren, wird
C18:1 (n-9) vermehrt zu C20:3 (n-9) desaturiert und elongiert. In der vorliegenden Arbeit war
der Quotient von C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) bei Fiitterung mit CLA in den Leberphospholipiden
der Ratten, deren Diit CLA enthielt, mit 0,1 bis 0,4 hoher als bei Ratten, deren Didt SBO
(0,01) oder HO-SBO (0,06 bis 0,23) enthielt. Mangel an essentiellen Fettsduren fiihrte bei
Ratten zu pathologischen Verdnderungen der Haut und zu Wachstumsstorungen (CUNNANE
AND ANDERSON 1997). Der Quotient C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) war in den
Leberphospholipiden dieser Ratten mit 3,40 hoher als der bei den Kontrollratten mit 0,02, die
ausreichend Linolséure in ihrer Dit hatten (CUNNANE AND ANDERSON 1997).

Der nur leicht erhdhte Quotient von C20:3 (n-9)/C20:4 (n-6) in der vorliegenden Studie nach
Fiitterung mit CLA konnte ein Ausdruck eines beginnenden Mangels an essentiellen
Fettsduren sein, da der Bedarf an Linolsdure von 6g pro kg Didt fiir wachsende Ratten
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1995) mit der CLA-Diét nicht gedeckt wurde. Dennoch
wurden weder vermindertes Wachstum noch pathologische Hautverinderungen bei Ratten,

deren Didt CLA enthielt, beobachtet.

Es wird gezeigt, dass bei Ersatz von Diétfetten, welche reich an Linolsdure sind, durch

Diitfette, welche hohe Konzentrationen an CLA und geringe Konzentrationen an Linolsdure
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enthalten, erhebliche Verdnderungen im Stoffwechsel von (n-3)-PUFA in der Rattenleber zu
erkennen waren. CLA in der Diit fithrte zu einer erhohten mRNA-Expression der A6-

Desaturase in der Leber und zu einer gesteigerten Inkorporierung von langkettigen (n-3)-

PUFA in die Leberphospholipide der Ratten.

4.5.4 Aktivitat lipogener Enzyme und Konzentration an Triglyceriden

Die Inkubation von Hep G2-Zellen mit cis-9,trans-11 CLA oder einem CLA-Gemisch
bestechend aus cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA fiihrte zu hoheren
Triglyceridkonzentrationen in den Zellen (IGARASHI AND MIYAZAWA 2001, JUN ET AL. 2000).
Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit hohere Triglyceridkonzentrationen in
Hep G2-Zellen analysiert, welche mit trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden. Die Ergebnisse
sind mit einer Studie von LIN ET AL. (2001) vergleichbar. Die Autoren zeigten, dass nach
Inkubation mit trans-10,cis-12 CLA die Trigyceridkonzentration in Hep G2-Zellen erhdht
war. Die Triglyceridkonzentration korreliert positiv mit der Aktivitit von Leberenzymen,
welche in der Fettsduresynthese eine Rolle spielen (TAKEUCHI ET AL. 2001). In der
vorliegenden Arbeit war die Aktivitit der lipogenen Enzyme GO6PDH und FsS nach
Inkubation der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA erhoht.

Daraus wird geschlussfolgert, dass in den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit cis-
9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12 CLA ausschlieBlich das trans-10,cis-12 CLA-Isomer die
Lipogenese in Hep G2-Zellen durch erhohte Aktivitdten von FsS und G6PDH stimulierte.

Bei Mausen fiihrte die Fiitterung von CLA zu einer Zunahme des Fettgehalts in der Leber
(BELURY AND KEMPA-STECZKO 1997). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Tierstudie
zeigen, dass Ratten, deren Didt CLA enthielt, erhohte Triglyceridkonzentrationen in der Leber
hatten. In Ratten kann eine Triglyceridanreicherung in der Leber auf eine erhdhte de novo
Fettsduresynthese zuriickgefiihrt werden (BALTZELL AND BERDANIER 1985, NACE AND
SZEPESI 1976). In einer erst kiirzlich veroffentlichten Studie war nach Fiitterung von Méusen
mit einem CLA-Gemisch aus cis-9,trans-11 CLA wund trans-10,cis-12 CLA die
Triglyceridkonzentration in der Leber ebenfalls erhoht (TAKAHASHI ET AL. 2003). Die
Autoren fithrten diesen Effekt auf eine erhdhte Lipogenese zuriick, da die Aktivitdt und die
Genexpression lipogener Enzyme in der Leber durch CLA stimuliert wurden. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde eine erhohte Aktivitit des lipogenen Enzyms FsS in der Leber der
Ratten, deren Didt CLA enthielt, analysiert.

CLEMENT ET AL. (2002) fiihrten eine erhohte Lipogenese in der Leber von Méusen auf das

trans-10,cis-12 CLA-Isomer zuriick. In dieser Studie wurde nach Fiitterung mit trans-10,cis-
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12 CLA Leberverfettung beobachtet (CLEMENT ET AL. 2002). Eine Leberverfettung tritt auf,
wenn die Triglyceridkonzentration in der Leber 5% der Lebermasse iibersteigt. Eine
Leberverfettung ist bei den Ratten in der vorliegenden Studie, deren Didt CLA enthielt,
auszuschlieBen, da die Triglyceridkonzentration bei ca. 1% der Lebermasse lag. Es ist jedoch
darauf hinzuweisen, dass in Langzeitstudien dieser Effekt durch CLA verstirkt werden kann
und pathologische Reaktionen der Leber auftreten. So wurde auch in einer Humanstudie
gezeigt, dass trans-10,cis-12 CLA Leberhypertrophie verursacht (LARSEN ET AL. 2003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schlieBen, dass CLA die Lipogenese in

der Rattenleber durch eine hohere Aktivitiat von FsS stimulierte.

4.6 Einfluss konjugierter Linolséiuren (cis-9,trans-11 CLA und trans-10,cis-12
CLA) auf die Bildung von Eicosanoiden von Hep G2-Zellkulturen und der
Rattenleber

Der Einfluss von CLA auf die Bildung von Eicosanoide aus Arachidonsdure wird in der

Literatur kontrovers diskutiert. Verschiedene Tier- und Zellkulturstudien zeigten, dass CLA

die Biosynthese von Eicosanoiden vermindert (EDER ET AL. 2003, WHIGHAM ET AL. 2002,

KAVANAUGH ET AL. 1999, TRUITT ET AL. 1999, LI ET AL. 1999, LIU AND BELURY 1998,

SUGANO ET AL. 1998). Dagegen berichten einige Autoren, dass CLA die Eicosanoidsynthese

in Méusen und Meerschweinchen nicht beeinflussen (WHIGHAM ET AL. 2001, HANSEN-PETRIK

ET AL. 2000). Interessanterweise wird zunehmend eine Stimulierung der Eicosanoidsynthese

durch CLA in Méausen und menschlichen Zellkulturen diskutiert (URQUHART ET AL. 2002,

MILLER ET AL. 2001, KAVANAUGH ET AL. 1999).

Die Biosynthese von PGI,, TXA,, PGE, und PGF,, beinhaltet drei sequentielle Stufen: (1) die

Freisetzung der Arachidonsdure aus Phospholipiden durch PLA,, (2) eine oxidative

Transformation von Arachidonsiure zu dem cyclischen Prostaglandinperoxid H (PGH;) durch

COX und (3) eine Isomerisierung von PGH, zu Serie-2-Eicosanoide durch Synthasen,

Isomerasen und Reduktasen.

Es wire zu erwarten, dass geringe Konzentrationen an Arachidonsdure in den

Membranlipiden zu einer verminderten Bildung von 6-keto-PGF,,, TXB,, PGF,,, PGE; fiihrt.

Dies war in der vorliegenden Zellkulturstudie nicht der Fall. Die Konzentration an 6-keto-

PGF, und PGF,, im Zellmedium war nach 24stiindiger Inkubation mit 100pmol/l trans-

10,cis-12 CLA erhoht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind mit Studien an

Endothelzellen zu vergleichen. URQUHART ET AL. (2002) zeigten, dass trans-10,cis-12 CLA in

der Konzentration von 100umol/l die Synthese von PGI,, TXB,;, PGF,, und PGE; in

menschlichen Venenendothelzellen stimulierte; aber bei Konzentrationen von 25 und
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50umol/l hemmte. In einer erst kiirzlich verdffentlichten Studie mit menschlichen
Endothelzellen stimulierte das mit Zelllipiden verresterte trans-10,cis-12 CLA-Isomer die
Bildung von 6-keto-PGF;, um das Dreifache, hemmte die Bildung jedoch als freie Fettsdure
(TORRES-DUARTE AND VANDERHOEK 2003).

Die Konzentration an freier Arachidonséure in Zellen ist sehr gering, da das Gleichgewicht
zwischen De- und Reacylierung unter physiologischen Bedingungen auf Seiten der
Reacylierung liegt (FLESCH ET AL. 1989, IRVINE 1982). In Zellen vorkommende hohe
Konzentrationen an freier Arachidonsdure sind auf einer gehemmten Reacylierung von
Lysophospholipiden zuriickzufiihren (BALSINDE ET AL. 1999). Es wére mdglich, dass in der
vorliegenden Arbeit die Reacylierung von Arachidonsédure in Hep G2-Zellen nach Inkubation
mit trans-10,cis-12 CLA gehemmt wurde. Die Vermutung wird durch die Feststellung
unterstiitzt, dass nach Inkubation der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA die
Konzentration an Arachidonsédure in PC vermindert war.

Freie Arachidonsiure steht als Substrat fiir COX zur Verfiigung (HANEL ET AL. 1993). In der
vorliegenden Studie hatte die Inkubation der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA keinen
Einfluss auf die mRNA-Konzentration der COX-1. In einer Studie an menschlichen
Endothelzellen zeigte trans-10,cis-12 CLA ebenfalls keine Wirkung auf die Expression der
COX-1, trotz veridnderter Eicosanoidkonzentrationen (URQUHART ET AL. 2002). COX-1 ist ein
konstitutiv vorkommendes Enzym (SMITH AND DEWITT 1996). Zellkulturstudien zeigten, dass
nach Stimulation und Inkubation mit CLA-Isomere die Genexpression von COX-2 vermindert
wurde (EDER ET AL. 2003, YU ET AL. 2002, IWAKIRI ET AL. 2002, YAMASAKI ET AL. 2002).
COX-2-mRNA konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Hierfiir wire
ein anderer Versuchsansatz notwendig, da COX-2 hauptsidchlich in stimulierten Zellen
exprimiert wird (JONES ET AL. 1993, HLA AND NEILSON 1992).

Die Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranlipiden durch PLA, ist der
mengenlimitierende Schritt bei der Bildung von Eicosanoiden (HERSCHMAN 1994). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitdt der sPLA, nach Inkubation der Hep G2-Zellen mit
trans-10,cis-12 CLA nicht beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit war die Konzentration an TXB, und PGE, nach Inkubation der
Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA nicht verdndert. Es wird vermutet, dass trans-10,cis-
12 CLA die Enzyme Prostacyclin-Synthase und Prostaglandin E;—9-Ketoreduktase
beeinflusst. Prostacyclin-Synthase katalysiert die Synthese von PGI, aus PGH; und
Prostaglandin E,—9-Ketoreduktase katalysiert die Synthese von PGF;, aus PGE,. Bislang gibt
es keine Erkenntnisse dariiber, ob CLA bei der Bildung von Eicosanoiden Synthasen,

Isomerasen oder Reduktasen beeinflussen.
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Es wire festzuhalten, dass in den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit cis-9,trans-11 CLA
und trans-10,cis-12 CLA ausschlieBlich das trans-10,cis-12 CLA-Isomer zur gesteigerten
Bildung von 6-keto-PGF;, und PGF,, in Hep G2-Zellen fiihrte. Die sPLA; und die COX-1
spielten in diesem Zusammenhang keine Rolle. Es ist darauf hinzuweisen, dass in der
vorliegenden Studie die hohe Konzentration an CLA-Isomeren von 100pmol/l gewéhlt wurde,
um Effekte zu erzielen. Es ist fragwiirdig, ob der Einfluss von 100pmol/l trans-10,cis-12 CLA

auf die Bildung von Eicosanoiden in Hep G2-Zellen physiologisch relevant ist.

Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten in PC und PE der Leber signifikant geringere Anteile
an Arachidonsiure, als Ratten, deren Didt SBO oder HO-SBO enthielt. Wie zu erwarten,
waren die Konzentrationen an 6-keto-PGF,,, TXB,, PGF,, und PGE; in der Leber von Ratten,
deren Diit CLA enthielt, deutlich geringer als in Ratten, deren Diit SBO oder HO-SBO
enthielt. Die Hohe der Synthese an Eicosanoiden richtet sich im wesentlichen nach der
Verfiigbarkeit der Ausganssubstanzen Arachidonsdure und Eicosapentaensdure im
Membranlipidpool und deren Relation zueinander (WHELAN 1996, KINSELLA ET AL. 1990). In
der vorliegenden Arbeit war der Quotient von C20:5 (n-3)/C20:4 (n-6) in den Phospholipiden
der Ratten, deren Didt CLA enthielt, am hochsten. Eicosapentaensdure beeinflusst die
Synthese der Eicosanoide aus Arachidonséure auf mehrfache Weise. Das geschieht zunéchst
iiber den Einfluss auf die Gewebespiegel der Arachidonsdure. Eicosapentaensdure hat
aullerdem eine hohere Affinitit zu COX als Arachidonséure und hemmt die Aktivitdt der
COX (ZOLLNER AND TATO 1992). Zum anderen konnen Eicosapentaensdure und
Docosahexaensdure den Pool an freier Arachidonsdure {ber die Freisetzung der
Arachidonsdure aus Membranphospholipiden und ihren Einbau in diese regulieren (KINSELLA
1990). Von Interesse wiren in diesem Zusammenhang die Konzentrationen von
Prostaglandinen und Thromboxan der 3er-Serie, Metabolite der Eicosapentaensédure. Wahrend
PGI, und PGI; gleichermallen antiaggregatorisch wirken, ist TXA; eine weniger
proaggregatorische Substanz als TXA,, was zu weniger Vasokontraktionen fiihrt
(NEEDLEMAN ET AL. 1986). Aus labortechnischen Griinden konnten die Metabolite der
Eicosapentaensidure im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gemessen werden.

Die geringere Aktivitit von sPLA; in den Lebermikrosomen dieser Tiere konnte auch zu
geringeren Konzentrationen an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGE,, PGF,, beigetragen haben. Weil
die Aktivitdat nur leicht vermindert war, aber die Konzentrationen an Eicosanoiden deutlich
gesunken sind, wird die verminderte Aktivitdt der sSPLA, nicht als Hauptursache gesehen. Es
wird angenommen, dass die geringere sPLA, Aktivitdt die Folge von verminderten Anteilen

an Arachidonsdure in den Membranphospholipiden war, da mit Phospholipiden veresterte
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Arachidonsédure zu einem Anstieg von membrangebundener PLA,; fiihrt (MOMCHILOVA ET AL.
1998).

Auch die gemessene mRNA-Konzentration von COX-1 in der Leber der Ratten, deren Diét
CLA enthielt, unterschied sich nicht von den Tieren, deren Didt SBO oder HO-SBO enthielt.
Das Ergebnis konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass die mRNA und das Protein von
COX-1 in Geweben in relativ stabilen Konzentrationen vorkommen, wobei die
Eicosanoidsynthese in diesen Geweben variieren kann (WILLIAMS AND RAYMOND 1996).

Ein weiterer moglicher Mechanismus bei der Hemmung der Eicosanoidsynthese besteht durch
desaturierte/elongierte Metabolite der CLA. SEBEDIO ET AL. (1997) zeigten, dass in der
Rattenleber CLA in konjugierte C20:4 desaturiert und elongiert wird und somit die
Verfiigbarkeit der C20:4 (n-6) fiir COX blockiert. Weiterhin ist es moglich, dass
membrangebundene CLA und deren desaturierte/elongierte Metabolite mit anderen PUFA um
die PLA;- und/oder COX-Enzymfamilie konkurrieren.

PGI,, TXA,, PGF;,, und PGE; werden in der Rattenleber von Nicht-Parenchymzellen, wie
Kupffer- und Endothelzellen, gebildet (FENNEKOHL ET AL. 1999). Hepatozyten synthetisieren
keine Cyclooxygenaseprodukte (MATER ET AL. 1999, JOHNSTON AND KROENING 1996).
Hepatozyten metabolisieren, transportieren und reagieren auf Cyclooxygenaseprodukte, die
von Nicht-Parenchymzellen freigesetzt wurden. PGF,, und PGE, erhohen die Glycogenolyse
in Hepatozyten (DEVRIES ET AL. 1995, NEUSCHAFER-RUBE ET AL. 1994). PGE, vermindert in
der Leber mRNA-Konzentrationen von Schliisselenzymen im Kohlenhydrat-Stoffwechsel
(PUSCHEL AND CHRIST 1994). TXA; vermindert den Blutfluss in den Sinusoiden, dadurch
kommt es zur vermehrten Adhésion von Leukozyten, aulerdem wird die sinusoidale Filtration
gehemmt (FENNEKOHL ET AL. 1999). PGI, wirkt diesem Effekt von TXA, entgegen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass bei der verminderten Bildung von 6-keto-PGFq,
TXB,, PGE,, PGF,, in der Leber der Ratten, deren Didt CLA enthielt, COX-1 keine Rolle
spielt. Die geringeren Konzentrationen an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGE,, PGF,, und die
verminderte sPLA, Aktivitit in der Leber werden auf verminderte Anteile an Arachidonsédure
und auf das hohere Verhiltnis zwischen C20:5 (n-3) und C20:4 (n-6) in den Leberlipiden
zuriickgefiihrt.
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5 Zusammenfassung

Konjugierte Linolséuren (engl.: conjugated linoleic acid, CLA) sind biologisch hoch aktive
Substanzen, die sich in einigen ihrer Eigenschaften von denen der Linolsdure unterscheiden.
Aus Zellkultur- und Tierstudien ist bekannt, dass CLA den Lipidstoffwechsel und die Bildung
von Eicosanoiden beeinflussen. Die Ergebnisse sind jedoch zum Teil kontrovers und es gibt
nur wenige Erkenntnisse dariiber, ob CLA Enzyme, die im Lipid- und Eicosanoidstoffwechsel
involviert sind, auf Transkriptions- und/oder Translationsebene beeinflussen. Auch liegen nur
wenige Informationen iiber die Wirkung einzelner CLA-Isomere vor.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Wirkung von cis-9,trans-11 CLA und
trans-10,cis-12 CLA auf die Fettsduredesaturation, auf Lipide und auf die Bildung von

Eicosanoiden aus der Arachidonsaure im Detail zu charakterisieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Zellkulturversuche mit Hep G2-Zellen durchgefiihrt, welche
mit den CLA-Isomeren cis-9,trans-11 CLA oder trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden. Als
Kontrolle dienten Hep G2-Zellen, welche nur mit Medium (ohne CLA-Isomere) inkubiert
wurden. Beide CLA-Isomere hatten keinen Einfluss auf die Lebensfihigkeit und das
Zellwachstum von Hep G2-Zellen. Beide CLA-Isomere inkorporierten sich zeit- und
konzentrationsabhédngig in die Lipide, vor allem in die Neutrallipide (NL) und in geringerem
MafBe in die Phospholipide Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) von
Hep G2-Zellen. Nach Inkubation der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA war der Anteil
an gesdttigten Fettsduren (engl.: saturated fatty acids, SFA) in NL, PC und PE der Zellen
erhoht und der Anteil an einfach-ungeséttigten Fettsduren (engl.: monounsaturated fatty acids,
MUFA) sowie der Quotient von MUFA/SFA verringert. In PC und PE waren nach Inkubation
der Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA die Quotienten von C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6), von
C20:5 (n-3)/C18:3 (n-3) und von C22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) verringert. Keine Verdnderungen
wurden in der mRNA-Konzentration der A9-Desaturase und A6-Desaturase, welche das
mengenlimitierende Enzym in der Desaturierung von Linol- und o-Linolensdure ist,
beobachtet. Obwohl nach Inkubation von Hep G2-Zellen mit trans-10,cis-12 CLA der Anteil
an Arachidonsdure in PC verringert war, war die Konzentration an 6-keto-Prostaglandin (PG)
Fi, und PGF,, im Medium der Zellen erhoht. Die Aktivitit der sekretorischen (s)
Phospholipase A, (PLA;) und die relative mRNA-Konzentration der Cyclooxygenase-1
(COX-1) unterschieden sich nicht zwischen den Behandlungsgruppen. Hep G2-Zellen, die mit
trans-10,cis-12 CLA inkubiert wurden, wiesen hohere Konzentrationen an Triglyceriden und

hohere Aktivitdten von Fettsdure-Synthetase (FsS) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
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(G6PDH) auf. Cis-9,trans-11 CLA zeigte hinsichtlich der untersuchten Parameter keine
Effekte.

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass unter den beiden untersuchten CLA-Isomeren
trans-10,cis-12 CLA das aktive Isomer im Lipidmetabolismus und bei der Bildung von
Eicosanoiden in Hep G2-Zellen ist. Bereits physiologische Konzentrationen von trans-10,cis-
12 CLA in den Zelllipiden zeigten Effekte auf die Fettsdurezusammensetzung von NL, PC
und PE in Hep G2-Zellen. Trans-10,cis-12 CLA hemmte die A9-Desaturierung gesittigter
Fettsduren, die A6-, AS-Desaturierung von Linolsdure und die A6-, AS- und A4-Desaturierung
von a-Linolensdure in Hep G2-Zellen. Dieser Effekt diirfte offensichtlich nicht auf eine
verdanderte Genexpression der Desaturasen, sondern auf eine Inaktivierung des Enzymproteins
zuriickzufiithren sein. Trans-10,cis-12 CLA stimulierte die Bildung von 6-keto-PGF;, und
PGF,, in Hep G2-Zellen, wobei die Enzyme sPLA; und COX-1 in den hier durchgefiihrten
Versuchen keine Rolle spielten. Trans-10,cis-12 CLA stimulierte die Lipogenese in Hep G2-
Zellen durch erhohte Aktivitdten von FsS und G6PDH.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Fiitterungsversuch mit minnlichen Sprague-Dawley-
Ratten durchgefiihrt. Die Tiere wurden restriktiv gefiittert. Die Ratten erhielten in den ersten 4
Wochen mit der Diédt entweder 30g/kg CLA70-TofoCell (33g cis-9,trans-11 CLA und 34g
trans-10,cis-12 CLA pro 100g Fettsiuren) oder Sonnenblumendl (SBO) oder
Hochélsiurehaltiges Sonnenblumendl (HO-SBO). SBO wurde als ein Kontrollfett gewihlt, da
es gleiche Mengen an Linolsdure wie die im CLA-Ol vorkommenden konjugierten
Linolsiuren enthilt. HO-SBO wurde als weiteres Kontrollfett gewihlt, um die Wirkungen
von CLA mit einem Fett zu vergleichen, dass reich an Olsiure und arm an Linolsiure ist. Eine
wichtige Intention des Tierversuches bestand darin, den Einfluss von CLA auf den
Stoffwechsel von (n-3)-mehrfach ungesittigten Fettsduren (engl.: polyunsaturated fatty acids,
PUFA) zu untersuchen. Deshalb wurde nach der 4wochigen Anfangsphase, in der sich der
Lipidstoffwechsel der Ratten an die drei verschiedenen Diitfette adaptierte, in der 5. Woche
die Didten zusitzlich mit 50g Leindl/kg supplementiert, da dieses Didtfett reich an o-
Linolensdure ist. Die Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung der Ratten war unabhingig
von der Art des eingesetzten Didtfettes. Das Lebergewicht der Ratten, deren Didt CLA
enthielt, war erhoht. Beide CLA-Isomere inkorporierten sich in die Leberlipide, vor allem in
NL und in geringerem Maf3e in PC und PE. Nach Fiitterung mit CLA waren die Anteile an
SFA in PC und PE der Rattenleber am hochsten und der Quotient von MUFA/SFA in NL am
geringsten. Ratten, deren Didt CLA enthielt, hatten hohere mRNA-Konzentrationen der A6-

Desaturase in der Leber, hohere Gewichtsprozente an Desaturierungsprodukte der o-
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Linolensdure [C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3) + C22:6 (n-3)], vor allem an C22:6 (n-3), einen
hoheren Quotienten von (n-3)-PUFA mit 22 C-Atomen zu C20:5 (n-3) und geringere
Gewichtsprozente an Gesamt-C20-PUFA [C20:3 (n-6) + C20:4 (n-6) + C20:5 (n-3)] in den
Leberlipiden als Ratten, deren Diéit SBO oder HO-SBO enthielt. Bei Fiitterung mit CLA war
die Konzentration an Triglyceriden in der Leber und die Aktivitit der FsS im Lebercytosol
von Ratten signifikant hoher als bei Fiitterung mit SBO oder HO-SBO. Die Anteile der
Arachidonsdure in den Phospholipiden sowie die Konzentration von 6-keto-PGFj,,
Thromboxan (TX)B,, PGF,, und PGE; in der Leber und im Plasma waren nach Fiitterung mit
CLA geringer als nach Fiitterung mit SBO oder HO-SBO. Die Aktivitit der sPLA; war in den
Lebermikrosomen nach Fiitterung mit CLA signifikant geringer als nach Fiitterung mit SBO
oder HO-SBO. Die relative mRNA-Konzentration von COX-1 in der Leber unterschied sich
nicht zwischen den 3 Gruppen.

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass bei Ersatz von Diitfetten, welche reich an
Linolsdure sind, durch Didtfette, welche hohe Konzentrationen an CLA und geringe
Konzentrationen an Linolsdure enthalten, erhebliche Verdnderungen im Stoffwechsel von (n-
3)-PUFA in der Rattenleber zu erkennen waren. CLA in der Didt fiihrte zu einer erhohten
mRNA-Expression der A6-Desaturase in der Leber und zu einer gesteigerten Inkorporierung
von langkettigen (n-3)-PUFA, welche durch die A6-, A5- und A4-Desaturation der o-
Linolensdure gebildet wurden, in die Leberphospholipide der Ratten. CLA in der Diét hatte
geringere Konzentrationen an 6-keto-PGF;,, TXB,, PGF,, und PGE, in der Leber und im
Plasma von Ratten zur Folge, wobei sPLA, keine wesentliche und COX-1 offenbar keine
Rolle in diesem Zusammenhang spielten. Aufgrund der ermittelten Resultate ist es eher
wahrscheinlich, dass die erhohte Bildung und Inkorporierung von langkettigen (n-3)-PUFA in
die Leberphospholipide sowie die verminderten Eicosanoidkonzentrationen in der Leber in
geringere Arachidonsiuregehalte in den Leberphospholipiden begriindet sind. Das hohere
Lebergewicht der Ratten, deren Didt CLA enthielt, ist auf die hohere Konzentration an
Triglyceriden in der Leber zuriickzufiihren, die Folge der erhohten Aktivitit der FsS im

Lebercytosol war.
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5 Summary

Conjugated linoleic acids (CLA) are biologically highly active compounds which differ in
their biologic properties in several ways from linoleic acid. Recent studies on cell culture and
animal modells demonstrated that CLA affects the lipid metabolism and the formation of
eicosanoids. However, some results in this regard are contradictory and experimental
evidence that CLA affects enzymes of lipid metabolism and of eicosanoid formation is
lacking so far. The effets of single isomers of CLA has not yet been studied in detail.

Therefore, the aim of the present work was to determine the effects of two different isomers
of CLA, cis-9,trans-11 CLA and trans-10,cis-12 CLA, on fatty acid desaturation, on lipids and

on the formation of eicosanoids deriving from arachidonic acid.

In the first part of the work Hep G2 cells were treated with cis-9,trans-11 CLA or trans-10,cis-
12 CLA in the cell medium or with medium alone (control). The growth and viability of the
cells were not affected by incubation with either CLA isomer. There was a time- and
concentration-dependent incorporation of both CLA isomers into the lipids of Hep G2 cells.
The concentrations of cis-9,trans-11 CLA and trans-10,cis-12 CLA after incubation, however,
were greater in neutral lipids (NL) than in phospholipids phosphatidyl choline (PC) and
phophatidyl ethanolamine (PE). After incubation with trans-10,cis-12 CLA there was an
increase of saturated fatty acids (SFA) in NL, PC and PE and a decrease of monounsaturated
fatty acids (MUFA) and a decrease of the ratio of MUFA to SFA in Hep G2 cells. Hep G2
cells treated with trans-10,cis-12 CLA had lower ratios of C20:4 (n-6)/C18:2 (n-6), of C20:5
(n-3)/C18:3 (n-3) and of C22:6 (n-3)/C22:5 (n-3) in PC and PE. The relative mRNA
concentrations of A9-desaturase and A6-desaturase, which is the rate limiting enzyme in the
desaturation pathway of linoleic acid and a-linolenic acid, were not different between Hep G2
cells treated with trans-10,cis-12 CLA or with medium alone. In PC the concentration of
arachidonic acid was reduced after incubation of Hep G2 cells with trans-10,cis-12 CLA. But
Hep G2 cells which treated with trans-10,cis-12 CLA released more 6-keto-prostaglandin
(PG) Fiq and PGF,, than control cells. The activity of secretory (s) phospholipase A, (PLA;)
and the relative mRNA concentration of cyclooxygenase (COX) —1 were not different
between control cells and cells treated with trans-10,cis-12 CLA. After incubation with trans-
10,cis-12 CLA there was an increase of the concentration of triglycerides and an increase of
the activities of lipogenic enzymes fatty acid synthetase (FAS) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) in Hep G2 cells. The fatty acid desaturation, the concentration of
triglycerides and the formation of eicosanoids of Hep G2 cells were not affected by

incubation with cis-9,trans-11 CLA.
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In conclusion, the results of the first part of the present work suggests that trans-10,cis-12
CLA is the active isomer in the lipid metabolism and in the formation of eicosanoids of Hep
G2 cells. The fatty acid composition in NL, PC and PE of Hep G2 cells was influenced by the
trans-10,cis-12 CLA at physiologic concentrations in cell lipids. Trans-10,cis-12 CLA had
significant effects on the metabolism of SFA, MUFA, (n-6) and (n-3) PUFA in Hep G2 cells
by suppressing A9-desaturation of SFA, A6-, A5-desaturation of linoleic acid and A6-, A5- and
A4-desaturation of o-linolenic acid. This effect wasn't associated with an impaired
genexpression of desaturases but might be due to an inactivation of enzyme protein. Trans-
10,cis-12 CLA stimulated the formation of 6-keto-PGF,, and PGF,, in Hep G2 cells,
however, sPLA; and COX-1 did not play a role in this respect. The increased concentration of
triglycerides might be due to the increased activities of FAS and G6PDH in Hep G2 cells
treated with trans-10,cis-12 CLA.

In the second part of the present work a study with male Sprague-Dawley rats was carried out.
The rats were fed restricted amounts of diets. Rats were fed diets with 30g/kg of either a CLA
oil (containing 33g cis-9,trans-11 CLA and 34g trans-10,cis-12 CLA per 100g fatty acids), or
sunflower oil (SFO) or high-oleic acid-sunflower oil (HO-SFO) for 4 wk. SFO was used as a
control fat because its concentration of linoleic acid was similar with that in the CLA oil used
in this study; this allowed a comparison of the effects of linoleic acid and CLA. HO-SFO was
used to compare the effects of CLA with a fat rich in oleic acid and low in linoleic acid. After
an initial period, in which the lipid metabolism has been adapted to the different types of fat,
in the 5™ wk the diets were supplemented with 50g of linseed oil’kg as a source of -
linolenic acid. Diet intake and final body weights did not differ between the three groups. Rats
fed CLA had a higher liver weight as rats fed SFO or HO-SFO. Both CLA isomers were
incorporated in hepatic lipids of rats fed CLA. The concentration of both isomers was greater
in NL than in PC and PE of the liver. The concentration of SFA in PC and PE was higher in
the rats fed CLA than in the rats fed SFO or HO-SFO. The ratio of MUFA to SFA in NL of
rats, whose diets contained CLA as dietary fat, was lower than in NL of rats, whose diets
contained SFO or HO-SFO as dietary fats. Rats fed the CLA diet had a higher relative mRNA
concentration of A6-desaturase in the liver, higher concentrations of total desaturation
products derived from a-linolenic acid [C20:5 (n-3) + C22:5 (n-3) + C22:6 (n-3)] in PC,
particularly C22:6 (n-3), increased ratios of (n-3) PUFA with 22 carbon atoms to C20:5 (n-3)
and lower concentrations of total C20-PUFA [C20:3 (n-6) + C20:4 (n-6) + C20:5 (n-3)] in
liver PC and PE than rats fed SFO or HO-SFO. The hepatic concentration of triglycerides and
the activity of FAS in the cytosol were higher in rats fed CLA than in rats fed SFO or HO-
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SFO. The hepatic concentration of arachidonic acid in PC and PE, the activity of sSPLA; in the
liver and the hepatic concentrations of 6-keto-PGF,, thromboxane (TX)B,, PGF,, and PGE,
of rats, whose diets contained CLA as dietary fat, were lower than in the liver of rats, whose
diets contained SFO or HO-SFO as dietary fats. The relative hepatic mRNA concentration of
COX-1 was not different between the three groups of rats.

In conclusion, this study shows the replacement of a dietary oil rich in linoleic acid by an oil
with high concentrations of CLA and low concentrations of linoleic acid causes profound
alterations of the metabolism of (n-3) PUFA of rats. Dietary CLA enhanced the hepatic
mRNA concentration of A6-desaturase and stimulated the incorporation of long chain (n-3)
PUFA deriving from A6-, A5- and A4-desaturation into liver phospholipids of rats. According
to the results of this study, we assume that the enhanced formation and incorporation of long
chain (n-3) PUFA into liver phospholipids and reduced formation of 2-series eicosanoids in
rats fed the CLA diet was predominately due to markedly reduced amounts of arachidonic
acid in phospholipids. The reduction of the activity of sPLA; in the liver of rats fed CLA was
not the main reason for the strongly reduced concentrations of eicosanoids and COX-1 did not
play a role in this respect. The increased liver weight might be due to the increased

concentration of triglycerides in the liver and that might be due to the increased activity of

FAS in the liver of rats fed CLA.
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