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Einleitung

1. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems wie Heazkifund Schlaganfall zahlen zu den
haufigsten Todesursachen in den westlichen Inadl&tdern. Atherosklerose ist
hauptverantwortlich fur die Entstehung von kardskdaren Erkrankungetrsachen hierfir
sind dabei unter anderem Imbalanzen im Lipidstoffveel, die haufig zu klinischen
Problemen fuhren. Es wird bereits angenommen, desgu 30% der mitteleuropéischen
Bevolkerung an der haufig noch unentdeckten Athdeosse leiden. Dabei ist u.a. durch
Fehl- und Mangelernahrung in den Industrielandesn @holesterin- und Triglyceridspiegel
seit einigen Jahrzehnten aus dem Gleichgewichteger8esonders das Verhaltnis zwischen
low density lipoprotein - (LDL) und high densitypbprotein (HDL) - Cholesterin hat sich
deutlich verschoben (Grundy et al. 1998, Gottd.et@98). Ein ungunstiges Verhaltnis dieser
Lipoproteine zueinander zahlt neben UbergewichgbBies, Nikotinabusus und arterieller
Hypertonie zu den gesicherten Risikofaktoren ureteahenden Stimuli fur kardiovaskulare
Erkrankungen (Law et al., 1994, Grundy et al., 20G4eene et al. 2005). Unter allen
Risikoparametern einer Atherosklerose bzw. koramdflerzerkrankung erwies sich LDL-
Cholesterin mit dem hdchsten prognostizierbarent\ileaw et al. 1994, Adult Treatment
Panel Il 2002). Ein hoher LDL-Cholesterinspiegei Blut korreliert mit dem Risiko des
Auftretens einer koronaren Herzerkrankung (KHK)hlZ@iche Studien haben gezeigt, dass
Veranderungen des zellularen Cholesterinstoffwdshsbei der Entwicklung von
Atherosklerose bzw. KHK eine bedeutende Rolle spidlleben erhdhten LDL-Cholesterin-
Konzentrationen kdnnen auch niedrige HDL-Choleskemzentration die Gefahr an einer
KHK zu erkranken, erhéhen (Kottke et al. 1988, Vagd Grundy 1996). HDL-Lipoproteine
sind fur den Abtransport von Cholesterin aus deipRerie und dem Blut zuriick zur Leber
verantwortlich (Norum et al. 1983, Miller et al.88. Das bedeutet, dass zwischen niedrigen
HDL-Cholesterin-Konzentrationen im Blut und der itemz an KHK zu erkranken eine
inverse Beziehung besteht (Badimon et al. 1992).

Atherosklerose entsteht durch komplexe pathophygisthe Vorgange an den GefalRwanden.
Eine der ersten grol3en Studien, die diesen Zusahmangndarstellte, war die Framingham
Study von 1971, in der gezeigt wurde, dass die @®pkdes Cholesterinspiegels eine
geringere Inzidenz der KHK zur Folge hat (Kannedletl971). Es gibt inzwischen zahlreiche
Untersuchungen, die beweisen konnten, dass eineedfigung der Serum- und LDL-

Cholesterinkonzentration zu einer Verringerung kavaskularer Letalitdt und der Pravalenz
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kardiovaskularer Krankheiten fuhrt (Grundy et &@8%, Babiak et al. 1987, Heyden et al.
1988, Feher et al. 1989, Baigent et al. 2005).

Cholesterin ist ein essentieller Bestandteil von lliZ@mbranen und
Ausgangsverbindung fir die Synthese von Steroidboen und Gallensauren und wird mit
der Nahrung aufgenommen. Cholesterin wird endogarptisachlich in der Leber gebildet
und im Dunndarm resorbiert, zirkuliert dann grofieds verpackt als LDL-Cholesterin in der
Peripherie. Dabei wird das Cholesterin bevorzugihvmembranstéandigen LDL-Rezeptor
mittels Endozytose eingeschleust. Das LDL-gebund€helesterin wird in der Zelle zu
freiem Cholesterin verstoffwechselt und bewirkteeiHemmung des Schlisselenzyms der
Cholesterinbiosynthese, der 3-Hydroxy-3-Methylgivit&€oenzym-A-Reduktase (HMG-
CoA-Reduktase). Gleichzeitig wird auch die Expressies LDL-Rezeptors gehemmt. Ist die
Zelle also ausreichend mit Cholesterin versorgtdvauch weniger endogenes Cholesterin
gebildet. Die Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase uneésdLDL-Rezeptors regulieren die
Konzentration des LDL-Rezeptors und damit gleictigalie Konzentration an Cholesterin
im Plasma. Es ist bekannt, dass der LDL-Rezeptoditi Cholesterinaufnahme in periphere
Zellen, durch malRgebliche Regulation von zirkulelem LDL-Cholesterin, verantwortlich
ist (Meddings et al. 1986)Neben einer erblich bedingten Hypercholesterinawirel vor
allem fettreiche Erndhrung ursachlich fur erhoh@LiCholesterinspiegel verantwortlich
gemacht. Zur Therapie werden vorwiegend HMG-CoAR&mEe-Hemmer aus der
Wirkstoffgruppe der Statine eingesetzt (Walkerletl886, Mantell et a. 1989, Gomez-Perez
et al. 1992, Scharnagl et al. 2004). Deshalb enstles wirtschaftlich immer interessanter,
potentielle Inhaltstoffe fur funktionelle Nahrungst@l zu identifizieren, die ebenso eine
Cholesterinsenkung bewirken konnten, wie medikagsnBehandlungen, die in der Regel
mit hohen Kosten und Nebenwirkungen verbunden sfiod.allem bei Menschen mit einem
leicht erhéhten, aber noch nicht medikament6s kiibhagsbedurftigen Cholesterinspiegel
kann eine Umstellung der Erndhrungsgewohnheitereneiantscheidenden Beitrag zur
Krankheitspravention leisten.

Neben hohen Plasma-Cholesterinspiegeln stellen aechthte Triglycerid-
konzentrationen im Blut einen Risikofaktor fur Atbsklerose dar (Kraus et al. 1998), vor
allem wenn gleichzeitig LDL-Cholesterin erhoht uH®L-Cholesterin erniedrigt ist (Vega
und Grundy 1996). Triglyceride unterliegen in bedgmem Malle nahrungsbedingten
Abhangigkeiten und sollten deshalb auch vor allemfartgeschrittenen Alter engmaschig
kontrolliert werden (Kris-Etherton et al. 1997). WMangstriglyceride werden im Darm

resorbiert und gelangen in Form von Chylomikronerdie Blutbahn. Im Depotfett stellen
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Triglyceride eine wichtige Energiespeicherform d&ndogen in Leber und Fettgewebe
gebildete Triglyceride werden in Very-Low-Densitypbprotein (VLDL) und Intermediate—
Density—Lipoprotein (IDL) -Lipoproteinpartikel veapkt und im Blut zur Peripherie
transportiert. Die Metabolisierung erfolgt mittelormonsensitiver Lipase, welche die
Triglyceride in freie Fettsdauren aufspaltet. Exogemefihrte Nahrungstriglycride werden
durch die Pankreaslipase in Monoglyceride und &eten hydrolysiert und im Dinndarm
resorbiert. In der Darmepithelzelle werden danreetrriglyceride synthetisiert und mittels
Chylomikronen dber den Ductus thoracicus in die 6gen Blutbahn zur Peripherie
transportiert.

Es ist inzwischen bekannt, dass neben Kohlenhydrated Fetten auch
Nahrungsproteine mafgeblich den Lipidstoffwechgdelgges 1990, Lindholm et al. 1991/
1993, Jaques et al. 1995, Kayashita et al. 1998nd&ch et al. 2006) beeinflussen kénnen.
Dabei ist zwischen pflanzlichen und tierischen &r@n zu unterscheiden. Frihere Studien,
in denen tierisches Protein durch pflanzliches détnptwie beispielsweise Soja ersetzt wurde,
zeigten ausschliel3lich signifikante Verbesserurgdgmkardiovaskuléren Risikofaktoren, wie
erhohtes Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin unglyceride (Caroll et al. 1991, Bakhit et
al. 1994, Anderson et al. 1995, Caroll und Kurow$R85, Sirtori et al. 1995, 2001, Iritani et
al. 1996, Sugiyama et al. 1996, Ni et al. 1998{d?@t al. 1998, Wang et al. 1998, Koba et al.
2003, Zhan und Ho 2005, Shukla et al. 2007). Einenahme bildet jedoch das Fischprotein,
dessen Wirkung in verschiedenen Studien kontrodesisutiert wird. Zum einen wurde in
einige Studien an Ratten (Murata et 2002, Ait Yahia et al2005) und einem Versuch an
Kaninchen (Bergeron et.al992) beobachtet, dass sich nach Verfltterung wechprotein
der Triglyceridspiegel in Plasma und VLDL im Venglke zu Casein erniedrigte. Andere
Studien an Ratten fanden jedoch keinen EinflussRisohprotein auf den Triglyceridspiegel
in Plasma und VLDL (Yahia et al. 2003, WergedaldleP004).

Bisher gibt es nur eine begrenzte Anzahl an untétsa Proteinen. Leguminosen
stellen dabei eine wertvolle Quelle fir Nahrungsgre dar. Sojaprotein gehort zu den am
haufigsten eingesetzten Leguminosen in der Humaheung. Neben dem
ernahrungsphysiologischen Nutzen durch seine hobéogische EiweiRwertigkeit gilt
Sojaprotein als triglycerid- (Tovar et al. 2002,cAscio et al. 2004, Shukla et al. 2007) und
cholesterinsenkend (Anderson et al. 1995, Sirtioal.€1995, Sugiyama et al. 1996, Iritani et
al. 1996, Sirtori et al. 1998, Tovar et al. 2003bK et al. 2003). Durch den Einsatz von
Sojaprotein beim Menschen und an zahlreichen Tidathen konnte das Serum- und LDL-

Cholesterin signifikant gesenkt und das HDL-Chaesterhdht werden (Terpstra et al. 1984/
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1991, Potter 1993/ 1996, Tovar et al. 2002, Ascereti al. 2004, Shukla et al. 2007,
Velasquez 2007, Xiao et al. 2008,). Erste Studiamden bereits ab den 70er Jahren
durchgefuhrt (Sirtori et al. 1977, 1979, Descowtlal. 1980, Carroll, 1982). Die vielfaltigen
lipidsenkenden Wirkungen von Sojaprotein haben itser@azu gefiihrt, dass Soja einen
Health Claim erlangte (Food and Drug Administratibad Regist 1999).

Bereits viele Male wurde Uber den hypotriglyceridggohen und —cholesterindmischen Effekt
von Sojaprotein diskutiert, aber welche der Sojgkonenten fiur diesen Effekt verantwortlich
sind, ist nach wie vor unklar. Frihere Studien wdsten, dass die hohen Isoflavongehalte in
Sojaprotein fur die lipidsenkenden Wirkungen venantlich sind (Anderson et al. 1995, Kirk
et al. 1998, Adams et al. 2002). Inzwischen deatsgr neuere Studien darauf hin, dass die
positive Wirkung der Sojabohne durch das Protemspehervorgerufen wird (Lichtenstein et
al. 2002, Shukla et al. 2007, Nagarian et al. 2@ et al. 2008). Tachibana et al. (2005)
fanden heraus, dass Isolate aus Sojaprotein signifidie Expression von Genen des
Steroidabbaus erhthten, was wiederum in einer Renfuldes Serumcholesterinspiegels
resultierte. Andere Experimente an isolierten Hepatn haben gezeigt, dass bestimmte
Peptidkomponenten des Sojaproteins die LDL-Expoesstimulieren konnen (Lovati et al.
1992, Lovati et al. 1996).

Bislang wird besonders im asiatischen Raum fasschliel3lich Soja als pflanzliche
Proteinquelle genutzt, allerdings steigt seit e2nigeit die Anzahl gentechnisch veranderter
Sorten an. Es ist inzwischen schwierig, nicht gemiesch veréanderter Lebensmittel aus Soja
zu erhalten. Da gentechnisch veranderte Nahrunggmdn Verbrauchern abgelehnt werden,
gelten alternative pflanzliche Proteinquellen alstsghaftlich immer interessanter. Neben
Fisch-, Kartoffel-, Ei- und anderen Nahrungsprateinist in den letzten Jahren immer mehr
das Lupinenprotein in den Focus der Wissenschaficge So gilt das Lupinenprotein als
weiterer Vertreter der pflanzlichen Proteine alsel viversprechende Alternative zu
herkdbmmlich eingesetzten Nahrungsproteinen. Dieirlaigilt als reines Naturprodukt, von
dem bisher keine gentechnisch veranderten Produktelem Lebensmittelmarkt sind. Die
Lupine zahlt wie Soja zu den Leguminosen. Sie haere @hnlich hohen Protein- und
Aminosauregehalt, ist reich an Nicht-Starke-Polgkacden und Oligosacchariden (von
Barneveld et al. 1999), aber armer an Ol und Isofian (Gueguen et al. 1994, Katagiri et al.
2000). Die Geschichte der Lupine reicht schon ulantausende zurick. Damals wurden
meist Pflanzen der weil3en Lupine als Futterpflarager fir medizinische Zwecke angebaut.
Erst im zwanzigsten Jahrhundert wurden neue alkatoie Sorten fir den menschlichen

Verzehr gezlchtet. In Deutschland werden vorwieg&idlupinen der weil3en Lupine
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(Lupinus albuy der blauen LupineL(pinus angustifolisund der gelben Lupind.gpinus
luteug angebaut (Gesellschaft zur Forderung der Lupiné €007). In Sudamerika,
Australien und weiten Teilen Europas wird dartibeabs auch noch eine weitere Sorte der
SuRlupine angebautupinus mutabilis Vorteile gegentber anderen Nahrungsproteinen sind
die geringen Gehalte an Isoflavonen und Alkaloide Lupinenproteine enthalten nur
geringe Mengen an antinutritiven Inhaltsstoffen wkbytaten, Tanninen, Lectinen und
Proteaseinhibitoren (Evans et al. 1993, Muzquizalet1998, Champ et al. 2001). Das
Lupinenprotein besitzt ideale technofunktionellel wensorische Eigenschaften und ist daher
besonders gut als Lebensmittelzutat geeignet (Diuednal. 1997) und bildet deshalb die
Grundlage fur eine optimale Verbraucherakzeptane #ich bei anderen proteinhaltigen
Nahrungsmitteln, kann es auch beim Verzehr von nemprotein zu einer allergischen
Reaktion kommen. Dabei handelt es sich meist ura Kneuzallergie mit Erdnuss (Shaw et
al. 2008). Es ist daher notwendig, lupinenhaltigdénsmittel entsprechend zu deklarieren.
Inzwischen ist es sogar gesetzlich verpflichtendjpihen in Nahrungsmitteln zu
kennzeichnen. Lupinensamen enthalten als Speiditeipe vorwiegend Globuline und
weniger Albumine (Verhaltnis 9:1) (Osbourne etl®24). Dabei werden die Globuline von
2 Hauptfraktionen gebildet, den hochmolekulafe@onglutinen und dem-Conglutinen.
Neben diesen Hauptfraktionen sind ayehindd-Conglutine enthalten. Die unterschiedlichen
Fraktionen konnen durch spezielle Extraktionsvegatgetrennt und isoliert werden (Wait et
al. 2005).

In den letzten Jahren konnte bereits gezeigt werdeéass Lupinenprotein
hypolipidamisches Potential aufweist. In vorangegaen tierexperimentellen Studien
konnten physiologische Wirkungen der SuRlupine deh Lipidstoffwechsel aufgezeigt
werden. Bereits 1998 zeigten erste Studien an mRattass die Verfltterung von
Lupinensaatmehl zu einer Cholesterinsenkung fi{Rédhman et al., 1998). In einer weiteren
Untersuchung fuhrte die Verflitterung einer mit Brotaus weil3er Lupine angereicherten
semisynthetischen Diat an Ratten zu einer sigmfixa Erniedrigung des Serumcholesterins
um 21% und des LDL-Cholesterins um 30% im Vergleith Casein-geflitterten Ratten
(Sirtori et al. 2004). Die Autoren fanden herausssd moglicherweise eine gesteigerte
Aktivitat des LDL-Rezeptors dafur verantwortlicht.isUntersuchungen an Leberzellen
lieferten Hinweise, dass es durch Lupinenproteireiner gesteigerten Cholesterinaufnahme
in die periphere Zelle kommt und somit die Cholesk@nzentrationen im Plasma sinken.
Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien an Schweiném,dds Protein der blauen Lupine
erhielten (Martins et al. 2005). Dabei wurde duiarabreichung von Lupinendiat das
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Plasma- und das LDL-Cholesterin im Vergleich zurniolldiat mit Casein gesenkt.
Aul3erdem erniedrigte sich das LDL- zu HDL-Cholastéferhaltnis um 25%. Neueste
Studien unserer Arbeitsgruppe haben aufRerdem dezdaps die LDL-Cholesterin-
Konzentrationen auch beim Menschen signifikant zestttwurden (Weile et al. 2009b).

Da die prazisen Stoffwechselwege der lipidsenkendgrinenproteine jedoch nach
wie vor weitgehend unbekannt sind, wurden die egdnden Studien (V1-V5) dazu genutzt,
um die Mechanismen einer solchen Lipidprofilverandg aufzuklaren. Es gibt 2
Hauptmechanismen, wie Lupinenprotein auf den Ligthholismus wirken kann. Zum einen
kénnte Lupinenprotein entweder direkt oder indirakf Enzyme oder Rezeptoraktivitaten
wirken, wie kurzlich erschienene Untersuchungen lddh-Rezeptor zeigten (Sirtori et al.
2004). Ein anderer méglicher Mechanismus beruckgichie transkriptionelle Regulierung
von Genen, die in die Synthese, der Aufnahme uma Abbau von Lipiden involviert sind.
Eine veranderte Transkriptionsrate kann letztehddiech zu einer veranderten Aktivitat eines
Transporters, Rezeptors oder Enzyms fuhren. EinbeRerangegangener Studien, welche
die Wirkungen von Soja- und Fischprotein unterseichkonnten proteinspezifische Effekte
auf die mRNA-Konzentration lipogener Enzyme in deber aufzeigen (Tovar et al. 2002,
Mullen et al. 2004, Shukla et al. 2007). Es istdrvekt, dass Sojaprotein durch Verringerung
der hepatischen Fettsduresynthese mittels stegulatery element-binding protein 1c
(SREBP-1c)-Downregulation Plasma- und Lebertrigiytee senken kann (Tovar et al. 2002/
2005, Nagasawa et al. 2003, Ascencio et al. 200dklIg et al. 2007). Dies weist daraufhin,
dass Nahrungsproteine die SREBP-vermittelte Traotskin hepatischer Gene der
Fettsauresynthese verandern kdnnen. Das fuhrterzHypothese, dass auch Lupinenprotein
durch Beeinflussung der Genexpression oder prdisdher Aktivierung des SREBP-1c in
der Leber, einen Einfluss auf den hepatischen ktpifivechsel haben kdnnte. Dabei rickt
die Regulation durch hepatische Transkriptionsfaktpwie dem SREBP-1c und dem sterol
regulatory element-binding protein 2 (SREBP 2) imsdbesondere Interesse der
Untersuchungen. Das Lipidgleichgewicht in Wirbeltedlen ist hauptsachlich reguliert durch
eine Familie von membrangebundenen Transkriptittmfan, den SREBP’s. Die Kopplung
zwischen Stoffwechsel und Genregulation erfolgtb@sondere durch diese zellulare
Regulatoren. SREBP’s kénnen direkt die Expressammmehr als 30 Genen aktivieren. Die
SREBP’s gehdren zu einer Gruppe von cholesteriiisems Transkriptionsfaktoren, die als
Vorlauferproteine im rauen endoplasmatischen Retrkuokalisiert sind und zur Familie der
bHLH- Zip (basic Helix Loop Helix Lecine Zipper)-&teine gehdren. SREBPs translozieren

nach proteolytischer Spaltung in den Zellkern uktiveeren dort durch Bindung bestimmte
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Promotoren SREBP-regulierter Gene, welche beispéte fir den LDL-Rezeptor oder die
HMG-CoA-Reduktase kodieren. Es kommt so zu einermeé@rten LDL-Rezeptor-
vermittelten Cholesterinaufnahme in periphere 2Zelldurch entsprechende SREBP2-
Genaktivierung (Wang et al. 1994). Sie gelten alshligselregulatoren der
Cholesterinbiosynthese und aktivieren wichtige Emeyflur die zellulare Aufnahme von
Lipiden (Horton et al. 1999). Dabei gilt SREBP2 alkhtiger Transkriptionsfaktor fir die
Regulation des Cholesterinspiegels durch Aktivigrder Expression von Genen, die fur die
Cholesterinsynthese kodieren (Vallet et al. 199&téh et al. 2002) und SREBP-1c ist fur die
Regulation von Schliisselenzymen der Fettsauressamtherantwortlich. Um die Hypothese
zu bestatigen, dass Lupinenprotein die SREBP-veait@tTranskription hepatischer Gene des
Lipidstoffwechsels beeinflusst, wurden neben denNARKonzentrationen von SREBP-1c
und SREBP2 auch ausgewahlte Zielgene bestimmteAwelgenen des SREBP-1c gehoren
unter anderem die Fettsduresynthetase (FAS), dia-Ddesaturase (D-9-Des.) und die
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH), zuZaglgenen des SREBP2 z&hlen vor
allem HMG-CoA-Reduktase und LDL-Rezeptor (Horton at 1999, Shimano 2001,
Goldstein and Brown 2002, Schweizer et al. 2002)ctAlnsulin und Glucagon gelten als
relevante Parameter der Lipogenese. Insulin erbi@hiTranskription und die Aktivitat des
SREBP-1c. Das bedeutet, dass Insulin entscheided@raGenregulation einiger Zielgene fir
die Fettsauresynthese beteiligt ist (Kim et al.89oretz et al. 1999). Deshalb wurde auch
die Menge an zirkulierendem Insulin und Glucagostipemt. Es gibt jedoch auch Gene, die
SREBP-unabhangig fur eine proteininduzierte Veramug des Triglycerid- und
Cholesterinmetabolismus  verantwortlich sein kdnneBo spielen beispielsweise
Lipoproteinlipase (LPL), hepatische Lipase (HL) od&polipoprotein 5 (Apo A5) eine
kritische Rolle bei der Hydrolyse zirkulierendeliglyceride (Mead et al. 2002, Santamarina-
Fojo et al. 2004). Aber auch Peroxisome Proliferatktivierter Rezeptoa (PPAR o)-
regulierte Gene, die in die Oxidation von Fettsduievolviert sind, wie Carnitin-
Palmitoyltransferase (CPT)-1a, Acyl-CoA-Oxidase @)aund Cytochrom P450 (Cyp) 4A1
und hepatische Gene, wie CholesterolHydroxylase (Cyp7A1l), Liver X Receptor (LXR),
ATP-binding cassette transporter (ABC)-Al, Acyl-CcohAolesterol Acyltransferase (ACAT),
Lecithin:cholesterol Acyltransferase (LCAT) und €3aB type 1 Scavenger Receptor (SR-B1)
kénnten helfen, die mdglichen Mechanismen aufzekiawie und wodurch Lupinenprotein
den Lipidmetabolismus malf3geblich beeinflusst.

Daher bestand die Zielsetzung dieser Arbeit dati@, Wirkung von Lupinenprotein

auf den Lipidstoffwechsel insbesondere auf die mR&pide unter hyper- und
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normolipamischen Bedingungen zu untersuchen, digkl&ung der Wirkung von
Lupinenproteinen aus verschiedenen Sorten, die WWg&n von Lupinenprotein auf die
Milchfettsynthese bei laktierenden Ratten und diafklirung der zugrunde liegenden

Mechanismen unter Verwendung eines Tiermodellsamiand der Zellkultur.
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2. Zielstellung

Zur Beantwortung der Zielstellung wurden insgesarintersuchungen durchgefiihrt. In den
Versuchen 1-3 sollte geklart werden, welche lipdlemden Wirkungen von isoliertem
Lupinenprotein unter normo- und hyperlipdmischendiBgungen ausgehen und ob
Lupinenprotein den Lipidstoffwechsel modifizieremnk. Als Kontrollprotein wurde bei

diesen Untersuchungen Casein oder Eialbumin emisgnel dem Bedarf an essentiellen
Aminosauren eingesetzt. Als Studienmodelle fur eliesmtersuchungen wurden adulte und
wachsende Ratten gewahlt. Nager gelten als hepemde Studienspezies, weil sie als
Labortiere optimal unter standardisierten Versuelsigungen gehalten und geflttert
werden. Dabei wurden die Proteinisolate aus weufel blauer Lupine entsprechend der
Fragestellung in verschiedenen Konzentrationen sgmiietischen Diaten beigemischt und
den Tieren Uber einen Zeitraum von 2-3 Wochen verelix.

In Untersuchung 4 sollte geklart werden, welche KhAg Lupinenprotein auf die

Milchfettsynthese hat und ob sich die lipidmodwdimien Wirkungen von Lupinenprotein
auch bei trachtigen und laktierenden Ratten unénihNachkommen abzeichnen. Als
Untersuchungsmodell hierfur dienten weibliche Rattelie wahrend der Verpaarung,
Gestation und Laktation eine mit Lupinenproteinemegherte hypercholesterinamische Diat
supplementierten.

Ziel der 5. Untersuchung war es zu aufzuklarenchesl Inhaltsstoff des Lupinenproteins fur
die lipidsenkenden Wirkungen verantwortlich ist.fldavurde als Untersuchungsmodell eine
hepatische Zellkultur gewahlt, um so optimal mdughicisolierte Wirkungen einzelner

Aminosauren naher zu charakterisieren.

2.1. Wirkung von Lupinenprotein der weil3en Lupine wnter normo- und

hyperlipAmischen Bedingungen

Zunachst sollte untersucht werden, welche modiriden Wirkungen weil3e Lupinen auf
das Lipidprofil bei adulten Ratten haben. In einersten Versuchsansaf¢1) erhielten die

Versuchstiere eine normocholesterinamische Diateomusatzliche Zulage an Cholesterin
oder Choleat. In den meisten Rattenstudien, wellidé/VNirkung von Pflanzenproteinen auf
den Lipidstoffwechsel untersuchten, enthielt diétZiine beachtliche Menge von bis zu 25%
Protein (Madani et al. 1998, Ascencio et al. 2002ar et al. 2005, Shukla et al. 2007, Yang
et al. 2007). In dieser ersten Studie wurde Sprdgaeley Ratten Uber eine 2-wé6chige
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Futterungsperiode 2 verschiedene Stufen (bis zy B&% Proteinisolates Typ E aluspinus
albus verabreicht, weil vermutlich diese moderaten Gehalie gegenwartige humane
Ernahrungssituation besser darstellen. Die Komfrofipe erhielt als Referenzprotein Casein.
Einige vorangegangene Studien konnten bereits &eledass der hypocholesterindmische
Effekt des Sojaproteins speziell in hypercholesteriischen Individuen auftritt (Carroll
1991). Verschiedene Studien belegen, dass durche ekiinstlich erzeugte
Hypercholesterindmie grol3ere Effekte zu erwartad §iritani et al. 1979, Iwata et al. 1993,
Kayashita et al. 1997, Shibata et al. 2001, Mawataal. 2003, Sirtori et al. 2004, Martins et
al. 2005, Kayashima et al. 2005, Sudhahar et &628en et al. 2006). Eine andere Studie an
wachsenden Ratten hat gezeigt, dass die Verfutjeran Reisprotein grof3ere lipidsenkende
Wirkungen aufweist, wenn zusatzlich Cholesterinpteimentiert wurde (Yang et al. 2007).
Allerdings ist bisher wenig dartber bekannt, ob haumter normocholesterinamischen
Bedingungen solche Effekte auftreten. Unsere Hygs®h ist, dass der
hypocholesterinamische Effekt vom Ausgangslevel de&kulierenden Lipide abhangt.
Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigl@ss sich durch Verfltterung eines
Proteinextraktes aukupinus albusdie Serumtriglyceride, sowie die Triglyceride iend
VLDL und in der Leber deutlich erniedrigten (Spielnm et al. 2007). Deshalb sollte nun in
einem weiteren Versuchsansg¥?2) untersucht werden, ob auch hypocholesterinamische
Effekte zu erwarten sind, wenn man zuséatzlich zomtkoll- und Behandlungsdiat Cholesterin
und Choleat verfuttert. Hyperlipamische Bedinguntessen sich im Nagermodell nur unter
Zugabe von Cholesterin und Choleat erreichen (Natlypercholesteremic diet, Nath et al.
1953). Um herauszufinden, in welchem Konzentrabensich Effekte zu erwarten sind,
wurde in einem mehrfaktoriellen Versuchsansatz tedul Ratten entweder eine
normocholesterinamische oder eine hypercholesteigthe Diat verabreicht. Dabei wurden
adulten Sprague Dawley Ratten Uber eine zweiwdchigeerungsperiode entweder 50 g/kg
Lupinenprotein mit 1 % Cholesterol und 0,5 % Choleder nur Lupinenprotein verabreicht.
Auch in dieser Untersuchung entschieden wir unsefiie 5%ige Proteinzulage, entweder

Lupinenprotein der weil3en Lupine oder als Referestepn Casein.

2.2 Wirkung von Lupinenprotein aus verschiedenen Sten der blauen Lupine

In einem weiteren Versuch (V4) wurde 4 Wochen altRatten Uber eine 17-tagige
Futterungsperiode verschiedene Proteinextraktd_apsus angustifoliugBoregine, Probor,
Vitabor) verabreicht. Aufgrund des hohen Protelnadies, der Stickstoffbindungsqualitaten

10



Zielstellung

und 6kologischer Widerstandsfahigkeit bietet auehbtiue Lupine interessante Perspektiven
fur die Nahrungsmittelindustrie und die AgrarOkotgAul3erdem besitzt die blaue Lupine
hervorragende sensorische Eigenschaften fir eirtenalp Verbraucherakzeptanz. Eine
Studie an Schweinen konnte zeigen, dass Lupinendaatblauen Lupine die LDL-
Cholesterinkonzentration im Vergleich zu Caseirkeerkann (Martins et al. 2005). Bisher ist
nicht bekannt, ob auch isolierte Proteine der biaugpine solche hypocholesterindmischen
Effekte erzielen kbnnen. Daher hatte die 3. Stud@die Ziel, zu untersuchen, welche Effekte
von totalem Proteinextrakt (TPE) verschiedener édoder blauen Lupine (Probor, Vitabor,
Boregine) auf die Konzentrationen von Plasmalipjdeipoproteinen und Leberlipiden in
Ratten ausgehen. Einige Studien deuten an, dagflisgee Polypeptide der Leguminosen
wie B-Conglycinin von Soja (Manzoni et al. 2003, Kohebal. 2006) und Conglutig
(Sirtori et al. 2004) von weil3er Lupine zum hypéhpischen Effekt beitragen kénnen. Um
ein  mogliches hypolipamisches Potential von Comgdut zu testen, bekam eine
Versuchsgruppe einem—/B-Conglutin-beinhaltenden Totalproteinextrakt TPEnvalyp
Boregine. Derartige Eiweil3konzentrate dirfen Tigeiuund Lebensmitteln ohne negative
Auswirkungen auf Wachstum, Stickstoffbilanz oden @&eschmack des Lebensmittels bis ca.
10% Anteil zugesetzt werden (Bundesinstitut furilRisewertung 2005). Es gibt bereits
Hinweise, dass isoliertes Conglutin die LDL-Aufnadniber die Stimulation des LDL-
Rezeptors erhoht (Sirtori et al. 2004). Es wurdesmal wachsende Ratten eingesetzt, weil
noch groRere Effekte als bei adulten Ratten ertvendeden. Auch in diesem Versuch wurden
5% des jeweiligen Proteins eingesetzt und allersMehstieren eine hypercholesterindmische
Diat verabreicht. Als Basisprotein wurde diesmalliimin gewabhilt.

2.3. Wirkungen von Lupinenprotein auf die Milchfettsynthese bei laktierenden Ratten

Die beobachteten Effekte von Lupinenprotein auf dgpidmetabolismus wurden bisher
explizit in adulten und wachsenden Ratten gefunden.Gegensatz zur Wirkung von
Lupinenprotein auf den Lipidstoffwechsel beim waaiden Tier, sind die Auswirkungen von
Lupinenprotein auf den Lipidstoffwechsel bei tragah und laktierenden Ratten weitgehend
unbekannt. Auch jungste Vertffentlichungen Uber #ifekte von Lupinenprotein auf
zirkulierende Lipide und den Lipidstoffwechsel zmigausschliel3lich Daten von wachsenden
und adulten Ratten, Schweinen, Schafen und HiKlenmampalam et al. 2002, Sirtori et al.
2004, Martins et al. 2005, Viveros et al. 2007)skab hatte eine vierte tierexperimentelle
Studie (V4) zum Ziel, die Wirkung von Lupinenprotein augpinus angustifoliusvdhrend
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der Trachtigkeit und der Laktation auf die Lipidkemtration von Plasmalipoproteinen, Leber
und Milch bei den Muttertieren, die eine hypercktdeinamische Diat erhielten, zu
untersuchen. Bekannt ist, dass sich der Lipidmditabas wahrend der Trachtigkeit und
Laktation vom Lipidmetabolismus wéhrend des Waahstwnterscheidet. So sinkt wahrend
der Spatschwangerschaft die Lipoproteinlipase-Atitivin der Leber, steigt allerdings in der
Milchdriise an (Herrera et al. 1988). Diese Veramadgen spielen eine entscheidende Rolle
fur das Schicksal zirkulierender Triglyceride, weiése weg von der Aufnahme in die Leber
zur Milchdrise fur die Milchfettsynthese wanderrahgr war eine unserer Hypothesen, dass
Lupinenprotein, welches maR3geblich die Lipogenesemindern kann, auch wahrend der
Laktation milchfettsenkend wirken konnte, weil digpogeneseaktivitdt per se in der
Milchdriise ansteigt. Weiterhin ist bisher bekamlaiss miutterliche Hypertriglyceridamie eine
Besonderheit wahrend der Schwangerschaft ist uradk skorrespondiert mit einer
Akkumulierung von Triglyceriden nicht nur in VLDLsondern auch in LDL- und HDL-
Partikeln (Herrera 2002). Die Milch-Triglyceridsixetse hangt dabei von der Verflugbarkeit
der Fettsauren in der Milchdriise ab, welche vorr2chiedenen Quellen abstammen kénnen.
So kénnen zum einen Fettséduren in den Milchdridlemzeée novosynthetisiert werden. Das
geschieht durch die Aktivierung lipogener Enzymie, @urch SREBP-1c kontrolliert werden
(Barber et al. 2003). Eine andere Moglichkeit flie dMilch-Triglyceridsynthese bilden
lipoproteingebundene Fettsduren aus dem Plasmauoderesterte Fettsduren, welche vom
Fettgewebe freigesetzt wurden. Diese Fettsaurendemerdanach in die Milchdrise
aufgenommen (Scow et al. 1977). Da inzwischen Lexgdnotein verbreitet in der Futter- und
Nahrungsmittelindustrie eingesetzt wird, wurden égsichungen durchgefuhrt, die einen
maoglichen Effekt des Lupinenproteins auf den Migttdehalt und den Lipidstoffwechsel bei
laktierenden Ratten nachweisen kénnen. Da in lgsthmchgefiihrten Studien zum Teil sehr
deutliche Effekte durch Lupinenprotein auf den Tyegridstoffwechsel festgestellt wurden,
sollte in dieser Studi@/4) getestet werden, inwieweit Lupinenprotein der bfallupine den
Lipidmetabolismus, sowie den Triglyceridgehalt detilch laktierender Ratten durch
Beeinflussung der mRNA-Expression der SREBP’s uailever relevanter Gene, die in die
Regulation des Plasma- und Gewebelipidstatus efagrédeeinflussen kann. Auch in diesem
Futterungsversuch wurden Ratten als Versuchstieegvalglt, weil Ratten &hnliche
Veranderungen im Lipidstoffwechsel wahrend der mt@&eit und Laktation aufzeigen wie
Menschen (Smith et al. 1998, Herrera et al. 200@). bekannt ist, dass Lupinenprotein
starkere lipidmodulierende Effekte austbt, wenn Regten eine hypercholesterindmische

Diat erhielten, erhielten alle Muttertiere diesetudie eine Cholesterin- und Choleat-
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angereicherte Diat, um maximale Effekte durch d&gdpotein zu erlangen. Es wurden 24
adulte weibliche Ratten entweder mit 20 % Lupinetgin aud_upinus angustifoliusder mit
Casein als Kontrollprotein fur die Zeit der einwiggn Verpaarung, der Trachtigkeit und 18

Tage der Laktation geflittert.

2.4. Einfluss von Aminosauren auf den Lipidstoffwelesel von humanen Leberzellen

In einer weiteren Studiév5) sollte die Bedeutung potentiell wirksamer protesuziierter
Aminosauren auf den Lipidstoffwechsel im Lupineripno in vitro untersucht werden. In
dieser Untersuchung wurde als Studienmodell eimaame hepatische Zellkultur gewéhlt —
die HepG2-Zelllinie, weil diese dafur bekannt tdiss sie weitgehend ihre metabolischen und
physiologischen Funktionen, vor allem im Fettst@&thsel erhalten hat (Javitt et al. 1990,
Roder et al. 2007, Shin et al. 2007). Aul3erdemezeigktuelle Studien mit Peptiden aus
Sojaproteinen, dass HepG2-Zellen ein geeignetes eMotlir Untersuchungen der
Lipidhom@ostase darstellen (Lovati et al. 2000, kkan et al. 2003). Zuséatzlich haben
HepG2-Zellen, verglichen mit anderen humanen hegatn Zellmodellen (Hep3B, J5), den
hdchsten Quotient zwischen reduziertem und oxiglerGlutathion ( GSH) (Liu et al. 2000)
und sind daher per se ein anerkanntes Modell firterdachungen zum
Glutathionstoffwechsel (Lin et al. 2007, Jimenezép et al. 2008).

In den letzen Jahren wurde vielfach spekuliert, usldl wie einzelne Aminosauren oder
Peptide, die wahrend der intestinalen Hydrolysegésetzt werden, in die SREBP-1c-
vermittelte Regulation des Lipidstoffwechsel einfgne. Einige Untersuchungen, die sich mit
Nahrungsproteinen und ihrer Wirkung auf den Liptiss beschaftigen, belegen die
Hypothese, dass ausgewahlte Aminosauren die SRefRiarte Lipogenese beeinflussen
(Ascencio et al. 2004, Shukla et al. 2007). Bisiserallerdings nicht klar, welche dieser
Aminosaure fir die Lipidsenkung verantwortlich igt. dieser StudigV5) wurde deshalb
untersucht, welche Effekte speziell von der Aminwe&Cystein auf SREBP-regulierte Gene
ausgehen. Cystein kommt im Lupinenprotein in relather Konzentration vor und kénnte
fur die lipidmoduliernden Wirkungen verantwortligein. Unsere Hypothese besteht in der
Vermutung, dass Cystein eine von den mdoglichen Asd#oren sein koénnte, well
lipidsenkende Proteine haufig einen hoheren Gelmalfystein aufweisen, als Casein (Shukla
et al. 2006, Yang et al. 2007). So hatten Balb/cAubk, die 5 verschiedenen Cystein-
enthaltenen Wirkstoffen verabreicht bekamen, sigguift niedrigere Aktivitdten lipogener

Enzyme, wie dem Malic Enzym und der Fettsdureswath@in et al. 2004). Eine weitere
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Studie hat gezeigt, dass die Triglyceridsynthes@ano-2 Zellen durch Inkubation mit 5 mM
N-Acetyl-Cystein signifikant erniedrigt wurde (Rivane et al. 2001). Cystein gilt als
limitierender Baustein fur die Synthese von GSHhél&onzentrationen an GSH fuhren zum
Abbau freier Radikale (Meister et al. 1983).

Des weiteren wurde der Effekt von L-Cystein auf @ienexpression von SREBP-regulierten
Genen untersucht. AuRerdem wurden die Zellen gteitly mit L-Cystein und L-Buthionine-
[S,R]-sulfoximine (BSO), einem Inhibitor dery-Glutamylcysteine-Transferase, dem
Schlusselenzym der intrazellularen GSH-Synthese @tial. 2007), behandelt. Das diente
unter anderem der Klarung, ob eine L-Cystein-induei Veranderung der Genexpression
durch GSH vermittelt wird. Um Hinweise dafur zu den, ob Cystein die Expression
lipogener Enzyme Uber die Verbesserung des antiixgh Status beeinflusst, wurden die
Zellen neben L-Cystein zusatzlich mit prooxidativ€uSQ inkubiert.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsaufbau
3.1.1. Untersuchungen zur lipidsenkenden Wirkung en Proteinen aus weil3er Lupine
bei normocholesterindmischen Ratten (V1)

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, welghiddenkenden Wirkungen von Proteinen
aus weil3er Lupine ausgehen. Dafur wurden 36 madmniRatten (Sprague Dawley, Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) in 3 Gruppen aufdgtdie jeweils Casein als Kontrolle oder
1% bzw. 5 % Lupinenprotein erhielten. Als Behandkprotein wurde Proteinisolat aus
Lupinus albusTyp E eingesetzt. Alle Lupinenprotein-Isolate wemduns vom Fraunhofer

Institut fir Verfahrenstechnik und Verpackung, Bimg, Deutschland bereitgestellt. Die
Versuchstiere hatten zu Beginn der Untersuchungee mittlere Lebendmasse von 284

+ 15 g und wurden fur 14 Tage kontrolliert gefuttert.

Versuchsgruppen

K Kontrolle (Casein)
L1 1 % Lupinenprotein
L5 5 % Lupinenprotein

3.1.1.1.Zusammensetzung der Diat
Alle Diaten wurden vor dem Futtern einer Gefrieckioung (Christ BETA 1-8, Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Deutsdhlaamterzogen und bei -20 °C

gelagert. Die Zusammensetzung der Diat ist in Taldehufgefihrt
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Diat in der erstiedi&s

Diatkomponenten Konzentration [g/kg Diat]
Casein 150
Lupinenprotein-Isolat 50

Starke 387,5

Zucker 200

Zellulose 50

Vitamine und Mineralstoffe 60

Fett 100

Cholesterin 0,5

DL-Methionin 2

TSchweineschmalz (LARU, Langensiepen und RuckeBiettrop, Deutschland)

3.1.2. Untersuchungen zur lipidsenkenden Wirkung en Proteinen aus weil3er Lupine
bei hypercholesterinamischen Ratten (V2)

Ziel der zweiten Studie war es zu untersuchen,amait Lupinenprotein unter Zulage von
hypercholesterindamisch wirkendem Cholesterin undol€&it Auswirkungen auf den
Lipidstoffwechsel bei mannlichen Ratten hat. Dafilurden 48 Tiere auf 4 Gruppen
aufgeteilt. Als Testprotein erhielten die Tiere @& 5 % Casein oder 5 % Lupinenprotein aus
Lupinus albusTyp TPE. Die Versuchstiere hatten zu Beginn eimlare Lebendmasse von

464+ 21 g und wurden fur 20 Tage restriktiv gefittert.

Versuchsaufbau:
Behandlungsgruppen

C- 5 % Casein als Kontrollprotein ohne Cholestand Choleat

C+ 5 % Casein als Kontrollprotein plus 1% Cholegstend 0,5 % Choleat
L- 5 % Lupinenprotein ohne Cholesterin und Choleat

L+ 5 % Lupinenprotein plus 1 % Cholesterin und 0,&£B6leat
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3.1.2.1.Zusammensetzung der Diat

Die Zusammensetzung der Diét ist in Tabelle 2 diifge

Tabelle 2: Zusammensetzung der Diat in der zweteie

Diatkomponenten Konzentration [g/kg Diat]
Albumin 150
Lupinenprotein-Isolat od. Casein (Kontrolle)50

Starke 390

Zucker 200

Zellulose 35

Vitamine und Mineralstoffe 60

Fett 100

Cholesterin 10

Natrium-Choleat 5

TSchweineschmalz (LARU, Langensiepen und RuckeBiettrop, Deutschland)

3.1.3. Vergleich verschiedener Proteine aus blauéupine und ihrer lipidsenkenden

Wirkung bei hypercholesterindmischen Ratten (V3)

In der dritten Studie sollten verschiedene Soreridpinus angustifoliusintersucht werden.
Dafur wurde erneut ein hypercholesterindmisches éMogewahlt, d.h. die Versuchsdiat
enthielt zusatzlich Cholesterin und Choleat. 72 mhéhe adulte Ratten wurden in 6 Gruppen
a’ 12 Tiere aufgeteilt und hatten ein mittleres agfsgewicht von 8% 12 g. Sie wurden flr

14 Tage restriktiv gefittert.

Versuchsgruppen

C 5 % Casein als Kontrollprotein plus 1 % Cholestand 0,5 % Choleat

B TPE 5 % Lupinenprotein Boregine TPE plus 1% Cholester 0,5 %
Choleat

a-/B-Conglutin- 5 % Lupinenprotein Boreginen-/B3-Conglutin-Fraktion plus 1%

Fraktion Cholesterin u. 0,5 % Choleat

P 5 % Lupinenprotein Probor TPE plus 1% Cholesteri@,5 % Choleat

Vv 5 % Lupinenprotein Vitabor TPE plus 1% Cholesteri®,5 % Choleat
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3.1.3.1. Zusammensetzung der Diat

Die Zusammensetzung der Diét ist in Tabelle 3 dlfge

Tabelle 3: Zusammensetzung der Diat aus der diStedie

Diatkomponenten Konzentration [g/kg Diat]
Albumin 150
Lupinenprotein-Isolat od. Casein (Kontrolle)50
Starke 389
Zucker 200
Zellulose 35
Vitamine und Mineralstoffe 60
Fett 100
Cholesterin 10
Natrium-Choleat 5
DL-Methionin 0,6

TSchweineschmalz (LARU, Langensiepen und RuckeBiettrop, Deutschland)

3.1.4. Einfluss von Proteinen aus blauer Lupine autlie Milchfettsynthese und den
Milchfettgehalt laktierender Ratten, sowie den Einfuss auf den maternalen
Lipidstoffwechsel (V4)

Ziel der vierten Studie war es zu untersuchen,ipiddenkende Eigenschaften darpinus
angustifoliusBoregine Typ E wahrend Gestation und Laktationbeobachten sind. Dafir
wurden 24 weibliche Ratten mit einem mittleren Amfsgewicht von 312 18 g in 2
Gruppen eingeteilt. Dabei erhielt die Kontroligrep@0 % Casein und die Behandlungs-
gruppe 20 % Lupinenprotein ad libitum Uber einentrZem von 6 Wochen. Die Tiere
wurden bereits wahrend der einwotchigen Verpaaruragsgp mit der Diat gefittert. Die
Anzahl der Jungen wurde 1 Tag nach Wurf auf 10 dnhgNurf standardisiert und
gleichmaliig auf die Mtter innerhalb einer Gruppdaeilt.

Versuchsgruppen
C 20 % Casein als Kontrollprotein plus 1 % Cholestand 0,5 % Choleat
L 20 % Lupinenprotein plus 1 % Cholesterin und%,3Choleat
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3.1.4.1. Zusammensetzung der Diat

Die Zusammensetzung der Diét ist in Tabelle 4 diifge

Tabelle 4. Zusammensetzung der Diat aus der viS§itedie

Diatkomponenten Konzentration [g/kg Diat]
Protein (Casein oder Lupine) 200

Starke 390

Zucker 200

Zellulose 35

Vitamine und Mineralstoffe 60

Fett 95

Leindl 5

Cholesterin 10

Natrium-Choleat 5

AS-Gemiscl? (Methionin, Lysin + Zucker) 10

TSchweineschmalz (LARU, Langensiepen und RuckeBiettrop, Deutschland)
2 Methionin und Lysin wurden so eingesetzt, dasedshte Bedarf gedeckt wurde

3.1.5. Einfluss von Aminoséauren auf den Lipidstoff@chsel von humanen Leberzellen
(V5)

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, welchaltsstoffe des Lupinenproteins fir die
lipidsenkenden Wirkungen verantwortlich sind. Dafiurden als Zellkulturmodell humane
Leberkrebszellen (HepG2 Zellen) eingesetzt. Diegedan mit 3 verschiedenen Aminosauren
inkubiert (L-Methionin, L-Cystein, L-Arginin). Aufgind der Ergebnisse wurden weiter

fuhrende Untersuchungen nur mit L-Cystein durchigefi

3.2. Versuchstiere und deren Haltung

Im Rahmen der tierexperimentellen Studien 1, 2 @&navurden wachsende maénnliche
Sprague-Dawley Ratten, sowie in Studie 4 wachsevelbliche Sprague Dawley Ratten der
Firma Charles-Rivers Wiga (Sulzfeld, Deutschlandingesetzt. Die Tiere erhielten
Versuchsbeginn eine Diat fur Ratten und Mause dend-Altromin, Lage (,Haltungsdiat
1320% Inhaltsstoffe: 19% Rohprotein, 4% Rohfé#6 Rohfaser, 7% Rohasche, 11.9MJ/kg
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umsetzbare Energie), in Pelletformie Haltung der Tiere erfolgte in Makrolonkafigeier
Grolie 4 mit Metallgitterabdeckung auf Einstreu.

In allen Futterungsversuchen wurden die Tiere éingehaltenDie Umgebungstemperatur in
der Versuchstieranlage betrug durchschnittlich 2B&C50-60% relativer Luftfeuchtigkeit. Die
Hell-/ Dunkelphase des Zyklus betrug 12 Stundens3&astand den Tieren in allen Versuchédn
libitum zur Verfligung. In den Versuchen 1, 2 und 3 wurde\@rsuchsdiat restriktiv gefittert,
um allen Tieren die gleiche Verzehrsmenge gewé&terizu kbnnen. Dabei orientierte sich die
Futtermenge am geringsten taglichen Verzehr.

In Versuch 4 stand den Tieren das Fu#idr libitum zur Verfigung, um den trachtigen und
laktierenden Tieren eine ausreichende Energiezuluhrgewahrleisten. Bei allen Versuchs-
durchfihrungen wurden sowohl die tagliclheitteraufnahme, als auch die wdchentliche

Lebendmassezunahme protokolliert.

3.3. Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials

3.3.1. Blutgewinnung und Organentnahme

Nach den Futterungsperioden wurden die Tiere ufitBernarkose dekapitiert. Die Tiere
erhielten 4 h vor Totung je 4 g Diat. Das Blut waiid heparinisierten Monovetten (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) aufgefangen. Zur GewinrdexyPlasmas wurde das Blut bei 3000
U/min 10 min bei 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0Reraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) und der Uberstand bei —20°C geladé@nt. Expressionsanalysen wurden aus
verschiedenen Organen Proben entnommen, in flimsi§&ckstoff schockgefroren und
danach bei -80°C gelagert. Des Weiteren wurderReigte der Organe und die Plasmen fur

weitere Analysen bis zur Weiterbearbeitung bei €2g@lagert.

3.3.2. Gewinnung der Milchproben

In Versuch 4 wurden die laktierenden Tiere zusétzéim 14. Laktationstag gemolken. Dazu
wurden die Jungtiere 1 h vor dem Melken von den tétiit separiert. Durch einen
medizinischen Veterindr wurden die Muttertiere w#édiert (siehe unten) und bekamen
Oxytocin injiziert, um den Milchflu zu stimuliereiNach ca. 10 min wurden die Tiere an
einer selbst konstruierten Vakuumpumpe (Eigenbastjtut fir Ernahrungsphysiologie, TU
Minchen Weihenstephan, Deutschland) fur ca. 25 gemolken (Abbildung 1), die

gewonnene Milch durch Vortexen gemischt und zurteven Analyse bei -20°C gelagert.
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Anschliel3end wurden die Tiere mit Atipamezol belaindim die sedative und analgetische
Wirkung von Ketamin und Xylazinag-Adrenorezeptor-Agonisten) aufzuheben. Danach
blieben die Muttertiere noch 2 h von ihren Jungetnemnt.

Arzneimittel-Wirkstoffe

Ketamin 10 %: 0,3 mli.m.

Xylazin 2 %: 0,2 mli.m.

Atipamezol: 0,04 - 0,05 ml s.c.
Oxitocin: 0,1 mli.m./ Tier = 1 IE/ Tier

Abbildung 1: Milchgewinnung bei einer laktierendeatte
3.3.3. Gewinnung und Aufbereitung der Fazesproben

Fur die Bestimmung der Gallensdurenkonzentratiomdemu die Kotproben uUber einen
Zeitraum von 1 Woche gesammelt, gefriergetrock@étist BETA 1-8, Martin Christ Gefrier-
trocknungsanlagen GmbH, Osterode, DeutschlandphéieBend mit einer Analysemuihle (M20
Universalmuhle, IKA, Staufen, Deutschland) zerkéetnund fur weitere Analysen bei -20°C

aufbewahrt.
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3.3.4. Fraktionierung der Lipoproteine

Die Auftrennung der einzelnen Lipoproteinfraktionans dem Plasma erfolgte nach einer
Methode von Tiedink u. Katan (1989) mittels prapises Dichtegradienten-Zentrifugation in
Anlehnung an die Vorschrift der Firma Sorvall (1997

Im ersten Schritt wurde die Dichte des Plasmasemgr Losung A (0,195 M NacCl, 0,27 mM
EDTA-Na-Salz, 1 mM NaOH) auf 1,006 g/ml eingestelitd bei 900.000 g 1 h bei 4°C
zentrifugiert (Mikro-Ultrazentrifuge RC M 150 GX,aF Sorvall, Hanau, Deutschland).
Anschlie3end wurden die VLDL (Dichte < 1,006 g/rals obere Schicht abpipettiert. Der
Rest des Plasmas wurde mit 300 pl Losung B verg24zP7 mM NaBr in LOosung A), um
eine Dichte von 1,063 g/ml zu erreichen.

Durch weiteres Zentrifugieren bei 900.000 g, 1,39C wurde die LDL-Fraktion abgetrennt,
die als obere Schicht abpipettiert wurde (Dichtesztven 1,006-1,063 g/ml). Durch Zugabe
von 300 ul Losung C und einem erneuten Zentrifogaschritt bei 900.000 g fur 2,5 h bei
4°C wurde die HDL-Fraktion mit einer Dichte von 683 g/ml abgetrennt. In Versuch 4
wurde aulRerdem eine Zwischenfraktion aus LDL undLH@Dichte 1,040<p<1,063)
gewonnen. Diese Fraktion wurde mit Hilfe von Losungnd einem Zentrifugationsschritt
bei 150.000 U/min und 4°C fur 1,5 h abgetrennt (Beagenzien sind in Tabelle 5
aufgefuhrt).

Tabelle 5: Reagenzien fur die Auftrennung der Liptginfraktionen

Reagenzien Zusammensetzung

Lésung A 0,195 M Natriumchlorid (=1,006 g/ml)

Lésung B 0,195 M Natriumchlorid und 2,44 M Natriumbromid (282 g/ml)
Losung C 0,195 M Natriumchlorid und 7,65 M Natriumbromid (§@0 g/ml)
L6sung L Losung A (10 ml) + Lésung B (14,17 ml) (=1,108 g/ml

3.3.5. Extraktion der Gesamtlipide aus der Leber

Die Gewinnung der Gesamtlipide aus der Leber eolg Anlehnung an die Methode nach
Hara und Radin (1978), modifiziert durch Eder undcKgessner (1994). Fir die Extraktion
wurde 0,5 g Leberhomogenat eingewogen, zerhackt mitd4 ml Hexan:lsopropanol-

Gemisch (3;2 v/v) versetzt und gevortext, anschiel3wurde das Gemisch tber 18 h bei

Raumtemperatur im Schuttelinkubator (G 25 Incub&toaker, New Brunswick Scietific Co.
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Inc., Edison, New Jersey, USA) geschittelt. Dasrdkxtwurde in Weil3glasflaschchen
Uberfuhrt und bei -20°C gelagert.

3.3.6. Extraktion von Lipiden aus Milch

Fiur die Extraktion der Lipide wurden 50 mg der aégiten Milchproben in HPLC-Vials
Uberfuhrt und mit 1 ml Chloroform versetzt. Ansefdlend wurde das Gemisch kraftig
gevortext und fur 1 h in einer Schittelkammer (RihBuhler AG, Schweiz) bei 200 mot
1/min inkubiert. Nach einem 10-minitigen Zentriftigasschritt bei 2000 U/min wurde der
klare Uberstand mit einer Mikronadel abpipettiextiun neue Reaktionsgefal3e uberfiihrt. Die
gewonnenen Extrakte wurden zur weiteren Analysgesetzt (siehe unter 4.3.).

3.4. Analytische Methoden

3.4.1. Konzentration an freien Fettsauren im Plasma

Die Ermittlung der freien FettsduregfNEFA) im Plasma im Laktationsversuch erfolgte
modifiziert mittels eines enzymatischen TestkitsEf CKit, Wako Chemicals GmbH,
Neuss).

Prinzip:

Dabei werden NEFA mit einer Acyl-CoA-Synthetasesetzt und anschlielend wird das
entstehende Acyl-CoA durch eine zugesetzte Acyl-Opilase zu 2,3-trans-Enoyl-CoA

oxidiert. Die entstandenen Hydrogenperoxide bilaech Zugabe einer Peroxidase einen
roten Farbstoff, Chinonimin, welcher spektralphottnisch bei 550 nm gemessen wird
(Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech). Die Intensi&# roten Farbstoffs ist dabei proportional
der Konzentration an unveresterten Fettsauren asni.

Methode:

Die Messung der NEFA im Plasma erfolgte entsprediuem Herstellerangaben.

23



Material und Methoden

Berechnung:
Epe Cst
NEFA [mg/dl] =
Est

Ep Extinktion Probe
Cst Konzentration Standard
Est Extinktion Standard

3.4.2. Bestimmung von Gallensaurekonzentration im&zes

Die Gesamtgallensédurekonzentration wurde mitteteremodifizierten 3-alpha- Hydroxy-
steroiddehydrogenase-Methode nach Dongowski (Doskiowet al. 2002) und Marlett
(Marlett et al. 2002) bestimmt. Dafur wurde ein koerzieller Kit der Firma Ecoline (DiaSys
Diagnostic systems GmbH, Holzheim, Deutschland) @atlensaurebestimmunig vitro

verwendet.

Prinzip:

Das Prinzip des Assays beruht auf der Umwandlung 3alpha-Hydroxygruppe der
Gallensaure in eine Ketogruppe durch die NAD+-abigen 3-alpha-Hydroxy-
steroiddehydrogenase und letztlich auf der photosodien Bestimmung des entstandenen
NADH bei 540 nm.

Methode:

Es wurden 25 mg gemahlene und gefriergetrocknetkeePmit 11,5 ml Ethanol und 1,275 ml
0,5 M NaOH fur 1 h bei 80°C inkubiert. Danach wurd#ie Proben auf Eis abgekihlt und
nach dem Absedimentieren wurden die Uberstandepattigirt und 15 min bei 13.000 U/min
und 4°C zentrifugiert. Danach wurde 1 ml des Ulserdés entnommen und in der
Vakuumzentrifuge abgedampft. Der Probenrest wundeeinem BSA/ NaCl-Gemisch
aufgenommen und mittels Thermoschiittler (Eppendaaimburg, Deutschland) bei 1.100
U/min fir 5 min geldst. Durch Zugabe von HCl wurder pH-Wert eingestellt. Die
Extinktionszunahme nach NADH-Bildung wurde bei 540n anhand eines Mikro-

titerplattenreaders (SpectroFluor Plus, Tecan,|€wim, Deutschland) bestimmt und in die
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Gallensédurekonzentration mittels unterschiedlicBdwolsdurekonzentrationen im Standard
umgerechnet. Dabei ist der entstandene Farbkomptisekt proportional zur

Gallensaurekonzentration in der Probe.

3.4.3. Messung Cholesterin und Triglyceride

Die Konzentrationen an Cholesterin und Triglycemideim Plasma, in den
Lipoproteinfraktionen, in der Milch und in der Leb&urden unter Verwendung von Testkits
der Firma Merck (ECOLINE 25, MERCK Eurolab GmbH, rBatadt, Deutschland)

bestimmt.

Prinzip:

Cholesterin und Cholesterinester werden nach FRreisg enzymatisch hydrolysiert und
oxidiert, dabei entsteht &,. Dieser reagiert mit 4-Aminoantipyrin und Phenal enem
farbigen Chinonimin (Trinder-Reaktion), welches be&ner Wellenlange von 500 nm
(Utraspec 2000) gemessen wird.

Die Triglyceride werden durch enzymatische Spaltomgels Lipoproteinlipase zu Glycerin
und freien Fettsauren hydrolysiert. Auch bei diddarsetzungsreaktion entstehi®l. Uber
die Bildung des farbigen Chinonimins kann die Kaortegtion an Triglyceriden

spektralfotometrisch bei 550 nm bestimmt werden.

Methode:

Die Konzentrationen an Cholesterin und Triglycenidem Plasma und in den
Lipoproteinfraktionen wurden nach vorgeschriebeRestokollen bestimmt und das Volumen
entsprechend der Lipoproteine modifiziert. Aliquoder Milch- und Leberlipidextrakte
wurden 6 h bei Raumtemperatur abgedampft, mifu20riton-X-100:Chloroform (1:1 v/v)
versetzt und das Chloroform tber Nacht bei Raumésatpr verdampft.

Die Bestimmung von Triglycerid- und Cholesterinkentzationen erfolgte nach im Kit

enthaltener Arbeitsvorschrift.

Berechnung:
Anhand von mitgefuhrten Standards (Calibrator, VWfernational GmbH, Darmstadt,
Deutschlandwurden die Konzentrationen von Cholesterin und Iycigriden in den Proben

mittels Verhaltnisgleichung berechnet und in dehdrépiden auf die Einwaage bezogen.
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=
Cp= o Cst
Est
Cp Konzentration an Triglyceriden/ Cholesterin im 8eobe
Ep Extinktion Probe
Est Extinktion Standard
Cst Konzentration Standard

3.4.4. Bestimmung des Fettsauremusters von Fetten

Zur Bestimmung des Fettsduremusters der verwend&tdfette wurden die Fettsauren mit
Trimethylsulfoniumhydroxid  methyliert (Mentlein  und Butte, 1989) wund die
Fettsauremethylester (FAME) quantitativ mit einemsGhromatographen (HP 5890, Hawlett
Packard GmbH, Waldbronn, Deutschland) mittels Flamionisationsdetektor (FID)
bestimmt (Danicke et al., 1999). Dabei erfolgte drennung der Fettsduremethylester auf
einer 30 m langen FFAP-Si-Trennsaule (0,53 mm Idosshmesser, Fa. Macherey und
Nagel, Duren, Deutschland) mit Helium als Tragengas einer FlieRgeschwindigkeit von 8,9
ml/min. Die FAME wurden mittels internem Standa@il6:0) quantifiziert und mit der HP
3365 Chemistation ausgewertet.

3.4.5. Bestimmung der Proteinkonzentration in Milchund Leberhomogenaten

Prinzip:

Der Bicinchoninsaure (BCA)-Assay kombiniert BCA d@betektionssystem mit dem Biuret
Assay, bei dem geldstes Biuret (Carbamoylharnstafffi Kupfersulfat in alkalischem,
wassrigem Milieu einen rotvioletten Farbkomplex dbih. Dabei werden zwel
Peptidbindungen (CO-NH) mit &lkomplexiert. Der BCA-Assay beruht wie der Lowry-
Assay auf einer Reduzierung von Zwzu Cu, wobei hierbei BCA mit CU einen

Farbkomplex bildet.

Methode:
Zu 25 pl verdinnter homogenisierter Probe wurden 20@risch angesetzte BCA/Kupfer-
sulfatlésung (10 ml/ 200ul) gegeben und fir 30 b 37°C inkubiert. Der kolorimetrische
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Nachweis von Proteinen erfolgte mittels Mikrotitestpen-Photometer (SpectroFluor Plus,
Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 595 nm. Unterwéndung einer Standardreihe mit
Rinderalbumin - BSA (Bovines Serum Albumin) wurde ¢&Konzentrationen mit Hilfe des

Auswerteprogramms berechnet.

3.4.6. Aminosaureanalyse im Diatfutter und im Rohpotein

Die Bestimmung der Aminsauren im Diatfutter und Rahprotein erfolgte in Anlehnung an
eine Methode von Bech-Andersen et al. (1980).

Prinzip:

Unter Verwendung eines Aminoséaureanalyzers konm@aeh norangegangener Oxidation alle
Aminosauren mit Ausnahme von Tryptophan im Hydratysestimmt werden.

Die Proben wurden nach vorheriger Oxidation in eirgeschlossenen Gefal3 mit Salzsaure
hydrolysiert. Danach wurde das Hydrolysat auf eipghWert von 2,2 eingestellt und die
Aminosauren wurden mittels lonenaustauschchromapdge in einem Aminosaureanalyzer
(Biochrom B 30, Berlin, Deutschland) getrennt urdkntifiziert. Die Trennung der
Aminosauren erfolgt durch Elution mit Pufferlésungeerschiedenen pH-Wertes, das Eluat
wird kontinuierlich mit Ninhydrin-Reagenz versetzhd die Extinktion der Probenldsung
photometrisch in der DurchfluBkivette gemessen. Bidinktionsmessung erfolgt fur

Hydroxyprolin und Prolin bei 440 nm und bei alledaren Aminosauren bei 570 nm.

Methode:

Fur die Oxidationsmischung wurden 0,5 ml,0d mit 4,5 ml phenolhaltiger

Ameisenséaurelésung und 25 mg Phenol gemischtL@eang wurde 1 h bei 30 °C inkubiert
und anschlieRend fur 15 min in ein Eisbad gesteiit. die Hydrolyseldsung wurden 492 ml
HCI unter Zusatz von 1 mg Phenol mit Wasser aufalifgefillt. 25 mg der vorbereiteten
Probe wurden in eine Pyrex-Glasflasche eingewodennl kalte Oxidationsmischung
zugegeben und fur 24 h verschlossen im Kuhlschvamvahrt. Die Oxidation wurde durch
Zugabe von 0,9 g Natriumdisulfit abgebrochen. Afis@end wurden die Proben mit 50 ml
Hydrolyseldsung versetzt und fir 24 h bei 110°@en Trockenschrank gestellt.

Die im Eisbad abgekihlte Lésung wurde mit Citratpuf(19,61 g Natriumcitrat, 5 ml

Thiodiglycol, 1 g Phenol, 16,5 ml HCI, pH 2,2) inneBecherglas Uberfihrt und unter

standigem Ruhren mit 40 ml NaOH auf pH 2,2 eindiést@ann wurde der Inhalt in einem
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Mel3kolben mit Pufferldsung Uberspilt und 2 ml inegrStandard zugesetzt. Das Gemisch
wurde anschlieend durch einen Membranfilter &ttti Dabei wurde wieder der genaue pH-
Wert Uberpruft. Ein Aliquot des Filtrats wurde irrdAminoséureanalyzer appliziert. Fur die
Berechnung werden die Peakflachen der einzelnemdsauren und des internen Standards
(Norleucin) aus den Chromatogrammen ermittelt. Gehalt (w) der einzelnen Aminosauren

errechnet sich nach folgender Formel:

Fas X 0,2 X MG X Ixor/sta
Waminosaure— [%]

Fsw.X E X 10000 X Ror/pr

Fas Flache der Aminosaure in der Probenlésung

Fsta. Flache der Aminoséure in der Kalibrierlésung

0,2 Konzentration der Kalibrierlosung

M Molmasse der Aminosaure

E Einwaage

For/std Flache des internen Standards in der Kalibrseimg
For/pr Flache des internen Standards in der Probenlésung

3.4.7. Glucagon RIA

Zur quantitativen Bestimmung des pankreatischemtgos Glucagon im Plasma wurde ein
Radioimmunoassay (RIA) (Linco Research Inc., MissdlSA) verwendet.

Prinzip:

Das nicht markierte Glucagon in Plasma bzw. Stahdamkurriert mit**3-markiertem
Tracer um die begrenzte Zahl an vorhandenen Amé&®dBindungsstellen. Die Zahl der
verfugbaren Bindungsstellen sinkt mit Zunahme debugdenen markierten Tracers
(Glucagon). Die Konzentration der gebundenen R&dwtit ist daher umgekehrt

proportional zur Analytkonzentration im Plasma baw.Standard.
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Methode:

Die verdinnten Plasmaproben wurden mit dem Asséstpuérsetzt und tber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine Hydriera®s Glucagon-Tracers mit Puffer. Alle
Proben wurden mit diesem Tracer versetzt und nefdjchem Vortexen erneut Uber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nun erfolgte die Zugabe eineéZfitationsreagenz bei 4°C und der
Uberstand wurde nach Zentrifugation (4°C; 6.000 id/n20 min) abpipettiert und die

Radioaktivitdt im Pellet nach der Zugabe von 2 minfllatorgemisch im Gammacounter
gemessen (Flussigkeits-Szintillations-Zahler (TRHLC 2100TR, Camberra Packard,

Dreieich, Deutschland).

3.4.8. Insulinkonzentration ELISA

Fur die Quantifizierung der Seruminsulinkonzentia¢in wurde der Rat Insulin ELISA-Kit
(DRG Instruments GmbH, Marburg, Deutschland) genutz

Prinzip:

Hierbei handelt es sich um einen ELISA nach demng8achprinzip®, da hierbei 2
monoklonale Antikérper gegen verschiedene Antigdee Insulins zum Einsatz kommen und
das Antigen so von beiden Seiten (Sandwich) gebumgden kann. Voraussetzung ist die

Markierung eines Reaktionspartners mit Enzymeneuhid-arbsubstrat umsetzen.

Methode:

Zu den festgebundenen spezifischen Antikérpern ere2b ul Probe oder Standard mit der
zu bestimmenden Insulinkonzentration gegeben urklbiert. Nach Entfernung des

Uberschusses werden nun enzymmarkierte spezifisciikorper (Konjugate) zugegeben.

Nach mehrmaligen Waschschritten mit einer Waschigswurden die Wells mit einer

schwefelhaltigen Stop-LOsung versetzt und im Mikeoplattenreader (SpectroFluor Plus,
Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Das gemesignal der Nachweisreaktion der

enzymmarkierten Antikorper ist direkt proportiozalk Insulinkonzentration der Probe.
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Methode zur Bestimmung des Insulin im Plasma

Probé 25 pl
Enzymkonjugat 50 pl
1.Inkubation [Zeit] 30 min
Waschschritté [Anzahl x Volumen] 3x 350 pl
Substrat 200 pl

2. Inkubation [Zeit] 15 min
Stopploésung 50 pul 1.8 N Schwefelséaure
Kreuzreaktivitater? human, Ratte

1 2 3
verdinnte Probe;Waschpuffer: Insulin = Tween 20-Ldsundierstellerangabe

3.4.9. Quantifizierung der Apolipoproteine mittelsSDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese

Durch die Fitterung verschiedener Didatkomponentannkes zu einer Modifizierung der
Apolipoproteine kommen. Die elektrophoretische Twamg von Apolipoproteinen erfolgte in
einer sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel tetgzhoresis (SDS- Page). Die SDS-Page
nach Laemmli (1970) ermdglicht die Auftrennung voRroteinen nach ihrem
Molekulargewicht in Anwesenheit von Natriumdodeaifigt (SDS). Dabei dissoziieren
Proteinkomplexe in ihre Untereinheiten, die Prageverden denaturiert und das SDS bildet
mit den Proteinmolekilen einen Komplex. Je grofkesalProtein-SDS-Komplexe sind, desto
starker werden sie in ihrer Wandergeschwindigkeith die Polyacrylamid-Matrix gebremst,
d.h. ihre elektrophoretische Mobilitat nimmt abeDirennung der Proteine erfolgt nach ihrer
GroR3e, wobei kleinere Proteine schneller durchGlelsvandern als grol3ere Proteine.
Zunachst wurde mit Hilfe eines GradientenmischarsGradientengel aus 2 Trenngelen (15
und 5%) gegossen. Danach konnte das Trenngel UdbehtNvei 4°C auspolymerisieren. Im
Anschluss wurde ein Sammelgel (4,5%) Uberschichted ein Kamm fir die Proben
eingefuhrt. Die Polymerisationszeit betrug ca. 30.mnschlielBend wurden die Kammern
mit einem Laufpuffer (0,025 M TRIS, 0,192 M Glycii,1% SDS) Uberspult. FUr eine prazise
Identifizierung der Apolipoproteine wurden ein reecholekularer und ein nativer
hochmolekularer Standard (Amersham Oharmacia BiotembH, Freiburg, Deutschland)
verwendet. Die verdinnten Lipoproteinproben wurdean im Verhaltnis 1:1 mit
Probenpuffer gemischt. Beim Einsatz des hochmodeknl Standards enthielt der

Probenpuffer zusatzlich 5% [3-Mercaptoethanol. Die Inkubation verlief beim
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hochmolekularen Standard bei Raumtemperatur fuma® und beim niedermolekularen
Standard fiur 5 min bei 95° C. Pro Gelspur wurdedQeul Probe und 20 pl Albumin als
interner Standard aufgetragen. An die Elektroptemebeit (Owl Separation Systems, Inc.
Portsmouth, USA) wurden eine Spannung von 75 V laggend schrittweise bis auf 200 V

erhoht. Die Zusammensetzung des GradientengeisTstbelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Gradientengels

Reagenzien Trenngel 15% Trenngel 5%
Acryl-/ Bisacryamid (30%) 6,25 ml (27,5 % : 1 %) ,083 ml
Aqua Bidest 6,00 ml
Puffer 4,125 ml 4,125 ml
Glycerol 1,25 ml

Bromphenolblaulésung 835 ul

SDS (10%) 125 pl 125 pl
TEMED? 10 pl 10 pl

APS (10% 62,5 pl 62,5 pl

T Trenngelpuffer: 1,125 M TRIS pH 8,8; Sammelgelpufb,5 M TRIS pH 6,8
2N,N,N,N.- Tetramethyl-Ethaylendiamin

¥ Ammoniumpersulfat

Im Anschluss wurde das Gel in einer Coomassie-kasbeg fir 1 h angefarbt und danach
mit einem Methanol/ Eisessig- (v/v) Gemisch entfanhd einem Fixierbad aus 10% Glycerin
unterzogen.FUr die qualitative und quantitative Auswertung deirdas Gel in einem
Geldokumentationssystem (Syngene, GeneGenius, 8gmdpc., USA) unter Weil3-Licht

visualisiert und digitalisiert.

3.4.10. Quantifizierung der LDL-Rezeptorproteinkonzntration in der Leber mittels
SDS-PAGE und Westernblot

Hierfir wurden 200 mg tiefgefrorene Leber mit 1 Résuspensionspuffer (siehe unten)
homogenisiert. Die Leberproben wurden anschliefzerideis fir 1 h inkubiert und danach 10
min bei 4°C und 13.000 U/min zentrifugiert. Der gewene Uberstand wurde aliquotiert und
mit flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschlie@ewurde eine Proteinbestimmung
durchgefuhrt (analog Punkt 2.4.5.).
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Die Durchfuhrung der SDS-PAGE erfolgte nach Laem®70). Es wurden 7,5%ige Gele
der Grof3e 8 x 7 cm verwendet (siehe Tabelle 8)

Die Leberproben wurden entsprechend mit dem Resagpespuffer verdinnt. Pro Slot der
SDS-PAGE wurden 90 bis 200 pg des Proteinhomogenaefgetragen. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der PAGE Ruler ™B(Mrermentas, St. Leon-Rot,
Deutschlandyenutzt.

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wuraigineine Nitrocellulose-Membran (Bio
Trace NT, Pall Corporation, Pensacola, FL) gebioit€hyse-Andersen, 1984). Zur
Uberpriifung des erfolgreichen Transfers wurde @inirbung der Membran mit Ponceau S
durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte die EntfarbomglxTBS-T-Puffer (siehe Tabelle 7).
Nach der Blockierung mit einer 3%igen Magermilcvaulosung (AppliChem, Darmstadt,
Deutschland)in TBS-T-Puffer Uber Nacht bei 4°C erfolgte die &dion des membran-
standigen LDL-R.s mit polyklonalem Kaninchen-An®BL-Rezeptor-Antikérper (Abcam
pic, Cambridge, UK). Der Antikorper wurde 1:200 m#iner L6sung aus 1%
Magermilchpulver in TBS-T verdinnt und die Membrait dieser Antikorperldsung fur 2 h
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde die Maman dreimal 5 min in TBS-T
gewaschen. Als sekundarer Antikorper wurde ein kétigch-Peroxidase gekoppeltanti—
rabbit-lgG-Antikorper (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deultdand) in einer Verdinnung von
1:5000 eingesetzt. AnschlieRend erfolgte erneundieges Waschen der Membran fur 20
min. Die Detektion erfolgte mittels Chemiluminesgddetektions-Reagenz (ECL Plus
Western Blotting Detection Reagents, Amersham Beoses Europe, Freiburg,
Deutschland). Dabei wurden die Blots 5 min in demzkdavor frisch gemischten ECL-
Reagenzien inkubiert, anschlielend getrocknet umdchen Klarsichtfolie gelegt. Die
Membran wurde danach bis zu 6 min mit einer Chemiieszenz-Imager-Kamera (F-
ChemiBIS, BIOSTEP, Jahnsdorf, Deutschland) belicHbee relative Menge des Proteins
wurde mit dem Programrel Pro Analyzer 4.@Media Cybernetics) ermittelt und mit der
Intensitat der Kontroll-Bande normalisiert.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Reagenzien

Resuspensionspuffer

Sammelgelpuffer pH 6,8

Trenngelpuffer pH 8,8

Transferpuffer pH 8,3

Laufpuffer pH 8,3

5xTBS-T Puffer pH 7,5

Zusammensetzung

20 mM TRIS-CI (1 M), pH 7,4

4,2 mM NacCl (0,9%)

10% v/v Glycerol

0,1 % SDS

0,5 % Deoxycholeat

1% Triton-X 100

2 mM EDTA (50 mM)

37,13 ml Reinstwasser

6,057 g TRIS

100 ml Reinstwasser

18,171 g TRIS

100 ml Reinstwasser
3,028 g TRIS

14,4 g Glycin

200 ml Methanol

0,375 g SDS

800 ml Reinstwasser
6,04 g TRIS

28,8 g Glycin

2 g SDS

2 | Reinstwasser
15,14 g TRIS 50 mM

21,915 g NaCl

2,5 ml Tween

500 ml Reinstwasser

33



Material und Methoden

Tabelle 8: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Reagenzien Trenngel 7,5% Sammelgel 5%
Acryl-/ Bisacryamid (40%) 0,938 ml 150 pl

Aqua Bidest 2,762 ml 950 pl
Puffert 1,25 ml 375 ul

SDS (10%) 50 pl 15 pl
TEMED? 2 ul 2 ul

APS (10%)} 50 pl 15 pl

! Trenngelpuffer: 1,125 M TRIS pH 8,8; Sammelgelpufd,5 M TRIS pH 6,8
2N,N,N,N.- Tetramethyl-Ethaylendiamin

¥ Ammoniumpersulfat

3.4.11. Untersuchungen zur Genexpression
3.4.11.1. RNA-Prazipitation

Prinzip:

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das Trizol Reeg der Fa. Life Technolgies-
Invitrogen (KoIn, Deutschland) verwendet. Um ein &N-freies Arbeiten zu gewahrleisten,
wurden Reaktionsgefal3e mit Diethylpyrrocarbonat RDE Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) behandelt. Es handelt sich bei deolTReagens um eine Mischung aus Phenol
und Guanidiniumisothiocyanat und gilt als starkgtesteindenaturierendes Reagens. Diese
RNA-Isolationsmethode beruht auf der Eigenschaft RIHA, in der sauren (pH 4) Trizol-
Losung wasserloslich zu bleiben, wahrend sich RreteDNA und Fette in der organischen

bzw. Interphase befinden. (modifiziert durch Chomymski und Sacchi, 1987).

Methode:

Dabei wurden ca. 35 mg der gefrorenen Organproled ml Trizol versetzt und mit Hilfe
eines Tissuelyzers (Quiagen, Retsch GmbH Co.K@nHBeutschland) bei 15 Hz fir 3 min
homogenisiert. AnschlieBend wurde pro eingesetziain Trizol 0,2 ml Chloroform
zugegeben, die Mischung 15 x kréftig geschuttedt anschlieRend bei Raumtemperatur (RT)
fur 5 min inkubiert. Danach erfolgte ein erster ##ngationsschritt fur 15 min bei 13.000
U/min und 4°C. Dabei wird die Mischung in eine ueterganische, eine Interphase und eine
obere wassrige Phase, welche die RNA enthalt, sepabDie obere Phase wird in neues
steriles Eppendorf-Reaktionsgefal? dberfihrt undclduZugabe von 0,5 ml Isopropanol

prazipitiert. Nach einer erneuten Inkubation fur hih bei RT schloss sich ein weiterer
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Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 13.000 U/mind 4°C an. Nach einem anschliel3enden
Waschschritt mit Ethanol (75%), wurde erneut furnbn bei 9.700 U/min und 4°C
zentrifugiert. Danach wurden die Proben fur canf unter dem Abzug luftgetrocknet. Im
Anschluss daran wurde das RNA-Pellet in DEPC-bedltert Wasser resuspendiert und 10
min bei 60°C in einem Thermoschittler (Eppendorgntburg, Deutschland) geldst. Zur
Bestimmung der Probenreinheit und der RNA-Konzeiatnawurden die Proben 1:100 mit
DEPC-Wasser verdunnt und die Extinktion bei 260 280 nm photometrisch bestimmit.

Die Berechnung der RNA-Konzentration in den Probeolgte nach folgender Gleichung:
Ext.oe0 © 40 o Verdunnungsfaktor = ug RNA/ ml

Der Quotient der Messung diente als Mal3 fur dienRat der RNA. Der Quotient sollte

zwischen 1,7 und 2,0 liegen, kleinere Werte spmedtie eine Verunreinigung des Proteins.

Zur Kontrolle eines maglichen Abbaus der RNA wéldreler Isolation durch RNasen wurde

eine denaturierende Formaldehyd-(FA)-Agarose-Gekitbphorese (1,2%) bei 5-7 V/ cm

durchgefuhrt. Die benétigten Reagenzien sind irellat® aufgefiuhrt.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Puffer

Reagenzien Zusammensetzung

10 x FA Gelpuffer (pH 7.0) 200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA

1 x FA Gellaufpuffer 100 ml 10 x FA Gelpuffer
20 ml 37% Formaldehyd (FA)
880 ml Rnase freies Wasser

5 x RNA Gelladepuffer 20 mg Bromphenolblau

Abkirzungen: MOPS, 3-[Morpholino]-PropanschwefetsaleDTA, Ethylendiamintetraessigsaure

Hierfir wurden 2 pl RNA auf 10 pl mit DEPC-Wasseaufgefullt, mit 2 pl RNA-
Gelladepuffer versetzt und auf das vorbereitete daégetragen. Nach einer Stunde Laufzeit

konnte das Gel mittels einer Fotokammer (SyngemeeGenius, Synoptics Inc., USA) unter
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UV-Licht visualisiert werden. In Abbildung 2 ist ispielhaft ein RNA-Gel abgebildet.
Hierbei wurden Leber- und Darmproben von Rattergetudgen, um zu Uberprifen, ob die
Proben intakte RNA enthielten oder wahrend der ys®al durch RNasen geschéadigt wurden.
Anhand 2 exakter Banden (18S und 28S) konnte geragden, dass kein RNA-Abbau

stattgefunden haben.

1 2 3

Abbildung 2: RNA-Gel von Darmmucosa (A) bzw. Lels®m Ratten (B), nach 2-wdéchiger
Futterung von hypercholesterinamischer Diat mit B¥sein oder Lupinenprotein auls
angustifoliusTyp Vitabor; Bande 1: Casein Tier 1; Bande 2: Lepiner 1; Bande 3: Casein
Tier 2; Bande 4: Lupine Tier 2

3.4.11.2. cDNA Synthese

Fur die cDNA Synthese wurden jeweils 1,2 pg RNAwardet. Dabei wird die komplette
MRNA in einen zur mRNA komplementaren DNA-StrandN®&) umgeschrieben. Dies
erfolgt mittels Reverser Transcriptase und OligeRiimern, die an die Poly-A-Enden der
MRNA hybridisieren.

Alle Reaktionen wurden entsprechend den HersteNeeegsungen durchgefihrt (1,2 pug Probe
plus 20 pl Mastermix — (Tabelle 10). Dabei wurde Alesatz gemischt und die cDNA fiur 60
min bei 42°C in einem Thermocycler (Eppendorf-N&h&linz GmbH, Hamburg,
Deutschland) synthetisiert. Danach erfolgte ein ddamerungsschritt fir 10 min bei 70°C.
Nach Abschluss der Synthese wurde die cDNA beiG2a§¥lagert.
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Tabelle 10: Zusammensetzung des RT-Mastermix

Reagenzien Menge
DEPC-Wasser 12,45 pl
5xBuffer RT * 5,00 pl
Primer Oligo dT ? 1,25 pl
dNTP Mix? 1,00 pl
ORT (Reverse Transcriptase) * 0,3 ul

1 MBI-Fermentas (St. Leon Rot, Deuischland)
2 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

3.4.11.3. Quantifizierung von mMRNA-Konzentrationemmittels realtime-detection
PCR

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCRulteauf der Vervielféaltigung eines
bestimmten Genabschnittes mit Hilfe der hitzebebtiam Tag-Polymerase, die von Saiki et
al. (1988) erstmals zur routinemafligen Anwendurigageht wurde.

Die PCR ist eine Methode, um kleinste Mengen an MRNGeweben zu detektieren. Dabei
erlaubt das Light-Cycler System eine quantitatine gualitative online PCR mit Hilfe des
Farbstoffes Sybr Green. Dieser fluoresziert nummwer an doppelstrangige DNA gebunden
ist. Zu Beginn der exponentiellen Produkt-Zunahohe, linearen Logphase der PCR, wird
zunachst die Fluoreszenz bestimmt und entsprichit siegenannten crossing point. Dieser
korreliert mit der Anfangskonzentration der zu aifiggerenden cDNA-Sequenz und kann
deshalb zur Quantifizierung der Transkripte herangen werden.

Nach einer Hitzedenaturierungsphase bei 95°C, wetbh beiden DNA-Strange bzw. den
RNA- und cDNA-Strang voneinander trennt, werdenkfeasbedingungen gewahlt, die eine
Hybridisierung kurzer komplementarer DNA, den sensal antisense-Primern, ermdéglichen.
Dabei wird die Annealingtemperatur, also die optevanlagerungstemperatur fir Primer, fur
jedes Primerpaar individuell gewahlt und an diegd#ige Schmelztemperatur angepasst. In
Tabelle 11 sind die Sequenzen fur die verwendeteneP aufgefihrt. Ausgehend von den
Primern synthetisiert eine DNA-Polymerase in desnghtionsphase bei 72°C jeweils einen
Strang neu. Danach erfolgt ein erneuter Denaturggschritt und ein weiterer
Reaktionszyklus kann eingeleitet werden. Durch Wibdlung des Reaktionszyklus entsteht
eine nahezu exponentielle Amplifikation des DNAgfreents. Im Anschluss an die letzte
Elongationsphase der PCR wurde jeweils eine Sclkmelegnanalyse zur Identifizierung der
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spezifischen Produkte durchgefihrt. Jedes PCR-Rtodhesitzt eine charakteristische
Schmelztemperatur, die sowohl von der Produktlaatgeauch vom GC-Gehalt abhéngig ist.
Die Auswertung erfolgte unter Ausnutzung der Kiketiit Hilfe einer Software (Rotorgene
4.6) anhand der ermittelten Werte und Kontrolle 8enmelzkurve nach einer modifizierten
Methode nach Pfaffl et al. (2002). Die Konzentraéin wurden relativ zu 3-Actin bzw.

GAPDH als Haushaltsgen normalisiert.
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Tabelle 11: Primersequenzen und Annealing Temperater verwendeten Primer fir Real-Time RT-PCRIys®n von Rattengewebe

Basen- Annealing Temperatt
Gen Forward Primer (5’ zu 3) Reverse Primer (5’ zu 3’)

paare (°C)
ABC-Al GTTTTGGGGAGGAAATTGAT AACCATCCACAGCAACCTTC 18 60
ABC-G5 ATGGCCTGTACCAGAAGTGG AGCGGCAGAGAAGTATCCAA 15 60
ABC-G8 CTACGTGGACTTGACGAGCA GGTGTCCTGTGTGAGGGTCT a9 60
ACAT GCAACATTTCCGAACCATCT GTCTGGTAGGGCAGAAGCAG 201 60
ACO CTTTCTTGCTTGCCTTCCTTCTCC GCCGTTTCACCGCCTCGTA %1 60
Apo A5 CAGACCCTGTCCCACAAACT GGTCAATGGCCTGAGTGAAT Pt 60
Apo Al CCTGGATGAATTCCAGGAGA TCGCTGTAGAGCCCAAACTT 13 60
Apo B100 CAGGGCACCAACCAGATAGT TCTCATACTGCCCACTGCTG 157 60
3-Actin ATCGTGCGTGACATTAAAGAGAAG GGACAGTGAGGCCAGGARGAG 429 60
BSEP CCTCCCACCCTTGATCACTA CGCTCATTACAGAGGGAAGC 227 60
CD 36 TCGTATGGTGTGCTGGACAT GGCCCAGGAGCTTTATTTTC 194 60
CPT-1a GGAGACAGACACCATCCAACATA AGGTGATGGACTTGTCAAAC 416 60
CYP4A1 CAG AATGGAGAATGGGGACAGC TGAGAAGGGCAGGAATGAGGEG 460 65
CYP7A1 CAAGACGCACCTCGCTATCC CCGGCAGGTCATTCAGTTG 206 60
FAS AGGTGCTAGAGGCCCTGCTA GTGCACAGACACCTTCCCAT 281 06
FABP ACCATCCACTGCCGTCTTAC CCCCGATGCGTAGGTATTCT 185 60
FATP GGTAGCAAATGCACCCTCAT CTCCTGCTGTGATGTGAGGA 235 60
FXR CAGCCACAGATCTCCTCCTC TCTTTGTCACAGGCATCTCG 160 06
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GAPDH GCATGGCCTTCCGTGTTCC GGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTC 373 60
Glut-4 GCTTCTGTTGCCCTTCTGTC TGGACGCTCTTTCCAACT 166 60
GPAT CAGCGTGATTGCTACCTGAA CTCTCCGTCCTGGTGAGAAG 194 60
G6PDH AGCCTCCTACAAGCACCTCA TGGTTCGACAGTTGATTGGA 213 60
HL TCCCACCACAAGTACA TCAGCCAGGGCATTATTTTC 167 60
HMG-CoA Reduktase ~ AAGGGGCGTGCAAAGACAATC  ATACGGCACG@AGAACCATAGT 406 57
Ins-Rezeptor AAAGTTTGCCCAACCATCTG GTGAAGGTCTTGGCABGC 222 60
LCAT CTGGCTTTTGGCAAGACCTAC TACCAGTCCTGCCAGCTTCT 191 60
LDL Rezeptor AGAACTGCGGGGCCGAAGACAC  AAACCGCTGGGACANGGCACTCA 490 65
L-FABP TGGGAAAAGGAAACCTCATTG GTCTCCAGTCGCACTCCTC 243 60
LPL TCCCACCACAACGAAGTACA TCAGCCAGGGCATTATTTTC 205 @
LXR TGATGCTGAATTTGCTCTGC GGCTCACCAGCTTCATTAGC 185 06
MTP AGACTCCAGCCTCACTGGAA TGCAGCCTTCATTCTGACAC 237 06
NPC-1L1 GCTGCCCCCACCTAAAGAAAAAGA GAAGCCCGAGGTGGTGABAAGTA 274 60
PPAR alpha CCCTCTCTCCAGCTTCCAGCCC CcCACAAGCGTCTTCTCAGCCATG 177 60
PTP-1b CACCAGTCACCTTGCTCAGA CTGGCTTCTCTGGGTGAAAG 19 60
scD1 CCAGAGCGTACCAGCTTTTC TTACCCACTTCGCAAGCTCT 195 60
SR-BI GGTGCCCATCATTTACCAAC GCTTGCTTCTTGCAGTACC 155 60
SREBP-1c GGAGCCATGGATTGCACATT AGGAAGGCTTCCAGAGAGGA 191 60
SREBP-2 ATCCGCCCACACTCACGCTCCTC GGCCGCATCCCTCGCACTG 214 65
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3.4.11.4. Gelektrophorese

Zur Identifizierung und Trennung von DNA-Fragmentbaw. Gesamt RNA diente die
Gelektrophorese. Das Prinzip beruht auf der Wamdegeladener Teilchen im elektrischen
Feld. Als Referenz flr das Molekulargewicht dieaie DNA-Langenstandard (100 bp), der
parallel zu den Proben mitgefiihrt wurde. Um die I@itaneuer Primer auszutesten, wurden
stichprobenartig PCR-Produkte nach deal time detectionPCR auf ein Agarosegel
aufgetragen. Dafur wurde ein 1% Agarose Gel (Tab&R) hergestellt und 1 min unter
standigem Ruhren gekocht. Nach Abkuhlen auf 65°@wiEthidiumbromid (0,2 ug/ mil Gel)
zugesetzt, gemischt und in die Gelkammer gego$3as.Ethidiumbromid interkaliert dabei
in doppelstrangige DNA, wodurch die Fluoreszenz shas erhéht wird. Nach 20 min
Lufttrocknung wurde das erstarrte Gel fur weite@en@n in 0,5xTBE-Laufpuffer equilibriert.
10 pl der entstandenen PCR-Produkte wurden mit @xpPINA-Gelladepuffer versetzt und
anschlie3end in die Gelslots aufgetragen. Die Turgrder PCR-Produkte erfolgte tber 1 h

bei einer konstanten Spannung von 5-7 V/ cm.

Tabelle 12: Reagenzien fur die DNA-Gel-Elektroplsere

Reagenzien Menge

5XTBE-Gelpuffer 54,0 g Tris Base

27,5 g Borsaure

0,1 M EDTA auf 1 | Reinstwasser aufgefullt
0,5xTBE-Laufpuffer 100 ml 5xTBE Gelpuffer

900 ml Reinstwasser
6xXDNA-Gelladepuffer 2,5 ul Bromphenolblau

300 pl Glycerol

700 pl Reinstwasser

Abkirzungen: EDTA, EthylendiamintetraessigsaureETBris-Borsadure-EDTA

Nach erfolgreicher Auftrennung wurden die Produkteter UV-Licht in einer Foto-

einrichtung (SynGene GeneGenius) visualisiert umddokumentation digitalisiert.
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3.4.12. Glutathion-, Cystein- und Homocysteinkonzaration im Plasma

Die Bestimmung der Glutathion-, Cystein- und Honsteinkonzentration im Plasma erfolgte
mittels HochleistungsflissigkeitschromatographieigfH Performance Liquid Chroma-
tographie = HPLC) in Anlehnung an Vester und Ras®ens(1991). Es wurde eine
Gradientenelution anhand des in Tabelle 13 aufgefiinElutionsprofils mit 2 Laufmitteln

durchgeflhrt.

Prinzip:

Hierbei handelt es sich um ein chromatographischemnverfahren, bei dem die zu
untersuchende Substanz unter hohem Druck zusamnteginem flissigen Laufmittel, der
».mobilen“ Phase (Eluent), auf die Trennsaule od#atjondre Phase” gegeben wird. Geht ein
Bestandteil der zu untersuchenden Substanz ein@d&ledrkung mit der stationdren Phase
ein, so verbleibt er lange in der Saule. Sind dieckg¢elwirkungen hingegen schwach, so
verlasst er die Saule friher. Je nach Starke di®gechselwirkungen erscheinen die
Bestandteile der Substanz zu unterschiedlicheneZgjjRetentionszeiten*) am Ende der
Trennsaule, wo sie mit einem geeigneten Fluorestetaktor bei einer Exzitations-
wellenlange von 385 nm und einer Emissionswelleggéyon 515 nm nachgewiesen werden

kdnnen.

Anlage: 1100 Serie (Agilent Technologies, Waldbronn, 3ekland)
Bestehend aus Vakuumentgaser, Quartiarer Griadigumpe,
Autosampler, Saulenthermostat und Fluoreszeekuie

Saule: Lichrosphere 100 RP 18e (5 um), 125 x 4 mmjléAg

Technologies, Waldbronn, Deutschland)

Saulentemperatur: 30°C
Laufmittel: A: 0,1 M Acetatpuffer pH 4.0, 2 % MeOH

B: 0,1 M Phosphatpuffer pH 6.0, 5 % MeOH
Calibrator: Plasma Control Homocysteine (Chromosystems, Kkiémc

Deutschland)

Injektionsvolumen: 10 pl
Flussrate: 1,1 ml/ min
Detektion: Anregung bei 385 nm, Messung der Emission bgirbt
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Tabelle 13: Elutionsprofil

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]
1 0 100 0
2 6,5 0 100
3 14 0 100
4 17 100 0
5 20 100 0
Methode:

Zur Vorbereitung auf die HPLC-Analytik wurden 30 plasmaproben bzw. externes
Kalibrierungsplasma mit 10 ul Internem Standard%{1(v/v) Mercaptopropionylglycin in
Kaliumboratpuffer) versetzt, gevortext und zentyirt (quick run). AnschlieRend wurde
dieses Gemisch mit 4 pul des Reduktionsmittels TBuitylphosphat (TNB)/
Dimethylformamid (DMF) versetzt, gemixt und ernezxgntrifugiert (quick run). Dieser
Ansatz wurde fur 30 min bei 4°C inkubiert. Durchgébe von 25 pl Perchlorsaure/ EDTA
wurden die Plasmaproteine gefallt. Nach erneutercibuischung des Ansatzes und
Zentrifugation (quick run) erfolgte eine 10 min uidation bei Raumtemperatur. Durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 1300U/min wurden die Proteine abgetrennt.
20 ul des wassrigen Uberstandes wurden mit 40 gl Beratpuffers 2 versetzt und
zentrifugiert (quick run). Zur Derivatisierung dexduzierten Thiole wurden die Proben mit
20 pl Farbstofflosung (1 mg Ammonium-7-Fluorbenzahzon-4-sulfonat (SBDF) in 1 ml
Boratpuffer 3) gemischt, zentrifugiert (quick ruahd danach in einem Thermoschuttler
(Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutsati)abei 60°C fur 1 h inkubiert.
Anschlie3end wurden die Proben im Eisbad abgekiitdtnochmals bei 13 000 U/min fir 3
min zentrifugiert. 60 pl der Uberstande wurden iRALE-Vials mit Inserts tberfihrt und an
der HPLC analysiert. Die Zusammensetzung aller gadeten Reagenzien sind in Tabelle 14

aufgefihrt.
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Reagenzien

Reagenzien Zusammensetzung

interner Standard Mercaptopropionylglycin, 50 uM im Ansatz,
200 uM Boratpuffer 1
Reduktionsmittel TNB/ DME 10 %, v/v, Tri-n-Butylphosphin in Dimethylformamid

Perchlorsaurelésung 0,6 mol/l Perchlorsaure, 1 niM & 2

Derivatisierungsreagenz 1 mg SBB 1 ml Boratpuffer 3

Boratpuffer 1 100 mM HBOy4, 2 mM EDTA, pH 9,5,
Einstellung mit 10 M KOH

Boratpuffer 2 2 M H3BO,4, 5 mM EDTA, pH 10,5,
Einstellung mit 10 M KOH

Boratpuffer 3 2 m BBO,, pH 9,5, Einstellung mit 10 M KOH

T TNB — Tri-n-Butylphosphat, DMF — Trimethylformani
2 EDTA — Ethylendiamintetraessigsaure
3 SBDF - Ammonium-7-Fluorbenzofuranzon-4-sulfonat

3.4.13. Genistein-, Daidzein und Genistinkonzentrainen im Rohprotein

Die Konzentrationen an Genistein, Daidzein und &eniim Rohprotein wurden mittels
Reverse-Phase-Chromatographie (RP-HPLC) in Anlefpraameine Methode von Sung et al.
(2004) bestimmit.

Methode:

Es wurden jeweils 50 mg Rohprotein aus Lupinus stifglius, Boreginea-/3-Conglutinin-
Fraktion, Boregine TPE; Vitabor TPE; Probor TPE ang Lupinus albus Typ E und TPE1 in
Zentrifugenglaschen eingewogen und mit einem Gdmaces MeOH/ Dichlormethan (1:1,
v/v) versetzt. Dieses Gemisch wurde anschliel3enge80mit einem Ultraturrax (Ultraturrax
T25, Jahnke & Klinkel IKA Labortechnik, Staufen, sechland) auf Eis homogenisiert und
dann fur 5 min auf Eis inkubiert. Nach dem Abseditrezen wurde der klare gewebefreie
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrtfind min bei RT und 13 000 U/min
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstandeetnin ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt und mittels Vakuumzentrifuge (RCT 90, ithe Electron Corporation ehemals
Jouan GmbH, Femwald, Deutschland) eingeengt. Di@gaeten Proben wurden danach in
200 pl 60% EtOH resuspendiert und 5 min im Thernx@mbei 25°C geldst. Nach einem
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weiteren Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 13000/min und RT wurden 150 ul der klaren
Uberstande in Vials zur HPLC-Analyse uberfiihrt.

RP-HPLC-Bedingungen:
Anlage: 1100 Serie (Agilent)

Bestehend aus Vakuumentgaser, Quartiarer Griagigumpe,

Autosampler, Saulenthermostat und Fluoreszeekuie

Saule: Hypersil ODS, PartikelgroRe 5um, 4 mm x 250 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland)
Saulentemperatur: 40°C
Laufmittel: A: 270 ml 0,1 % Trifluoressigsaure + 30 ml Agatal
B: 60 ml 0,1 % Trifluoressigsaure + 240 ml Axetril
Injektionsvolumen: 20 pl
Flussrate: 0,8 ml/ min
Detektion: Messung der Emission bei 259 nm

3.4.14. Bestimmung der Tryptophan-Konzentration

Die quantitative Bestimmung von Tryptophan im Ratein erfolgte mittels hochauflésender
Flassigkeitschromatographie (HPLC) nach einer Mé¢hon Anlehnung an Fontaingt al
(1998).

Prinzip:

Tryptophan liegt Uberwiegend proteingebunden voas ORohprotein wird daher unter
Luftausschluss im Autoklaven alkalisch verseift.cNader Hydrolyse und Zugabe eines
internen Standards wird das Tryptophan auf eineL@4Baule mit Umkehrphase RP-18
chromatographisch getrennt. Die Detektion erfoldelstiv mit einem Fluoreszenzdetektor, so

dass andere Aminosauren die Analyse nicht beesdtukonnen.

Methode:

Zunachst wurden die Proteinproben mit einer MUlM Universalmihle, IKA, Staufen,
Deutschland) homogenisiert. 250 mg der Probe wurderschlielend mit 8,4 ¢
Bariumhydroxid und 12 ml Reinstwasser versetzt. Anschluss erfolgte eine vierstindige
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Hydrolyse im Autoklaven bei 110°C. Unter Zugabe dd#srnen Standardsx{Methyl-DL-
Tryptophan) wurde die Probe 15 min auf Eiswassgekihlt. Danach wurden dem Gemisch
5 ml 0,5 M Phosphorsaure und 7,5 ml 6 M HCI zugags@&ach Abfiltration durch einen
Faltenfilter wurde das Hydrolysat auf pH 3,0 einghs Der Ansatz wurde dann mit
Methanol verdiinnt, erneut filtriert und in HPLC-\daliberflhrt. Das Elutionsprofil ist in

Tabelle 15 dargestellt.

RP-HPLC-Bedingungen:

Vorsaule: Umkehrphase RP 18; 5 um; 17 x 4,6 mm (NucleéndiB,
Bischoff GmbH, Leonberg, Deutschland)

Saule: Umkehrphase RP 18; 5 um; 250 x 4 mm (Lichrospké0,
Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland)

Saulentemperatur: 35-40°C

Laufmittel: A: 0,01 mol/l KH2PO4 + 8 % Methanol
B: Methanol

Injektionsvolumen: 10 pl

Flussrate: 1,2 ml/ min

Detektion: Anregungswellenlange bei 28% nm

Emissionswellenlange bei 3%% nm

Tabelle 15: Elutionsprofil

Zeit [min] Laufmittel A [%]
1 0 100
2 1 100
3 2 60
4 4 60
5 6 100
6 18 100
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3.4.15. Kultivierung der humanen Leberkarzinomzelinie HepG2

Die humanen Leberzellen (DSMZ-Deutsche Sammlung wWdikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Deutschland) wurden in RPMI 1§@ibco, Paisley, UK) Basalmedium
bei 37°C, einer Atmosphare von 95% Luftfeuchtigkaitl 5% CQ kultiviert. HepG2-Zellen
zeichnen sich vor allem dadurch aus, dass vielerspezifische metabolische Funktionen,
vor allem im Bereich des Fett- und Glucosestoffveeth erhalten geblieben sind. Zur
Gewahrleistung steriler Bedingungen diente als Aspkatz eine LaminarFlowBox (Hera
safe, Kendro Laboratoy Products GmbH, Hanau, Dilasd). Es wurde ausschlief3lich mit
sterilen bzw. autoklavierten Materialien gearbeiiet Kontaminationen zu vermeiden.

Die Subkultivierung der Zellen erfolgte in 75 THulturflaschen (75er KF) (Greiner bio-one
GmbH, Frickenhausen, Germany). Als Zusatze zum étium wurden bei dieser Zelllinie
10% Fotales Kalberserum (FKS) (GIBCO) und als Antikum 0,5% Gentamycin (GIBCO)
eingesetzt Das Medium wurde alle 2 Tage gewechsaligine optimale Nahrstoffversorgung
und Vitalitdtserhaltung zu gewabhrleisten. Die suifkeenten Zellen wurden vor dem
Passagieren einmal mit sterilgghosphat buffered salin®BS) gewaschen und zum Ablésen
mit Trypsin-EDTA fur 5 min im Brutschrank bei 379@kubiert. Unter lichtmikroskopischer
Beobachtung wurde der Verdau unterbrochen und dgssifi abgezogen. Endgiltiges Losen
des Zellrasens wurde durch Klopfen der FlaschechtteUm die Zellen zu resuspendiern,
wurden sie mit 37°C warmen Medium versetzt. Angghd¢ind wurde die Zellsuspension in
einen Falcon-Tube Uberfuhrt. Die Kulturflasche waunshit Medium nachgespult, um die
Zellverluste so gering wie mdoglich zu halten. Ddnawurde die Zellzahl mittels
Neubauerkammer bestimmt. Daftr wurden 10 pl defsdsbension luftblasenfrei in die
Zahlkammer geflllt. Anhand eines inversen Durchiiukroskops (Axiovert 25 mit
Beleuchtung HAL 6V 25W, Carl Zeiss Mikroskopie, deeutschland) konnte die Zellzahl
bei 100-facher Vergrol3erung ermittelt werden.

FiUr Inkubationsversuche wurden Zellen der 30. -F&#ssage verwendet. Zur Weiterfiihrung
der Zellen wurden 75 chKulturflaschen eingesetzt. Hierfir wurden je nathalysen-
parametern die Zellen in 25 éKulturflaschen (250 000 Zellen/ 7 ml), 24-Well Eeiltur-
Mikrotiterplatten (100 000 Zellen/ ml/ Well) und 8ell-Zellkultur-Mikrotiterplatten (8 000
Zellen/ 0,25 ml) ausgesat.
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3.4.15.1. Bestimmung der Zellzahl und Zellaktivitaimit Trypanblau

Um die Vitalitat der Zellen nach den verschiedeBehandlungen zu bestimmen, wurde ein
Viabilitatstest durchgefiihrt. Die Zellsuspensionreal mit einer Trypanblau-Losung im

Verhdltnis 1:1 versetzt und 3 min bei 37°C inkubidirypanblau farbt alle nekrotischen

Zellen blau, da die Zellmembran l6chrig wird und Barbstoff in die Zellen eindringen kann.

Durch Auszahlen der Gesamtzellzahl und der totdlei@evurde der prozentuale Anteil der
lebenden Zellen berechnet. Die Ausbeute lebendirzeetrug in der Regel >90%.

3.4.15.2. Herstellung der Stammlésungen

Die Inkubationsmedien (L-Cystein, L-Methionin, Lginin, BSO, CuSg) wurden als
Stammldsungen mit einem Molekulargewicht von jer@2Bl in FKS-freiem Medium bei -
20°C aufbewahrt. Fur Stimulationsversuche der Aeleurden definierte Mengen der
jeweiligen Stammlésung entnommen und der pH-Wetspgachend dem Kontrollmedium

eingestellt.

3.4.15.3. Inkubation der Zellen

Die Zellen wurden fir Expressionsstudien und Lipickentrationsmessungen in 24-Well
Zellkulturplatten und fur die Messung von Gesanttgition, Cystein, Homocystein und
Taurin in 25 cri-Kulturflaschen ausgesét. Die Zellen wurden in sulflkientem Zustand

jeweils am 4. Tag behandelt. Die Dauer der Inkain&in betrug hierbei 2, 6 oder 24 h.

3.4.15.4. MTT-Test

Mittels MTT-Test nach Moosmann (1983) und Visticea (1991) wird die Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen intakter Zellen geme. Das schwach gelbe 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium  Brach (MTT) gehdrt zu  den
Tetrazoliumsalzen und wird in aktiven Mitochondriém Peroxisomen und im Cytosol durch
spezielle Oxidoreduktasen in ein alkoholloslichkesies Produkt (Formazan) umgesetzt.

Um zu Uberpriufen, inwieweit die Zellen die zugets®izKonzentrationen an L-Cystein, L-
Methionin, L-Arginin, BSO und CuSQvertragen, wurden sie mit unterschiedlichen

Konzentrationen der Inkubationsmedien fir versatmedZeiten versetzt. Hierfir wurden die
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Hepatozyten in einer 24-Well Zellkulturplatte ausdfe und entsprechend dem
Versuchsaufbau behandelt. Zunachst wurde das kKudwium der Zellen erneuert und 20 pl
einer MTT-L6sung (5mg/ml PBS) zugefluigt. Die Zelarden bei 37°C fur 1 h inkubiert,
anschliessend wurde das MTT-Medium abgezogen urgl Ftamazansalz in 100 pl
Isopropanol gelost.

Das geloste Formazan konnte anschlieRend mittalteRfeader bei 595 nm photometrisch
bestimmt und quantifiziert werden. Das Kontrollmadiohne Zusatz wurde als 100%-Wert

gesetzt. Alle Untersuchungen wurden in vierfachestBnmung durchgefihrt.

3.4.15.5. Proteinbestimmung in HepG2 Zellen

Zur Kontrolle einer gleichmaRigen Zelldichte auf ndeZellkulturplatten wurde die
Proteinmenge der Zellen mit dem BCA-Assay (Prirzghe Kapitel 3.4.5.). bestimmt. Dafur
wurden die Zellen in 96 Well Zellkulturplatten aesgt und entsprechen Kapitel 3.4.16.3.
behandelt. Die Zellen wurden tber Nacht mit 0,2 &0M lysiert und der Proteingehalt ,wie
in Kapitel 3.4.5. beschrieben, gemessen.

Uber die Photometersoftware WIN curvefitting Qumiv wurde eine Standardkurve
berechnet, die zur Ermittlung der ProteingehalteZgdien verwendet wurde [pg/ ml].

3.4.15.6. Lipidextraktion aus HepG2 Zellen

Fur die Bestimmung der Cholesterin- und Triglyckoidzentrationen wurden die Zellen nach
Inkubationsende zunachst zweimal mit PBS gewasahdnanschlieBend mit 200 pl Hexan-
Isopropanol (3:2) versetzt. Danach wurden die Zelleei 200 mot 1/min in der
Schittelkammer fir 20 min bei RT inkubiert. Die Wiande aus 4 Wells wurde gepoolt und
in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfiihrt. Danaahden die Zellen noch dreimal mit 200
pl Hexan-lsopropanol gewaschen und in das Eppefddré Utberfuhrt. Anschliel3end
wurden die ReaktionsgefalRe tUber Nacht unter denmud\bverdampft und die Lipide am
nachsten Morgen mit 200 pl Hexan-lsopropanol vetsd&er Extrakt wurde erneut Uber
Nacht verdampft und danach wurden 20 pl Triton-Xe@form zugegeben. Am n&chsten
Tag konnten die Proben dann entsprechend wie 8mte3. gemessen werden.

Fur die Bestimmung der Lipidkonzentrationen in déediumiberstanden wurden 150 ul des
Mediums nach Abzentrifugation von mdglichen Zeltridern fir 5 min bei 2000 U/min

direkt zum Messen eingesetzt.
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3.4.15.7. RNA-Isolation

Die Isolierung der RNA erfolgte analog der unterd.3. beschriebenen Isolierung bei
Gewebeproben. Zur Gewinnung ausreichend grol3er RMfAgen wurden die Zellen aus 2
identischen Wells gleicher Behandlung

Jedes Well wurde mit 150 pl Trizol versetzt. Zuritesren Auftrennung wurden 60 pl
Chloroform zugesetzt, nach kurzem Durchmischen giépdedes Well wurde mit 150 pl
Trizol versetzt. Zur weiteren Auftrennung wurden 80Chloroform zugesetzt, nach kurzem
Durchmischen wurde bei RT inkubiert und anschlielReentrifugiert. Nach Uberfiihren der
oberen wassrigen Phase in neue Eppendorf-Tubesswoitdl50 pl Isopropanol prazipitiert.
Nach Inkubation und erneuter Zentrifugation wudds RNA-Pellet mit 300 pl Ethanol
(75%) gewaschen und dann in 25 pl DEPC — Wassespesdiert. Die Messung der RNA —

Konzentration erfolgte wie unter 3.4.11.1. bessben.

3.4.15.8. cDNA — Synthese

Die Synthese der cDNA aus Zellen erfolgte analogBsarbeitung der oben beschriebenen
Gewebeproben (siehe 3.4.11.2.).

3.4.15.9. Real - Time Detection PCR

Die Real — Time PCR erfolgte analog der unter 3.8.1beschriebenen Verfahrensweise.Es
wurden die relativen mRNA — Konzentrationen von 8RELc, SREBP2, FAS, LDL-R.,
Delta-9-D., G-6-PDH-Phosphat-Dehydogenase und HM®@-R. gemessen. Die
Konzentrationen wurden relativ zu 3-Actin als Halggen normalisiert. Die verwendeten

humanen Primer sind in Tabelle 16 aufgefihrt.
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Tabelle 16: Primersequenzen und Annealing Temperater verwendeten humanen Primer fur real-TiméPRR Analysen

Annealing Temperatt
Gen Forward Primer (5’ zu 3) Reverse Primer (5’ zu 3’) bp ¢0)
B-Actin GAGCGGGAAATCGTGCGTGAC GCCTAGAAGCATTTGCGGTGGAC 518 06
FAS CATCGGCGACGTGGGCATTTTG CCGGGTTCACCAGCAGGGAGCG oM 60
G6PDH GGGTGTAGACCTCCTGTGGA GAGCCACTTGCTGAGTTTCC 187 60
HMG-CoA Reduktase TACCATGTCAGGGGTACGTC CAAGCCTAGAGATAATCATC 247 55
LDL Rezeptor CCCCGCAGATCAACCCCCACTC AGACCCCCAGGCA/GAAGACGA 369 60
SCD1 TTCCTGGCTCTACCCTGTCTGTCC GGGCACCCTCACCAAGTARG 480 60
SREBP-1c GTGGCGGCTGCATTGAGAGTGAAG AGGTACCCGAGGGCATCCGAGAAT 62 60
SREBP2 CGCCACCTGCCCCTCTCCTTCC TGCCCTGCCACCTATCCTAUNG 390 65
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3.4.15.10. Glutathion-, Cystein- und Homocysteinkaentration

Die Bestimmung der Glutathion-, Cystein- und Honsteinkonzentration in den Zellen

erfolgte mittels HochdruckfliissigkeitschromatogriapfiHigh Performance Liquid Chromato-
graphie = HPLC). Dafur wurden die Zellen nach Inkiiitmsende vom Inkubationsmedium
befreit und mit einem Zellschaber von der Kultwstihe gelost. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 3 ml PBS gespult und fir 3 min bei 4 6@d 900 U/min zentrifugiert. Das

entstandene Zellpellet wurde mit 1 ml PBS resusieendnd fir weitere Analysen bei -80 °C
gelagert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte agan analog wie unter 3.4.12.

beschrieben.

3.4.16. Statistische Auswertung und Ergebnisdarsieing

Zur statistischen Auswertung des Datenmaterialsdevulas Statistikprogramm Minitab
(Version 13.1, Minitab Inc. USA) verwendet. Mittedvte von 2 Gruppen wurden mittels
Student’s t-Test miteinander verglichen. Werte ¥xperimenten mit mehr als 2 Gruppen
wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (AN@Nausgewertet.

Bei signifikantem F-Wert wurden die Mittelwerte teis Fisher's multifaktoriellem
Mittelwertvergleich analysiert. Bei einem zweifakédlen Versuchsansatz wurden die Daten
mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalysesgewertet. Im Einzelfall wurden vorab die
Daten mittels Levene’s Test auf Homogenitat deriaremen getestet. Bei ungleichen
Varianzen wurden die Werte durch Logarithmieremgfarmiert, um eine Homogenitat der
Varianzen zu erhalten. Bei signifikanten Effekterr dEinflussfaktoren wurden die
Mittelwerte mit Hilfe des Tukey’s Test verglichen.

Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheideit von 5% festgelegt (8s05). Bei
p<0,1 wurde der Unterschied als tendenziell beneich Die Darstellungen in den
Ergebnisdiagrammen zeigen die jeweiligen Mitteleeund die Standardabweichungen der
Einzelwerte. Signifikante Unterschiede sind gernatetch unterschiedliche Hochbuchstaben

oder Sternchen gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungen zur lipidsenkenden Wirkung vorProteinen aus Lupinus albus bei

normocholesterindmischen Ratten (V1)

In ersten Untersuchungen wurde den Tieren Uberneideitraum von 14 d eine
semisynthetische Diat mit unterschiedlichen Geha#te Lupinus albus,Typ E verabreicht.

Die Kontrolltiere erhielten Casein als Referenzgirat

4.1.1. Leistungsparameter

In Tabelle 17 sind die Leistungsdaten der Ratteégediihrt. Die KOrpermassen der Ratten,
die Lupinenprotein erhielten, unterschieden siditnvon den Ratten, die Casein in der Diat
erhielten. Zwischen den Behandlungsgruppen ergaian bezlglich der Koérpermassen-

entwicklung und den Lebergewichten keine signifteanUnterschiede.

Tabelle 17: Leistungsparameter der Ratten nach &wgér Fitterung von normo-
cholesterinamischer Diat mit Casein oder 1% bzw.Lbfginenprotein auk. albus.

Parameter Casein 1 % Lupinenprotein 5 % Lupinenprotein
Kdrpergewicht-Anfang (g) 284+ 15 284+ 15 284+ 14
Kdrpergewicht-Ende (g) 352+ 18 351+ 13 357+ 13
Kdrpermasse-Zunahme (g) 69+ 21 67+ 17 73 15
Kdrpermasse-Zunahme (g/Tag) 49+15 4,8+1,2 5211
Lebergewicht (g) 13,1+ 1,3 13,0+ 1,2 12,6 0,9

rel. Lebergewicht (g/100 g KM) 3,7+ 0,2 3,7+0,2 3,5 0,2

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=10)
Student’s t-Test

4.1.2. Parameter des Lipidstoffwechsels
Im Rahmen dieser Studie wurden ausschlie3lich digly€erid- und Cholesterin-

konzentrationen im Plasma und in der Leber gemes&ienErgebnisse sind in Tabelle 18 zu

sehen. Es ergaben sich keine Unterschiede zwistdreruppen.
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Tabelle 18: Triglycerid- und Cholesterinkonzentvagn in Plasma und Leber von Ratten
nach 2-wochiger Futterung von normo-cholesterinéhas Diat mit Casein oder 1% bzw. 5%
Lupinenprotein auk. albus.

Parameter Kontrolle 1 % Lupinenprotein 5 % Lupinenprotein
Triglyceride Plasma (mmol/l) 1,94+ 0,72 1,74+ 0,45 1,66t 0,47
Triglyceride Leber (umol/g) 8,51+ 0,84 8,93t 0,97 8,7% 0,94
Cholesterin Plasma (mmol/l) 1,95+ 0,26 2,24+ 0,51 2,16t 0,37
Cholesterin Leber (umol/g) 4,87+ 1,16 4,68t 1,03 4,12+ 1,35

Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=10)
Student’s t-Test

4.2. Untersuchungen zur lipidsenkenden Wirkung vorProteinen aus Lupinus albus bei

normo- und hypercholesterindamischen RatterM2)

In diesem Versuch wurde TPE von Lupinus albus naiséin verglichen, wobei jeweils 5 g

Protein pro kg Diat eingesetzt wurde. Aul3erdem wmrdeide Proteine sowohl als

Bestandteil einer normocholesterindmischen Diéta{s) auch einer hypercholesterindmischen
Diat (10 g/kg Cholesterin plus 5 g/kg Choleat) (w¢rabreicht. Casein diente als

Kontrollprotein.

4.2.1 Leistungsparameter

In Tabelle 19 sind die Daten zu Korpermasse, Kaénpsseentwicklung und Lebergewichten
der verschiedenen Behandlungsgruppen aufgefihrt.

Die Korperanfangs- und Endgewichte der Tiere unteeslen sich nicht zwischen den 4
Gruppen. AuR3erdem hatten die Tiere im Mittel gleidkérpermassezunahmen. Tiere, die
zusatzlich mit Cholesterin und Choleat (+) gefiittearden, hatten unabhangig vom Protein

ein signifikant hoheres Lebergewicht gegeniberderen der normolipamischen Diat.

4.2.2. Parameter des Lipidstoffwechsels

Es wurden in diesem Versuch die Triglycerid- undlékterinkonzentrationen von Plasma,
Leber und Lipoproteinfraktionen bestimmt. In TabélD sind die Ergebnisse dargestellt.
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Hypercholesterindmische Ratten, die Lupinenproteiit |hrer Diat erhielten, hatten
niedrigere Triglyceridkonzentrationen im Plasma, Ratten, die Casein verabreicht bekamen.
Ratten, die eine normocholesterinamische Diat kemgeunterschieden sich nicht. Auch in
der VLDL-Lipoproteinfraktion waren die Triglyceridkzentrationen bei Ratten, die eine
hypercholesterinamische Diat mit Lupinenproteiniedtbn, niedriger als bei Casein. Die
beiden normolipiddmischen Gruppen unterschiederh smcht. Die Fitterung der
hypercholesterinamischen Diat fihrte aul3erdem zithoheen Triglycerid- und
Cholesterinkonzentrationen in der Leber, als beirdemolipiddmischen Diat. Gleichzeitig
konnten bei Fltterung der hypercholesterinamiscbB&it mit Lupinenprotein niedrigere
Lebertriglyceridkonzentrationen beobachtet werdeallerdings verhielten sich die
Cholesteringehalte entgegengesetzt zu den Trigtikamrzentrationen. Die Futterung von
Lupinenprotein fuhrte zu hdheren Cholesterinkonzgioinen in der Leber. Zusatzliche
Cholesterin- und Choleatzulagen fuhrten auferdem eimer Erhdéhung der
Cholesterinkonzentrationen im Plasma. Hier spieltén eingesetzten Diatproteine keine
Rolle. Auch in der HDL-Lipoproteinfraktion ergabeich keine Unterschiede. In der LDL-
Lipoproteinfraktion zeigten sich tendenzielle Ustdriede in der Gruppe, die Lupinenprotein
mit der hypercholesterinamischen Diat erhielt. Ragio zwischen LDL und HDL war bei der
Behandlungsgruppe, die zusatzlich Cholesterin uhdléat (+) konsumierten, signifikant
erniedrigt im Vergleich zu den Ratten, die Caseimedten.
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Tabelle 19: Leistungsparameter der Ratten nachiiger Futterung von normo- (-) oder hypercholaséenischen (+) Diaten mit 5% Casein

oder Lupinenprotein aus albus.

Diatprotein Casein Lupinenprotein Casein Lupinenprotein 2-Way-ANOVA

. Signifikanter Einfluss von
Cholesterin/Choleat ) ) (+) (+) (p<0,05)
Korpergewicht-Anfang (g) 464+ 22 464+ 20 464+ 23 464+ 20 -
Korpergewicht-Ende (g) 506+ 21 502+ 19 504+ 24 506+ 23 )
Kdérpermasse-Zunahme (g) 43,6+ 15,8 37,9+ 10,2 39,9+ 5,7 42,9+ 6,0 -
Korpermasse-Zunahme (g/Tag, 3,05+ 0,98 2,71+ 0,73 2,85+ 0,41 3,07+ 0,43 )
Lebergewicht (g) 15,3+ 1,1° 15,0+ 0, 20,1+ 2,2 21,9+ 2,7 Cholesterin/ Choleat
rel. Lebergewicht (g/100 g KM) 3,01+ 0,22 3,00+ 0,15 3,99+ 0,33 4,35+ 0,48 Cholesterin/ Choleat

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)
aboywerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbriader Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; Fisher’s Test)
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Tabelle 20: Konzentrationen von Triglyceriden urtib@sterin in Plasma, Lipoproteinen und Leber vattéh nach 2-woéchiger Fitterung von
normo- (-) oder hypercholesterinamischen (+) Didgin5% Casein oder Lupinenprotein duslbus.

Diatprotein Casein Lupinenprotein Casein Lupinenprotein 2-Way-ANOVA
. Signifikanter Einfluss von

Cholesterin/Choleat ) ) (+) (+) (p<0,05)
Triglyceride

Plasma (mmol/l) 2,58+ 1,07° 2,80+ 0,95° 2,04+ 0,70° 1,49+ 0,88 Cholesterin/ Choleat

VLDL (mmol/l) 1,50+ 0,58 1,75+0,77% 1,89+ 0,33 0,90+ 0,47 Pmte”agggt'es‘e””/

Leber (umol/g) 19,1+ 9,4 12,74 2,6 55,5+ 16,2 30,4+ 11,3 Pmte”agggt'es‘e””/
Cholesterin

Plasma (mmol/l) 2,08+ 0,40 2,11+ 0,32 4,11+ 0,88 4,57+ 1,36 Cholesterin/ Choleat

LDL (mmol/l) 0,83+ 0,27 0,70+ 0,28 1,39+ 0,60 0,83+ 0,30 -

HDL (mmol/l) 1,07+ 0,38 1,19+ 0,42 1,12+ 0,78 1,61+ 0,77 -

LDL/ HDL-Chol. 0,88+ 0,45 0,75+ 0,56 1,80+ 1,58 0,40+ 0,12 Pmte”agggt'es‘e””/

Leber (umol/g) 8,5+ 2,8 9,0+ 1,5 48,8+ 12,9 74,6+ 14,4 Pmte”agggt'es‘e””/

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)
abowerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbader Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; Fisher&est)
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4.2 .3. Gallensaurekonzentration und -exkretion

In Tabelle 21 sind die Gallensdurekonzentrationen Hazes, die Fdzesmenge und die
Gallensaureexkretion aufgefihrt.

Tiere, die Lupinenprotein plus Cholesterin und @hol erhielten, schieden signifikant
weniger Fazes aus, als Tiere der anderen Gruppgage von Cholesterin und Choleat zur
Diat fuhrte zu signifikant hoheren Gallensaurekonedionen in den Fazes der Tiere,
unabhangig vom Protein. Es konnte allerdings gézewyden, dass Lupinenprotein die
Gallensaureausscheidung signifikant erniedrigt, atgm wenn zusatzlich Cholesterin und

Choleat verabreicht wurde.
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Tabelle 21. Fazesmenge, Gallensaurekonzentratiah Gallensaureexkretion bei Ratten nach 2-wdchigéiteFung von normo- (-) oder
hypercholesterindmischen (+) Diaten mit 5% Casdir dupinenprotein aus. albus.

Diatprotein Casein Lupinenprotein Casein Lupinenprotein 2-Way-ANOVA
. Signifikanter Einfluss von
Cholesterin/Choleat ) ) (+) (+) (p<0,05)

. Protein x
Fazesmenge (g/7 d) 13,2+ 1,8 13,0+ 1,4 13,0+1,3 10,0+1,2 Cholesterin/ Choleat
Gallensaurekonzentration
(Lmol/g) 11,2+ 6,7 10,0+ 6,2 55,7+9,5% 56,8+ 10,¢ Cholesterin/ Choleat

Protein x
Cholesterin/ Choleat

Gallensaureexkretion

20,9+ 12,5  145+11,7 101,4+ 13,7 80,2+ 14,0
(umol/d)

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)
abowerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbriader Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; Fisher’s Test)
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4.2.4. Insulin- und Glucagonkonzentrationen im Plasa

Die Konzentrationen an Insulin und Glucagon im flasler Ratten wurden nicht durch die

diatetischen Faktoren beeinflusst. Tabelle 22 zigErgebnisse.

Tabelle 22: Insulin- und GlucagonkonzentrationerPlasma von Ratten nach 2-wdchiger
Futterung von normo- (-) oder hypercholesterindhesc (+) Diaten mit 5% Casein oder
Lupinenprotein auk. albus(2-Way-ANOVA).

Parameter Casein (-) Lupine (-) Casein (+)  Lupine (+)
Insulinkonzentration 90,1+ 245  110,5:36,1 94,7330 955 333
(pmol/1)

%'S‘/Crﬁgonkonze””a“on 447¢19,3  350:164 474154 42,7 22,9

Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=12)
Fisher’s Test

4.2.5. Verteilung ausgewahlter Apolipoproteine in dn Plasmalipoproteinen

In Tabelle 23 sind ausgewahlte Apolipoproteine @én &/LDL, LDL und HDL-Fraktionen
aufgefihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass Lupinegprotkeinen Einfluss auf die
Konzentrationen der untersuchten Apolipoproteinen. Zwischen der Casein- und der
Lupinengruppe gab es keine signifikanten UnterstshieDie zuséatzliche Fitterung mit
Cholesterin und Choleat beeinflusste jedoch diez€atrationen der Apolipoproteine B48,
AlV, E und Al in den VLDL und die Apolipoproteine B&nd CIll in den LDL. So konnte
gezeigt werden, dass eine hypercholesterindmiséitedi2 Apolipoproteinkonzentrationen in
den VLDL signifikant erhéht und in den LDL zum Teskniedrigt. In Abbildung 3 sind
reprasentative SDS-Polyacrylamidgele abgebildet.
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Tabelle 23: Apolipoproteinverteilung
hypercholesterindmischen (+) Diaten mit 5% Casdir dupinenprotein aus. albus.

in den Lipopgimen von Rattenplasma nach 2-woéchiger

Futteruran \normo-

Diatprotein Casein Lupinenprotein Casein Lupinenprotein 2-Way-ANOVA
Cholesterin/Choleat )] ) +) +) Signifika?;iz)l’ioiggluss von
VLDL
B48 375+ 87 439+ 16% 630+ 85 648+ 46 Cholesterin/ Choleat
AV 225+48  165+152  51,8£40,3° 72,9+43.3 Cholesterin/ Choleat
E 22940  319:+67°  381x92 388+ 98" Cholesterin/ Choleat
Al 115+158 27,6:+440° 569+454 664+ 213 Cholesterin/ Choleat
LDL
B100 172+ 144 214+ 119 12 97 117+ 113
B48  42,9+315 51,6:352  556:28,7 46,2 36,1 )
E  570+23%  587+216  349+102° 225+ 70 Cholesterin/ Choleat
Cll  418+13CF  435:134 208+ 119 256+ 79 Cholesterin/ Choleat
HDL
AV 36,0+21,9 31,8107 425148 32,1 24,7 )
Al 46,6+363  536:433 59,9453 60,0t 53,1 ]

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichungn=12)

aP\Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbider Zeile unterscheiden sich signifikant vomaiter (p<0,05; Fisher&est)
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A B
MG [kD] MG TkDI
848 240 B 100 335
B48 240
cim 105
Al 27 Al 8

Leiter L- L+ C- C+ Leiter L L+ C- C+

C
MG [kD]
AV 46
Al 27

Leiter L- L+ C- C+

Abbildung 3: SDS-Polyacrylamid-Gradientengel: Apolproteine in den Lipoproteinfraktionen VLDL (A)DL (B) und HDL (C).
Abk. L, Lupinenprotein; C, Casein; - , normolipidi&ehe Diat; +, hypercholesterindmische Diat mit C#@lesterin und 0,5% Choleat;

MG (Molekulargewicht in Dalton)
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4.2.6. Glutathion-, Homocystein- und Cysteinkonzemnationen im Plasma

In Tabelle 24 sind die Homocystein- und Cysteinlanetionen im Plasma aufgefuhrt. Es
wurden nur die Gruppen (+) miteinander verglichéie, die hypercholesterindmische Diat

erhielten. Es ergaben sich keine signifikanten t$ctgede zwischen den 2 Gruppen.

Tabelle 24: Homocystein- und CysteinkonzentratiomanRattenplasma nach 2-wochiger

Futterung von hypercholesterinamischen Diaten @4t Gasein oder Lupinenprotein aus
albus.

Parameter Casein (+) Lupine (+)
Homocysteinkonzentration 76423 8.4+2.6
(umolll)

Cysteinkonzentration (pumol/l) 85,9+ 20,9 94,9+ 24,1

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)
Fisher’s Test

Ratten, die eine hypercholesterindmische Diat mupihenprotein erhielten, hatten 25%

hohere Gesamtglutathionkonzentrationen im PlasisaRatten, die Casein erhielten (siehe
Abbildung 4).

30 4 *
20 -
3
S
=
10 -
0 u
Casein + Lupine +

Abbildung 4: Gesamtglutathionkonzentration im Plasmon Ratten nach 2-wéchiger
Futterung von hypercholesterinamischen Diaten @46t Gasein oder Lupinenprotein aus
albus.
Werte sind Mittelwerte Standardabweichung, (n=12)

Werte unterscheiden sich signifikant von Casein
(p<0,05; Student’s t-Test)
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4.2.7. Genistein-, Daidzein und Genistinkonzentradnen im Rohprotein

Die Messungen der Isoflavone Genistein, Daidzeith Genistin im Rohprotein aus Lupinus
angustifolius, Boregine-/B-Conglutin-Fraktion, Boregine TPE; Vitabor TPE; BPoo TPE
und aus Lupinus albus Typ E und TPE1 ergaben nasérer Analyse, dass alle Substanzen
unter der Nachweisgrenze lagen. Das heil3t, dabsdgcgemessenen Werte von Genistein
unter der Nachweisgrenze von 1,39 umol/kg, die Dardzein unter 1,18 umol/kg und die
von Genistin unter 2,22 umol/kg befanden. Demeptdpmnd sind im Rohprotein der Lupinus

albus und der Lupinus angustifolius so gut wien&dsoflavone vorhanden.

4.2.8. Hepatische mRNA-Expression von lipogenen Eyrnen

Die relative mRNA-Konzentration an SREBP-1c in dedber wurde einerseits durch den
Proteintyp (p<0,01) und andererseits durch dentypigp<0,05) beeinflusst (Abbildung 5).
Fur die relative mRNA-Konzentration von SREBP-1aikte eine signifikante Interaktion
von Protein und Diat festgestellt werden. Bei Vadiung der hypercholesterinamischen Diat
fuhrte Lupinenprotein zu niedrigeren mMRNA-Konzetitnaen an SREBP-1c als Casein,
wahrend bei normocholesterindmisch gefutterten eRakieine Unterschiede zwischen den
Diatproteinen auftrat. Somit konnte gezeigt werddass Lupinenprotein das hepatische
MRNA-Niveau des SREBP-1c zwar in hypercholesterinénen Ratten, aber nicht in
normocholesterinamischen Ratten senken kann. Lopmogein erniedrigte die relativen
mRNA-Konzentrationen von G-6-PDH (p<0,05), FAS (4), Delta-9-D. (p<0,01) und
GPAT (p<0,01) verglichen mit Casein sowohl in dermocholesterinamischen, als auch in
der hypercholesterinamischen  Gruppe (Abbildung 5Ratten, welche die
hypercholesterindmische Diat erhielten, hattenifskgmt hohere mRNA-Konzentrationen an
Delta-9-D. (p<0,05) und GPAT (p<0,05), als Rattaa dine Diat ohne Cholesterin und
Choleat verzehrten. Die relativen mRNA-Konzentragio von FAS und G-6-PDH wurden

nicht durch den Diattyp beeinflusst.
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Abbildung 5: Relative mRNA-Konzentrationen von SREBc (A); Glucose-6-Phophat-
Dehydrogenase (B); Fatty Acid Synthase (C); Dela-9D) und Acyl-CoA:Glycerol-3-
Phosphat Acyltransferase (E) in Rattenleber naetéhiger Futterung von normo- oder
hypercholesterindmischen Diaten mit 5% Casein bdpmenprotein auk. albus.

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung,

abo\werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteideh sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher' Fest, 2-Way-ANOVA) (Casein (-) wurde gleich 1,08sgtzt)

4.2.9. Hepatische mRNA-Expression von Genen des glyceridabbaus

Die relative hepatische mRNA-Konzentrationen vorLLPIL und Apo A5 waren in der

Lupinengruppe signifikant hoher als in der Cas&ih@<0,05) (Tabelle 25). Zusatzlich war
die mRNA-Konzentration der HL bei Verfutterung dbypercholesterinamischen Diat
signifikant hoher, als bei der normocholesterin@mes Diat. Die mRNA-Konzentrationen

von LPL und Apo A5 wurden nicht durch den Diattygemflusst.
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4.2.10. Hepatische mRNA-Expression von PPAR-regulierten Genen der

Fettsaureoxidation

Weder der Proteintyp, noch die Diatform hatten minEinfluss auf die mRNA-
Konzentrationen von ACO, CPT-1 und CYP4ALl (Tab2bg.

4.2.11. Hepatische mRNA-Expression ausgewéhlter Gewnles Cholesterinstoffwechsels

Ratten, die die hypercholesterinamische Diat ednelhatten Uber 35% geringere hepatische
MRNA-Konzentrationen an HMG-CoA-R. als Ratten, dime normolipiddmische Diat
verzehrten (p<0,01) (Tabelle 25). Die hepatischdRNi-Konzentrationen von ABC-Al
(p<0,05), ACAT (p<0,01), CYP7A1 (p<0,01), LXR (p<0,05) und SR-B1 (p<0,01) waren
signifikant hoher bei den Ratten, die die hyperekt@rinamische Diat erhielten im Vergleich
zu den Ratten, die normolipamische Diat suppleraget (Tabelle 25). Die relative mRNA-
Konzentration von LCAT blieb unverandert durch didage von Cholesterin und Choleat.
Die Ratten, die Lupinenprotein erhielten, hattengngikant niedrigere MRNA-
Konzentrationen an SR-B1 als Ratten, die Caseipeteten (p<0,01) und signifikant hohere
MRNA-Konzentration an ABC-Al (p<0,01). Die relatvenRNA-Konzentrationen von
ACAT, CYP7AL, LCAT und LXR a veranderten sich durch das Lupinenprotein nicht
(Tabelle 25). Es ergaben sich keine interaktivefieki¢ der beiden diatetischen Faktoren auf
die mRNA-Konzentrationen von ABC-Al, ACAT, CYP7AHIMG-CoA-R., LCAT, LDL-R.,
LXR a, SR-B1 und SREBP2 (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Relative mMRNA-Konzentrationen ausgetedlbene des Cholesterin-/ und Triglyceridmetabalis in Rattenlebern nach 2-wéchiger
Futterung Futterung von normo- (-) oder hyperchel@sdmischen (+) Diaten mit 5% Casein oder Lupgmetein aud.. albus.

Diatprotein Casein Lupinenprotein Casein Lupinenprotein 2-WayANOVA
Cholesterin/Choleat )] ) +) +) Signifika?;iz)l’ioiggluss von
ACO 1,00+ 0,32 1,01+ 0,35 1,15+ 0,68 0,99+ 0,44 -

CPT-1 1,00+ 0,88 0,62+ 0,51 0,72+ 0,89 1,23+ 1,43 -

CYP4A1 1,00+ 0,52 0,75+ 0,55' 0,60+ 0,60 0,48+ 0,51 -

SREBP2 1,00+ 0,88 0,91+ 0,41 0,60+ 0,27 0,62+ 0,33 -
HMG-CoA-R. 1,00+ 0,82 0,72+ 0,37° 0,36+ 0,23 0,27+ 0,18 Cholesterin/ Choleat
LDL-R. 1,00+ 0,63 0,93+ 0,54 0,60+ 0,41 0,72+ 0,15 -

CYP7AL 1,00+ 0,66 0,92+ 0,59 2,29+ 0,78 1,30+ 1,04 Pmtei“cxhglzgltesm”” /
SR-B1 1,00 0,58 0,49+ 0,25 1,48+ 0,49 0,81+ 0,39 Pmtei%ﬁgggt'e“e””/
ABC-A1 1,00 0,47 1,38+ 0,54°  1,21+0,32 1,78+ 0,55 Pmtei%ﬁgggt'e“e””/
LXR o 1,00+ 0,19 1,08+ 0,48 1,38+ 0,60 1,24+ 0,45 Cholesterin/ Choleat
Apo Al 1,00+ 0,34 1,17+ 0,36 1,07+ 0,45 1,11+ 0,32 -

ACAT 1,00+ 0,67 0,90+ 0,34 1,36+ 0,37 1,34+ 0,52 Cholesterin/ Choleat
LCAT 1,00+ 0,42 1,21+ 0,43 1,15+ 0,45 1,45+ 0,45 -

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung aus Tabelle 25

LPL 1,00+ 0,50 1,32+ 0,6G 1,26+ 0,72° 1,77+ 0,59 Protein

HL 1,00+ 0,54 170+ 066°  1,67+0.6€ 3,32+ 1 2P Protein x Cholesterin/
Choleat

Apo A5 1,00+ 0,35’ 1,59+ 1,08° 1,03+ 0,37 1,92+ 1,18 Protein

ACO, acyl-CoA-Oxidase; CPT-1, carnitine palmitoyltransferase-1a; CYP4A1, cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptigle
SREBP2, sterol regulatory element-binding protein; HMG-CoA-R., 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA; LDL-R., LDL-receptor; CYP7A1,
cholesterol 7a-hydroxylase; SR-B1, class B type 1 scavenger receptor; ABC-A1, ATP-binding cassette transporter; LXR q, liver X
receptor; Apo A1, apolipoprotein A1; ACAT, acyl-CoA cholesterol acyltransferase; LCAT, lecithin:cholesterol acyltransferase; LPL
lipoprotein lipase; HL, Hepatic lipase, Apo A5, apolipoprotein A5

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)

a P\werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben inferéiaer Zeile unterscheiden sich signifikant voeider

(p<0,05; Fisher’s Test-Way-ANOVA) (Casein-) wurde gleich 1,00 geset
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4.3. Vergleich verschiedener Proteine aus blauer lpine beztglich ihrer lipidsenkenden
Wirkung bei hypercholesterindmischen RatterfVv3)

4.3.1 Leistungsparameter

In Tabelle 26 sind die Leistungsparameter der veesenen Behandlungsgruppen aufgefuhrt.
Die Koérperanfangs- und Endgewichte unterschiedein sicht zwischen den Gruppen. Alle

Gruppen hatten im Mittel gleiche Korpermassezunahmigie absoluten Lebermassen

unterschieden sich nicht. Die Ratten, die Lupinet@n dera-/B-Conglutin-Fraktion der

Boregine erhielten, hatten signifikant héhere Letsssen, als Ratten aller anderen Gruppen.

4.3.2. Parameter des Lipidstoffwechsels

Die Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen iRlasma, in der Leber und in den
Lipoproteinfraktionen sind in Tabelle 27 dargestell

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem eine faiitjevon Lupinenproteinen der Sorte
Boregine und Vitabor zu niedrigeren Triglyceridkenirationen im Plasma und in der
VLDL-Fraktion fuhrt, als die Supplementierung voagein. Die Triglyceridkonzentrationen
der anderen Gruppen unterschieden sich nicht vander. In der Leber waren die
Triglyceridkonzentrationen durch Fitterung Vitabion Vergleich zu Casein tendenziell
erniedrigt.

Die Cholesterinkonzentrationen im Plasma untersigme sich nicht zwischen den
Behandlungsgruppen. Allerdings war die Cholestemaentration in der LDL-Fraktion

signifikant niedriger bei den Ratten, die Lupinestpin der Sorte Vitabor erhielten, als bei
Ratten, die Casein erhielten. Keine der LupinetgmmeSorten fuhrten hier zu einer
Veranderung der Cholesterinkonzentrationen in deyek. Die Cholesterinkonzentration in
der HDL-Fraktion unterschieden sich nicht im Veigtezur Kontrollgruppe. Tiere, die in

ihrer Didt TPE der Sorte Boregine erhielten, hattendenziell niedrigere hepatische
Cholesterinkonzentrationen verglichen mit Tieren identrollgruppe. Die anderen Gruppen
unterschieden sich nicht im Vergleich zur Kontraligpe. Die Cholesterinkonzentration in
der HDL-Fraktion war in den Ratten, die/3-Conglutin-Fraktion der Boregine und Vitabor

erhielten, tendenziell héher, verglichen mit Casein
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Tabelle 26: Leistungsparameter der Ratten nach@wgér Fiutterung mit 5% Casein oder verschiedemete Lupinenprotein aus

angustifolius.

Boregine

. : Boregine . Probor Vitabor

Diatprotein Casein TPE a-/B-Conglutin- TPE TPE
Fraktion

Korpergewicht-Anfang (g) 84,4+ 9,2 86,6+ 15,2 86,9+ 14,2 84,8+ 11,9 84,3+ 11,8
Korpergewicht-Ende (Q) 157,3t 8,2 156,5+ 10,0 154,7+ 11,3 156,5+ 10,0 150,3+ 9,3
Korpermasse Zunahme (g) 72,9+ 6,1 69,9+ 7,3 67,8+ 8,0 68,8+ 11,7 65,9+ 5,2
Koérpermasse Zunahme (g/d) 4,05+ 0,34 3,88+ 0,41 3,77+ 0,45 3,82+ 0,65 3,66x 0,29
Lebergewicht (g) 9,36+ 0,79 8,24+ 0,65 9,91+ 0,60° 9,35+ 0,60° 9,55+ 0,76
rel. Lebergewicht (g/100 g KM) 5,96+ 0,51 5,92+ 0,47 6,43+ 0,52 6,10+ 0,40 6,36+ 0,47

TPE, Totalproteinextrakt; KM, Kérpermasse

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=12)

abowerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbader Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; Fisher&est)
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Tabelle 27: Konzentration von Triglyceriden und (@&sterin in Plasma, Lipoproteinen und Leber vontétahach 2-wdchiger Fiutterung von
hypercholesterinamischen Diaten mit 5% Casein weeschiedenen Sorten Lupinenprotein buangustifolius.

Diatprotein Casein Bo_ltggljzine a-/[;B-(C):rsr?gI]rIIUGtin- P.:.?:,on ' Vi.lt.?:,bé) '
Fraktion

Triglyceride
Plasma (mmol/l) 1,07+ 0,20 1,04+ 0,38° 0,85+ 0,27 1,24+ 0,27 0,81+ 0,17
VLDL (mmol/l) 0,83+ 0,19 0,77+ 0,37° 0,59+ 0,19 0,96+ 0,21 0,50+ 0,3¢"
Leber (umol/g) 37,8 9,6 35,3+ 9,5 33,7+ 10,4 30,9+ 11,3 31,3+ 8,0

Cholesterin
Plasma (mmol/l) 8,96+ 3,39 8,09+ 3,75 8,55+ 2,49 9,51+ 4,65 7,87+ 2,43
LDL (mmol/l) 2,44+ 1,41° 2,12+ 1,20% 1,97+ 0,90% 2,16+ 0,93% 1,53+ 0,51%
HDL (mmol/) 1,93+ 0,70 1,95+ 1,32 2,58+ 1,36 2,59+ 1,71 2,21+ 1,50
Leber (umol/g) 127,7+ 21,8 101,6+ 21,32 114,1+ 25,2%° 125,3+ 25,0 125,1+ 21,3

TPE, Totalproteinextrakt; VLDL, Very low densitypbprotein; LDL, Low Density Lipoprotein; HDL, HigBensity Lipoprotein
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=12)
abowerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbader Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; FisherEest)
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4.3.3. Expression von Genen des Triglyceridstoffwhsels in der Leber

Aufgrund der signifikant niedrigeren Triglyceridkaemtrationen in Plasma und in den VLDL
durch Lupinenprotein wurde die mRNA-Expression ausihlter Gene in der Leber
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass vormaltie mRNA-Konzentration lipogener
Enzyme durch die Futterung mit dem Totalproteirekttder Sorte Vitabor beeinflusst wurde.
Abbildung 6 zeigt, dass eine Fitterung der Sortabdr zu einer signifikanten Erniedrigung
der mRNA von SREBP-1c, FAS und zu tendenziell nggdtlen mRNA-Konzentrationen bei
Delta-9-D (p=0,057) fihrte.

Die mRNA-Konzentrationen von Apo A5 und HepatiscHapase unterschieden sich

zwischen den Lupinenproteinsorten und Casein {etén sind nicht gezeigt).
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Abbildung 6: Relative mRNA-Konzentrationen von SREBc; Fatty Acid Synthase und
Delta-9-D. in Rattenleber nach 2-wdchiger Futteramg hypercholesterinamischer Diat mit
5% Casein oder Lupinenprotein dusangustifoliusSorte Probor, Vitabor und Boregine.
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=12)

ab\Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteiden sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher's-Test) (Casein = 1,00 gesetzt)
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4.3.4. Expression ausgewahlter Gene des Cholestatioffwechsels in der Leber

Die Ratten, die Lupinenprotein der Sorte Vitabdnigten hatten 37% niedrigere mRNA-
Konzentrationen an SREBP2 im Vergleich zur Caseimge. Allerdings konnte dieses
Ergebnis aufgrund der hohen Standardabweichungststeh nicht abgesichert werden.
Ratten, die das Lupinenprotein der Sorte Vitabbaredten, hatten eine signifikant niedrigere
MRNA-Konzentration an HMG-CoA-R. und tendenzieledigere mRNA-Konzentrationen
an LDL-R. als Ratten, die Casein erhielten. Die mRRbnzentrationen von SREBP2,
HMG-CoA-R. und LDL-R. in den Ratten, die Lupinent@io der Sorten Probor und Boregine
erhielten, unterschieden sich nicht von der Koidgrappe (Abbildung 7). Fltterung des
Lupinenproteins der Sorte Vitabor fuhrte aufRerdem smnifikant niedrigeren mMRNA-
Konzentrationen von Apo Al, Cyp-7Al, ABC-G5, ABC-G8d FXR, als durch Fitterung
mit Casein. Die mMRNA-Konzentration des LXRwar hingegen signifikant um 43 % erhoht.
(Tabelle 28). Die Gruppen, die Lupinenprotein dert& Probor und Boregine erhielten,
hatten keine unterschiedlichen mRNA-Konzentratiomen genannten Gene (Daten nicht

gezeigt).
3.0 - OCasein
E Probor TPE
N Vitabor TPE
25 - OBoregine TPE

N Boregine a-/b-Conglutinin-Fraktion

relative mRNA-Konzentration rel. zu R-Actin

\
N N

SREBP 2 HMG-CoA-R LDL-R

Abbildung 7: Relative mRNA-Konzentrationen von SREB HMG-CoA-R. und LDL-R. in
Rattenleber nach 2-wdchiger Futterung mit hypemsterindmischer Diat mit 5% Casein
oder Lupinenprotein aus angustifoliusSorte Probor, Vitabor und Boregine.

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=12)

ab\Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteigdeh sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher's-Test) (Casein = 1,00 gesetzt)
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Tabelle 28: Relative mRNA-Konzentrationen ausgete@ilbene des Cholesterin- und Triglyceridmetabalsnm Rattenlebern nach 2-wdéchiger
Futterung von hypercholesterindmischer Diat mitGasein oder mit 5% Lupinenprotein dusangustifoliusSorte Probor, Vitabor und Boregine.

Diatprotein

Apo A5
HL
CYP-7Al1l
FXR
ABC-G5

Casein

1,00+ 0,48
1,00+ 0,58
1,00+ 1,07
1,00+ 0,68
1,00+ 0,68

Boregine
TPE

1,16+ 0,27
1,13+ 0,67
1,14+ 0,58
0,90: 0,56
1,0% 0,72

a-/B-Conglutin-

Boregine

Fraktion
1,0& 0,40

1,1% 0,74
0,91+ 0,60
0,98+ 0,68
0,94+ 0,79

Probor
TPE

1,23+ 0,40
0,90+ 0,30
0,91+ 0,34
0,72+ 0,29

0,75+ 0,362

Vitabor
TPE

1,21 0,56
0,9% 0,35
0,49+ 0,36
0,32+ 0,12
0,45+ 0,34

Apo A5, apolipoprotein A5; HL, Hepatische Lipa&P7Al, Cholesterin-@-Hydroxylase; FXR, farnesoid X-receptor; ABC-G5, A-binding
cassette transporter;

TPE, Totalproteinextrakt
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=12)
abWerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbider Zeile unterscheiden sich signifikant voaeiter (p<0,05; Fisher's-Test)
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4.3.5. Expression ausgewahlter Gene in Muskelgewebe

Um zu untersuchen, inwieweit die Futterung von TR Sorte Vitabor eine Rolle bei

insulinsensitiven Genen spielt, wurde die Genexoesim Skelettmuskel gemessen. Es
zeigten sich jedoch in den mRNA-Konzentrationen VRmotein-Tyrosin-Phosphatase 1b
(PTP-1b), Insulin-Rezeptor (Ins-Rec.) und Glucasetporter Typ 4 (Glut-4) keine

Unterschiede im Vergleich zur Caseingruppe (Tal29le

Tabelle 29: Relative mRNA-Konzentrationen ausgeteiihlGene im Skelettmuskel von
Ratten nach 2-wochiger Futterung von hypercholestsrischer Diat mit 5% Casein oder mit
5% Lupinenprotein aus. angustifoliusvitabor.

Diatprotein Casein Vi.lt_?:,bé) '

PTP-1b 1,00+ 0,38 0,96+ 0,52
Ins-Rec. 1,00+ 0,47 0,96+ 0,40
Glut-4 1,00+ 0,42 0,97+ 0,81

TPE, Totalproteinextrakt; PTP-1b, Protein-TyrosimeBphatase 1b; Insulin-Rezeptor, Ins-
Rec; Glut-4, Glucosetransporter Typ 4
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=12), Student’s t-Test
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4.4. Untersuchungen zur lipidsenkenden Wirkung vorProtein aus blauer Lupine bei
laktierenden Ratten und ihren Nachkommen (V}

4.4.1. Leistungsparameter der Muttertiere

In Tabelle 30 sind die Leistungsparameter der Mite aufgefuhrt. Die
Anfangskorpergewichte unterschieden sich zwischeimaBdlungs- und Kontrollgruppe nicht.
Allerdings hatten die Tiere, die Lupinenproteinielten ab der dritten Fitterungswoche ein
signifikant niedrigeres Korpergewicht, als die €iedie Casein verzehrten. Nach dem Ende
der 6-wochigen Fitterungsperiode hatten die Ratten Lupinengruppe 20% niedrigere
Korpergewichte verglichen mit Casein. Die mittlefeutteraufnahme war bei der
Kontrollgruppe signifikant hoher, als in der Gruppée Lupinenprotein erhielt. Die relative
Lebermasse war in der Gruppe, die Lupinenproteimeken signifikant hoher, als bei den

Tieren der Caseingruppe.

Tabelle 30: Leistungsparameter der weiblichen Rattgihrend der Laktation und der
Trachtigkeit nach 6-wdchiger Fltterung von hypelesierindmischer Diat mit 20% Casein
oder Lupinenprotein aus angustifoliusSorte Boregine TPE.

Parameter Casein Lupinenprotein
Korpergewicht-Anfang (g) 314,4 16,0 310,80 18,9
Korpergewicht-1.Woche (Q) 339,4+ 15,3 335,% 20,0
Korpergewicht-2.Woche (g) 365,&: 14,5 349,68 14,6
Kérpergewicht-3.Woche (g) 455,5+ 28,9 402,8 24,3
Korpergewicht-4.Woche (Q) 373,5+ 20,0 290,4 39,0
Kérpergewicht-5.Woche (g) 371,1+ 31,2 294,6- 17,6
Korpergewicht-6.Woche (Q) 357,9+ 17,2 288,% 17,0
l(\élli/téI/eTriee r()Besamtfutteraufnahme 31.3% 2.9 26,3t 1.8
Lebergewicht (g) 29,6:2,3 30,% 3,7
rel. Lebergewicht (g/100 g KM) 8,3+ 0,9 10,6+ 1,1

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;dgtut’s-t-Test)
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4.4.2. Leistungsparameter der Nachkommen

In Tabelle 31 sind die Leistungsdaten der Jungtersammengefasst. Dabei wurden keine
Unterschiede in der Anzahl der Jungen pro Wurf eies den beiden Versuchsgruppen
festgestellt. Allerdings war sowohl die gesamte iMasse, als auch das mittlere
Korpergewicht der Jungtiere signifikant niedrigeei bder Gruppe, deren Multtertiere
Lupinenprotein erhielten. Um in allen Gruppen eimemogene Anzahl der Jungen pro
Muttertier zu gewabhrleisten, wurden die Wirfe aQfJungtiere pro Muttertier angeglichen.
Sowohl am 7., als auch am 14. und 18. Laktationst@gn die mittleren Wurfgewichte der
Jungtiere, deren Muttertiere die Kontrolldiat eltae, signifikant hoher als die der
Lupinenproteingruppe. Am Tag der Probennahme war uhdttlere Korpergewicht pro
Jungtier fast doppelt so hoch bei der Caseingrupp®ergleich zur Lupinenproteingruppe
(Abbildung 8). Fur die Bestimmung der Lebermassemden die Lebern von 3 Jungtieren
gepoolt. Dabei zeigte sich auch hier, dass die fgelvachte bei der Kontrollgruppe

signifikant hoher waren, als in der Lupinenproteimpe.

Tabelle 31: Leistungsparameter der Jungtiere voghdeat Geburt bis zum 18. Laktationstag
nach 6-woéchiger Futterung der Muttertiere mit hgpetesterinamischer Diat mit 20%
Casein oder Lupinenprotein ausangustifoliusSorte Boregine TPE-

Parameter Casein Lupinenprotein
Anzahl Junge pro Wurf (gesamt) 12,% 3,3 12,92 3,6
Anzahl Junge pro Wurf (lebend) 12,9 3,3 12,5 3,5
Wurfmasse zur Geburt - gesamt (g) 85,5t 17,2 64,8 16,9
Mittlere KM / Tier zur Geburt (g) 6,8 1,0 5%1,1
Wurfmasse 7 d - gesamt (Q) 119,5 25,0 79,2 13,0
Wurfmasse 14 d - gesamt (Q) 229,3t 45,6 133,28,7
Wurfmasse 18 d - gesamt (Q) 274,8 57,4 147,% 14,5
\I\;I(iatgelzjrgh}gg:]%eerr(r;sse/ Tier am 20 4t 5.9 156 1.4
Mittleres Lebergewicht (g/ gepoolt 1,20 0.22 0.4@ 0,08

aus 3 Jungen)
rel. Lebergewicht (g/100 g Leber) 0,46t 0, 16 0,28 0,06
KM, Kbérpermasse

Werte sind Mittelwerte Standardabweichung, (n=11)
signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tt’s-t-Test)
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Abbildung 8: unterschiedliche Kérpermassenentwiegluder Jungtiere nach 6-wdchiger
Futterung der Muttertiere mit hypercholesterinamésc Diat mit 20% Casein (A) oder
Lupinenprotein auk. angustifoliusSorte Boregine TPE (B).

4.4.3. Korpermassenentwicklung der Jungtiere nachet Laktationsperiode

Nach der Laktationsperiode wurden die Jungtiere,dcht zur Organentnahme verwendet
wurden, fur weitere 7 Wochen mit Altromin Standaédidyefuttert. Hierbei sollte untersucht
werden, ob sich das stark unterschiedliche Wurfgetvi zwischen den beiden
Behandlungsgruppe wieder angleichen kann. Abbildurgigt, dass auch nach 7 Wochen die
mittleren Kdrpergewichte bei mannlichen, als auehden weiblichen Nachkommen immer
noch signifikant unterschiedlich zwischen der Qageippe und der Lupinenproteingruppe

waren.
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Abbildung 9: Mittlere Kdrpermasseentwicklung derrmbichen (A) und weiblichen (B)
Jungtiere innerhalb 7-woéchiger Futterung mit Staddi@t nach Absetzen vom laktierenden

Multtertier.
Werte sind Mittelwerte Standardabweichung (n=11)
signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d®&fot’s-t-Test)

4.4.4. Parameter des Lipidstoffwechsels bei den Muttertiezn

4.4.4.1. Triglycerid- und Cholesterinkonzentration@ in Plasma, Lipoproteinen und
Leber

Die Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen Btasma, in den Lipoproteinen und in der
Leber sind in Tabelle 32 aufgefuhrt. Es konnte dgestellt werden, dass die
Triglyceridkonzentrationen im Plasma und in der lBmikronen-/VLDL-Fraktion signifikant
niedriger in der Lupinenproteingruppe im Verglemlr Kontrollgruppe waren. In der Leber
jedoch waren die Triglyceridkonzentrationen in dapinengruppe signifikant héher, als in
der Caseingruppe. Die Cholesterinkonzentration iasRa, in der LDL-Fraktion und in der

Leber waren signifikant niedriger bei den Tiererng d.upinenprotein erhielten. Die

80



Ergebnisse

Cholesterinkonzentration in den HDL war dagegendes Tieren der Lupinenproteingruppe
um das 3,5-fache hoher, als bei den Ratten deinrigmsppe.

Tabelle 32: Konzentration von Triglyceriden und @&sterin in Plasma, Lipoproteinen und
Leber von laktierenden Ratten nach 6-wdchiger Rirg von hypercholesterinamischen
Diaten mit 20% Casein oder 20% LupinenproteinlawmngustifoliusSorte Boregine TPE

Parameter Casein Lupinenprotein
Triglyceride
Plasma (mmol/l) 1,11+ 0,39 0,58 0,13
Chylomikronen + VLDL (mmol/) 1,03+ 0,40 0,4%0,17
Leber (umol/g) 49,7+ 13,7 103,% 15,0
Cholesterin
Plasma (mmol/l) 9,86+ 4,45 1,88+ 0,31
LDL (mmol/l) 1,59+ 0,80 0,40+ 0,07
HDL (mmol/l) 0,28+ 0,15 1,11+ 0,13
Leber (umol/g) 97,6+ 20,5 58,6 6,1

VLDL, Very low density lipoprotein; LDL, Low DensjtLipoprotein; HDL, High Density
Lipoprotein

Werte sind Mittelwerte Standardabweichung, (n=11)
signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tt’s-t-Test)

4.4.4.2 Freie Fettsduren im Plasma

Die Konzentration der freien Fettsduren im Plasnaa kei den Tieren, die Lupinenprotein

erhielten signifikant niedriger, als bei den Tiedsar Kontrollgruppe (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Konzentration an freien FettsdurenFAlasma von laktierenden Ratten nach 6-
wochiger Futterung von hypercholesterindmischentdbiamit 20% Casein oder 20%
Lupinenprotein auk. angustifoliusSorte Boregine TPE.

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&#ut’s-t-Test)

4.4.4.3. Triglycerid- und Proteinkonzentration in der Milch

Die Triglyceridkonzentration in der Milch der Tierelie Lupinenprotein erhielten, war
signifikant héher (+80%), als bei den Tieren dies€a verzehrten. Die Proteinkonzentration
in der Milch der Tiere der Lupinengruppe war dagegedriger, als in der Milch von Tieren

der Caseingruppe. Abbildung 11 zeigt die Ergeleniss
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Abbildung 11: Triglycerid- (A) und Proteinkonzertimen (B) in der Milch laktierender
Ratten am 14. Laktationstag nach 5-wéchiger Fitgeron hypercholesterindmischen Diaten
mit 20% Casein oder 20% Lupinenprotein AuangustifoliusSorte Boregine TPE-

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&#ut’s-t-Test)
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4.4.5. Parameter des Lipidstoffwechsel bei den Rlakommen

Die Triglyceridkonzentrationen im Plasma bei Tiedsr Lupinengruppe waren signifikant
niedriger, als bei den Tieren der Caseingruppe €ll@b33). Die Konzentration an
Triglyceriden in der Leber &nderte sich nicht z\west den beiden Gruppen. Dagegen Die war
bei den Tieren der Lupinenproteingruppe die Plaswlasterinkonzentration signifikant
hoher, als bei den Tieren der Caseingruppe. Audeir_eber zeigte sich in der Tendenz eine
38% hdohere Cholesterinkonzentration (p=0,098).

Tabelle 33: Konzentrationen von Triglyceriden undofgsterin in Plasma und Leber von
Jungtieren am 18. Laktationstag von Muttertieree, & Wochen hypercholesterindmische
Diaten mit 20% Casein oder 20% Lupinenprotein BusangustifoliusSorte Boregine TPE
erhielten.

Parameter Casein Lupine
Triglyceride
Plasma (mmol/l) 2,31+ 0,63 1,6@ 0,60
Leber (pmol/g) 23,3+ 10,3 18,9 6,4
Cholesterin
Plasma (mmol/l) 6,82+ 1,58 12,75 2,75
Leber (umol/g) 9,6 5,3 13,3 5,0

Werte sind Mittelwerte Standardabweichung, (n=11)
signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tt’s-t-Test)

4.4.6. Relative mMRNA-Konzentration ausgewahlter Gemndes Lipidstoffwechsels in der

Leber der Muttertiere

Die relativen mRNA-Konzentrationen des SREBP-1c aiedsen Zielgene, die lipogenen
Enzyme FAS und Delta-9-D., war in der Leber der teitiere in etwa gleichgrof3 (Tabelle
34). Auch die mRNA-Konzentrationen der Apolipopioee A5, B 100, sowie des
mikrosomale Triglycerid-Transfer-Protein, des LXR#ptor, der HMG-CoA-Synthase und
des FABP wurden durch die Lupineproteinfutterunghhiverdndert. Allerdings waren die
MRNA-Konzentrationen vom Apo A 1, der HL, der CYR17und der GSH-Peroxidase

signifikant durch Lupinenprotein erhoht.
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Tabelle 34: Relative mRNA-Konzentrationen ausgetwdihiGene des Cholesterin- und
Triglyceridmetabolismus in Lebern von weiblichenttea nach 6-wdchiger Fitterung von
hypercholesterindmischen Diaten mit 20% Casein o8@% Lupinenprotein aud..
angustifolius.

Parameter Casein Lupinenprotein
SREBP-1c 1,00+ 0,38 0,93+ 0,38
FAS 1,00+ 0,38 0,94+ 0,44
Delta-9-D. 1,00+ 0,33 0,81+ 0,35
Apo A5 1,00+ 0,46 0,96+ 0,24
Apo B100 1,00+ 0,39 0,84+ 0,33
MTTP 1,00+ 0,39 0,7Qt 0,26
LXR a 1,00+ 0,34 1,04+ 0,48
HMG-CoA-Synthase 1,00+ 0,38 1,04+ 0,34
L-FABP 1,00+ 0,32 0,75+ 0,22
Apo Al 1,00+ 0,53 1,58+ 0,67
Hepatische Lipase 1,00+ 0,38 1,43+ 0,39
CYP-7A1 1,00+ 0,59 2,70 1,21
GSH-Px 1,00+ 0,36 1,46+ 0,45

SREBP-1c sterol regulatory element-binding prot&AS, Fatty Acid Synthase; Apo A5,
apolipoprotein A5; MTTP, mikrosomales Triglyceridahsferprotein; LXRa, liver X
receptor; L-FABP, liver —fatty acid binding proteiApo Al, apolipoprotein Al; CYP7AL,
cholesterol @-hydroxylase; GSH-Px-Glutathionperoxidase

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tut’s-t-Test)

In Abbildung 12 sind die relativen mRNA-Konzentoaten des SREBP-2 und seinen
Zielgenen HMG-CoA-R. und LDL-R. dargestellt. Es ktan gezeigt werden, dass in der
Leber von Ratten, die Lupinenprotein erhielten,rdRNA der HMG-CoA-R. signifikant und

die des SREBP2 (p=0,060) und des LDL-R.. (p=0,@8ddlenziell hoher war, als bei Ratten

die Casein erhielten.
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Abbildung 12: Relative hepatische mRNA-Konzentnagio von SREBP2 (A); HMG-CoA-R.
(B) und LDL-R. (C) von weiblichen Ratten nach 6-\Wwiger Fitterung von
hypercholesterinamischen Diaten mit 20% Casein 08@% Lupinenprotein aud..
angustifolius

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;dgiut’s-t-Test)

Auch die mRNA-Konzentrationen des PPAMR und seiner Zielgene ACO und CPT-1
unterschieden sich zwischen den beiden Versuchggruie Expression des PPAR und
der ACO waren bei den Tieren, die Lupinenproteihigdten signifikant und der CPT-1

tendenziell niedriger, als bei Tieren der Caseipgeu(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Relative hepatische mRNA-Konzentna¢gio von PPARx (A); ACO (B) und
CPT-1 (C) von weiblichen Ratten nach 6-wdchigertdfiing von hypercholesterindmischen
Diaten mit 20% Casein oder 20% Lupinenproteinlawmngustifolius

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;dgut’s-t-Test)

4.4.7. Relative mRNA-Konzentrationen ausgewahlter ére des Lipidstoffwechsels in
der Milchdrise

Fur die Untersuchung ausgewahlter Gene der Milddymthese wurden mMRNA-
Konzentrationen in der Milchdriise gemessen. Abbidd4 zeigt, dass die Expression des
SREBP-1c und seiner Zielgene FAS und Delta-9-D. den Tieren, die Lupinenprotein
erhielten héher war, als bei den Tieren, die Cassirelten, wobei die Signifikanzgrenze nur

bei den ersten beiden Genen erreicht wurde.
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Abbildung 14: Relative mRNA-Konzentrationen von 3¥E1c (A); FAS (B) und Delta-9-
D. (C) in Milchdrisen weiblicher Ratten nach 6-wigelm Futterung von
hypercholesterindmischen Diaten mit 20% Casein o08@% Lupinenprotein aud..
angustifolius

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tut’s-t-Test)

In Tabelle 35 sind zuséatzlich die mMRNA-Konzentraéin von Lipoproteinlipase, FABP,

FATP und CD 36 dargstellt. Hier wurden keine Vegmegen durch die

Lupinenproteinbehandlung beobachtet.

Tabelle 35: Relative mMRNA-Konzentrationen ausgetedihl Gene des Triglycerid-
metabolismus in Rattenmilchdriisen von weiblichettd®anach 6-woéchiger Futterung von
hypercholesterindmischen Diaten mit 20% Casein o8@% Lupinenprotein aud..
angustifolius.

Parameter Casein Lupine

LPL 1,00+ 0,35 0,84+ 0,26
FABP 1,00+ 0,30 0,91+ 0,35
FATP 1,00+ 0,32 1,05 0,21
CD 36 1,00+ 0,33 0,85+ 0,32

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung (n=11); (p<0,05; Fish&Est)
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4.4.8. Proteinkonzentration des LDL-Rezeptors in delLeber der Muttertiere

Zur Absicherung der Expressionsergebnisse des LBLd#&f mRNA-Ebene wurde ein
Western Blot durchgefihrt. Die Proteinbanden sindAbbildung 15 dargestellt. Diese
zeigen, dass die Futterung mit Lupinenprotein nialnt die mRNA-Konzentration erhéhen
kann, sondern auch deutlich zu einer héheren Piairzentration des LDL-R.s (Abbildung

16) fuhrt, im Vergleich zu Tieren, die Casein eltieie.

h———-" —— i

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 15: Reprasentative Proteinbanden vom IEDLin Lebern von Ratten durch
Western Blot Analyse. Der aufgetragene Proteinggdral Spur betragt 90 pg in einem 7,5%
(w/v) SDS-Polyacrylamidgelln den einzelnen Spuren sind unter nicht denatman
Bedingungen folgende Zelllysate aufgetragen: Spdir Ratten, die Lupinenprotein erhielten
und Spur 5-8: Ratten, die Casein erhielten.

(polyklonaler Anti-LDL-Rezeptor-Antikdrper)

Proteinkonzentration

Casein Lupinenprotein

Abbildung 16: Relative Proteinkonzentration des LRé&zeptors in der Leber laktierender
Ratten nach 6-wochiger Futterung von hypercholegtsrischen Diaten mit 20% Casein oder
20% Lupinenprotein aus. angustifolius

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=11)

" signifikant unterschiedlich von Casein (p<0,05;d&tut's-t-Test)

Zur weiteren Auswertung wurden Korrelationen zwestidem relativen Proteingehalt und
der relativen mRNA-Konzentration und dem relativélroteingehalt und der LDL-
Cholesterin-Konzentration erstellt. Diese Ergebmissd in Abbildung 17 dargestellt. Es

konnten keine Beziehungen zwischen mMRNA-Konzemtatund Proteinkonzentration
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festgestellt werden. Generell war die Differenz dé&RNA-Konzentrationen zwischen den
Gruppen viel geringer, als die der Proteinkonzéiatna Dagegen konnte zwischen dem
Proteingehalt des LDL-R.s und dem LDL-Cholesterin signifikanter Zusammenhang
(p<0,05) festgestellt werden. Mit zunehmender LDEK®nzentration, sank die LDL-

Cholesterin-Konzentration im Plasma.
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Abbildung 17: Korrelation zwischen relativem Progghalt von LDL-Rezeptor und relativer
MRNA-Konzentration (A) und LDL-Cholesterin-Konzeatiion (B) in der Leber der Muttertiere.
(p<0,05; Student’s-t-Test)

4.5. Einfluss von Aminosauren auf den Lipidstoffwelasel von humanen Leberzellen (V5)

4.5.1. Zellzahl und Zellvitalitat

Eine 24 h Inkubation der HepG2-Zellen mit 5 mM Ls@®in, L-Methionin und L-Arginin
hatte weder einen Einfluss auf die Zellzahl, noshdie Zellvitalitdt. Auch die Behandlung
der Zellen mit 1 mM BSO fur 6 h und 10 uM CuSiOr 2 h veranderte weder die Zellzahl

noch die Zellvitalitat.

4.5.2. Relative mRNA-Konzentrationen von SREBP-1cnd FAS nach
Inkubation mit L-Arginin, L-Methionin und L-Cystein

Um herauszufinden welche der eingesetzten Aminesaudiie starksten Effekte auf den
Triglyceridstoffwechsel hat, wurden die mRNA-Konmationen des SREBP-1c und dessen
Zielgen FAS in Leberzellen nach 2 h Inkubation BntnM L-Arginin, L-Methionin oder L-
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Cystein gemessen. Eine Inkubation der Zellen mirgiinin beeinflusste weder die SREBP-
1c, noch die FAS mRNA-Konzentrationen. Die Behandlwer Zellen mit L-Methionin
fuhrte zwar zu signifikant niedrigeren mMRNA-Konzationen von FAS (-14%), aber die
MRNA des SREBP-1c wurde nicht verandert (Abbildd8y. Die Inkubation mit L-Cystein
fuhrte hingegen zu deutlich niedrigeren mRNA-Korizaionen von SREBP-1c und FAS (-
34%; -20%, p<0,05). Aus diesem Grund wurde fir eveit Inkubationsversuche die
Aminosaure L-Cystein ausgewahlt (Abbildung 18).
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rel. zu R-Actin

relative mRNA Konzentration
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Abbildung 18: Relative mRNA-Konzentrationen von S#E1c (A) und FAS (B) in HepG2-
Zellen nach 2 h Inkubation mit 5 mM L-Arginin, L-Neonin, L-Cystein oder Medium allein
(Kontrolle).

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

aP\werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteideh sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher'Jest), Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.
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4.5.3. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP-1md ausgewahlter Zielgene nach

2, 6 und 24 h Inkubation mit unterschielichen Konzentrationen an L-Cystein

Um untersuchen zu konnen, ab welcher Konzentrdti@ystein auf mRNA-Ebene wirkt,

wurden Untersuchungen zur Konzentrationsabhandigkeichgefihrt. Dabei wurden die
Zellen fur 2 h mit 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM undrBM L-Cystein inkubiert. Die

Ergebnisse in Tabelle 36 zeigen, dass eine 2-génkiikubation mit 5 mM die mRNA-
Konzentrationen von SREBP-1c, FAS und Delta-9-Bnifikant erniedrigt. Ahnliche Effekte
traten auch bei der Behandlung mit 2 mM auf. DiBNA-Konzentration der FAS war
signifikant und die von SREBP-1c und Delta-9-D.demziell durch die Inkubation mit L-

Cystein erniedrigt. Die weiteren getesteten Konzgioinen zeigten keine Wirkung nach 2 h

Inkubation mit L-Cystein im Vergleich zum Kontrolédium. Eine Inkubation tber 6 und 24

h mit 1 mM, 2 mM oder 5 mM L-Cystein hatten keinémfluss auf die gemessen mRNA-
Konzentrationen (Tab 36). Lediglich die mRNA-Kongationen der Delta-9-D. bei einer 6-
stindigen Inkubation mit 2 und 5 mM L-Cystein, &&S bei 6 h Inkubation mit 5 mM L-
Cystein und der G-6-PDH bei einer 24-stiindigen Bdhang mit 2 mM L-Cystein wurden

signifikant erniedrigt.

Tabelle 36: Relative mRNA-Konzentrationen ausgetedihiGene des Triglyceridstoff-
wechsels in HepG2-Zellen nach 2 h, 6 h und 24 hubakon mit unterschiedlichen
Konzentrationen an L-Cystein.

Parameter  Kontrolle
2h

SREBP-1c 1,00+ 0,10°
FAS 1,00+ 0,17
G-6-PDH 1,00+ 0,19
pesaturase 00+ 014"
6 h

SREBP-1c 1,00+ 0,45
FAS 1,00+ 0,482
G-6-PDH  1,00+0,41
pesaturase 00+ 0.34°

0,1 mM 0,5 mM

1mM

0,89+ 0,26 0,98+ 0,25 0,89+ 0,18%
0,87+ 0,18* 0,89+ 0,11* 0,87+ 0,25°

0,99 0,26 0,98t 0,30

0,91+ 0,12

0,99+ 0,32 1,01+0,34* 0,91+ 0,20%

Fortsetzung auf nachster Seite

91

0,91+ 0,39
0,92+ 0,21°
1,09+ 0,24

0,74+ 0,36°

2 mM 5mM

0,64+ 0,212 0,57+ 0,02°
0,58+ 0,10° 0,50+ 0,05°
0,78 0,17 0,69 0,12

0,68+ 0,15 0,46+ 0,22°

0,91+ 0,47 0,710,15
0,55+ 0,29 0,72+ 0,32°
087 0,14 0,72+ 0,42

0,26+ 0,12° 0,61+ 0,17"
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Fortsetzung aus Tabelle 36

24 h

SREBP-1c 1,00+ 0,42 - - 1,07£0,59 1,150,26 0,96t 0,46
FAS 1,00+ 0,43 i i 0,71+ 0,54 0,46t 0,26 0,42 0,15
G-6-PDH 1,00+ 0,372 - - 0,57+ 0,25% 0,36+ 0,16° 0,24+ 0,03°
ngg;g;ase 1,00+ 0,34 - - 0,70+ 0,18 0,81+0,18 0,52t 0,30

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)
ab \Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben inferéimer Zeile unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,05; Fishefast)

4.5.4. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP-1ad ausgewahlter Zielgene nach
2, 6 und 24 h Inkubation mit 5 mM L-Cyste&

Die HepG2-Zellen, die fur 2 h mit 5 mM L-Cysteinkubiert wurden, hatten signifikant

(p<0,05) niedrigere mRNA-Konzentrationen an SREBP-FAS und Delta-9-D. als

unbehandelte Zellen (Abbildung 19). Die mRNA-Konization an G-6-PDH war tendenziell
niedriger als in der Kontrollgruppe (p<0,10). Aunhch einer 6-stiindigen Inkubation der
Zellen mit 5 mM L-Cystein waren die mRNA-Konzeniosten von FAS und Delta-9-D.

erniedrigt. Die Downregulation des SREBP-1c konstiistisch nicht abgesichert werden
(p<0,10) und die mRNA-Konzentration der G-6-PDHspnach der Kontrollgruppe Bei einer
Inkubationsperiode von 24 h ergaben sich keine fdagede durch die Behandlung mit L-
Cystein. Aus diesem Grund wurde eine optimale lakioinszeit von 2 h gewabhilt.
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Abbildung 19: Relative mRNA-Konzentrationen von $#=1c, FAS, G-6-PDH und Delta-
9-D. in HepG2-Zellen nach 2 h (A), 6 h (B) und 24Q@) Inkubation mit 5 mM L-Cystein
oder Medium allein (Kontrolle) .

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

" signifikant zur Kontrolle

(p<0,05; Student’s t-Test) Kontrolle wurde glelchesetzt.

4.5.5. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP2 unausgewahlter Zielgene nach 2h
Inkubation mit 5 mM L-Cystein

In Tabelle 37 sind die relativen mRNA-Konzentragarnvon SREBP2, LDL-R. und HMG-
CoA-R. nach 2 h Inkubation mit 5 mM L-Cystein dastgit. Es konnte gezeigt werden, dass
L-Cystein in diesem Konzentrationsbereich keinemfliEss auf die mRNA-Expression dieser

Gene ausubte.

Tabelle 37: Relative mRNA-Konzentrationen ausgetedttene d. Cholesterinstoffwechsels
in HepG2 Zellen nach 2 h Inkubation mit 5 mM L-Getoder Medium allein (Kontrolle).

Parameter Kontrolle 5 mM L-Cystein
SREBP2 1,0¢t 0,16 0,82 0,34
LDL-Rezeptor 1,0Gt 0,04 1.12 0,26
HMG-CoA-R. 1,0¢t 0,27 0,8% 0,28

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)
Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.
(p<0,05; Student’s-t-Test)

4.5.6. Triglyceridkonzentration in HepG2-Zellen undim Inkubationsmedium nach 24 h

Behandlung mit L-Cystein

Die Ergebnisse in Abbildung 20 zeigen die Triglydkonzentration in HepG2-Zellen nach
24-stundiger Inkubation mit 5 mM L-Cystein. Die {lsiceridkonzentration in den Zellen
nahm durch die Behandlung mit L-Cystein signifikatt (p<0,05). Die Konzentration an
Triglyceriden im Inkubationsmedium war insgesantirsgering und unterschied sich nicht

zwischen der Behandlung und der Kontrolle.
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Abbildung 20 Triglyceridkonzentration in HepG2-Z#il (A) und im Zelluberstand (B) nach
24 h Inkubation mit 5 mM L-Cystein oder Medium all¢Kontrolle).

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

" signifikant zur Kontrolle

(p<0,05; Student’s t-Test) Kontrolle wurde glelchesetzt.

4.5.7. Cholesterinkonzentration in HepG2-Zellen ndt 24 h Behandlung mit L-Cystein

In Abbildung 21 sind die CholesterinkonzentratiorienHep-G2-Zellen nach 24-stindiger
Inkubation mit 5 mM L-Cystein gezeigt. Die Cholestkonzentration wurde durch L-

Cystein nicht beeinflusst.
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(e}

Kontrolle L-Cystein

Abbildung 21: Cholesterinkonzentration in HepG2l&elnach 24 h Inkubation mit 5 mM L-
Cystein oder Medium allein (Kontrolle).

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

(p<0,05; Student’s t-Test) Kontrolle wurde glelchesetzt.
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4.5.8. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP-1ad ausgewahlter Zielgene nach
2 und 6 h Inkubation mit L-Cystein und BE5O

Die Ergebnisse in Abbildung 22 zeigen, dass dideBeldie fir 2 h mit 5 mM L-Cystein
allein behandelt wurden, erneut niedrigere mRNA-karirationen an SREBP-1c, FAS, G-6-
PDH und Delta-9-D. hatten, als unbehandelte Zela.Behandlung der Zellen mit 1 mM
BSO allein erhthte die mMRNA-Konzentration der D&tB. im  Vergleich zur
Kontrollgruppe. Hingeben blieben die mRNA-Konzetitmen von SREBP-1c, FAS und G-
6-PDH unverandert. Die zusétzliche Behandlung asled mit L-Cystein und BSO hob den
down-regulatorischen Effekt des L-Cystein wiedef. ddie mRNA-Konzentrationen von
SREBP-1c, FAS, G-6-PDH und Delta-9-D. unterschiesieh nun nicht mehr von denen der

Kontrollzellen.

M Kontrolle E L-Cystein OBSO B L-Cystein + BSO

relative mRNA Konzentration
rel. zu R-Actin

SREBP-1c FAS G-6-PDH Delta-9-D

Abbildung 22: Relative mRNA-Konzentrationen von $#=1c, FAS, G-6-PDH und Delta-
9-D. in HepG2-Zellen nach 2 h Inkubation mit 5 mMClystein, 1 mM BSO, Koinkubation
von 5 mM L-Cystein + 1 mM BSO oder Medium alleinofitrolle).

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

abo\werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteideh sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher'§est) Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.

Tabelle 38 zeigt die Ergebnisse nach 6-stindig&uldation mit L-Cystein, BSO oder
Koinkubation von beiden. Dabei waren die mRNA-Kamizationen der Delta-9-D. SREBP-
1c und FAS signifikant niedriger durch L-Cysteinh@edlung, als bei der Kontrolle. Die
MRNA-Konzentration der G-6-PDH wurde nicht verand&ine 6 h Inkubation mit BSO

allein hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Konzetitmaen der untersuchten Gene und eine
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L-Cystein + BSO-Koinkubation hob den Effekt des ys€@ins auf, dabei entsprachen alle
Werte denen der Kontrollgruppe.

Tabelle 38: Relative mRNA-Konzentrationen ausgetedihiGene des Triglyceridstoff-
wechsels in HepG2-Zellen nach 6 h Inkubation mmtM L-Cystein, 1 mM BSO oder 5 mM
L-Cystein + 1 mM BSO.

L-Cystein 5 mM +

Parameter  Kontrolle L-Cystein5mM  BSO 1 mM

BSO 1 mM
SREBP-1c 1,00+ 021%° 0,7G: 0,17° 1,16+ 0,13? 0,93 0,18%
FAS 1,00+ 0,12° 0,60 0,24° 0,98+ 0,13%° 1,06+ 0,29
G-6-PDH 1,00+ 0,18 0,92 0,25 1,02+ 0,29 1,34 0,28

Delta-9-D. 1,00+ 0,062 0,66+ 0,12° 0,92+ 0,17%° 1,08 0,18

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)
aP\Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbider Zeile unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,05; Fisher’s Test) olte wurde gleich 1 gesetzt.

4.5.9. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP2 unausgewahlter Zielgene nach 2
und 6 h Inkubation mit L-Cystein und BSO

Die Ergebnisse in Tabelle 39 zeigen, dass weder Zimoch eine 6-stiindige Inkubation mit
L-Cystein, BSO oder eine L-Cystein + BSO-Koinkubatieinen Einfluss auf die relativen
MRNA-Konzentrationen von SREBP2, HMG-CoA-R. odenkR. haben.

Tabelle 39: Relative mRNA-Konzentrationen ausgeteiihiGene des Cholesterinstoff-
wechsels in HepG2-Zellen nach 2 und 6 h Inkubatird mM L-Cystein, 1 mM BSO oder 5
mM L-Cystein +1 mM BSO.

5 mM L-Cystein +

Parameter Kontrolle 5mM L-Cystein 1 mM BSO 1 mM BSO
2h

SREBP2 1,00+ 0,24 1,0& 0,15 0,92 0,10 0,82 0,28
HMG-CoA-R. 1,00+ 0,01 0,92 0,18 0,9G: 0,29 0,94 0,18
LDL-R. 1,00+ 0,27 0,9¥ 0,33 0,95+ 0,29 0,84 0,00
6 h

SREBP2 1,00+ 0,16 0,82 0,34 1,04+ 0,25 1,02 0,10
HMG-CoA-R. 1,00+ 0,27 0,8#0,28 1,14+0,14 1,15 0,31
LDL-R. 1,00+ 0,04 1,12 0,19 1,26+ 0,28 1,02 0,17

Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.

(p<0,05; Fisher’s Test)
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4.5.10. Gesamtglutathion- und Cysteinkonzentratiomach 6 h Inkubation mit L-Cystein
und BSO

In Tabelle 40 sind die Konzentrationen von Cysteid Gesamt-GSH in HepG2-Zellen nach
6-stundiger Inkubation mit 5 mM L-Cystein, 1 mM BS@d Koinkubation von 5 mM L-
Cystein oder 1 mM BSO gezeigt. Die héchste GSH-katration wurde in 5 mM L-Cystein-
behandelten Zellen und die niedrigste in BSO-bebla Zellen festgestellt. BSO und L-
Cystein koinkubierte Zellen wiesen zwar eine doppel hohe GSH-konzentration auf wie
BSO allein, aber insgesamt lagen die Konzentratiodeutlich unter der Kontrolle. Die
Cysteinkonzentration war in den mit L-Cystein-beteten Zellen am hochsten und in der

BSO-Gruppe am niedrigsten.

Tabelle 40: Gesamt-GSH- und CysteinkonzentrationdtepG2-Zellen nach 6 h Inkubation
mit 5 mM L-Cystein, 1 mM BSO und 5 mM L-Cystein #riM BSO.

L-Cystein 5 mM +

Parameter Kontrolle L-Cystein5 mM BSO 1 mM BSO 1 mM
Glutathion =4 594 0,16  1,60+065  0,25:011° 0,57+ 0,20°
nmol/mg Protein

Cystein 315£147° 508074 225:110°  255+0,61°

nmol/mg Protein
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)
abo\\erte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben innbrbaler Zeile unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,05; Fishefast)

4.5.11. Relative mRNA-Konzentrationen des SREBP-1md ausgewahlter Zielgene nach
2 h Inkubation mit 5 mM L-Cystein und 10 uM CuSQO,

Die Zellen, die mit 5 mM L-Cystein allein behandelurden, hatten signifikant niedrigere
MRNA-Konzentrationen an SREBP-1c und Delta-9-D. Kiktung 23). Die mRNA-
Konzentration von FAS und G-6-PDH war tendenzigddnger als in den Kontrollzellen. Die
MRNA-Konzentration von G-6-PDH wurde durch die lhktion nicht verandert. HepG2-
Zellen, die mit CuS@ allein behandelt wurden, hatten signifikant hohemndkRNA-
Konzentrationen an SREBP-1c, FAS, Delta-9-D. und6-BPH verglichen mit den
unbehandelten Zellen. Zellen, die gleichzeitig i€ystein und CuS@inkubiert wurden,
wiesen niedrigere mMRNA-Konzentrationen an SREBPAAS, Delta-9-D. und G-6-PDH
auf, als Zellen, die allein mit Cughehandelt wurden. Die mRNA-Konzentrationen an
SREBP-1c, FAS und G-6-PDH entsprachen denen dertréllzellen. Die mRNA-

Konzentration der Delta-9-D. war jedoch gegentleer<bntrolle erhoht.
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4 - m Kontrolle m L-Cystein O CusO4 m L-Cystein + CuSO4

3,5 “

relative mRNA Konzentration rel. zu 3-Actin

SREBP-1c FAS G-6-PDH Delta-9-D

Abbildung 23: Relative mRNA-Konzentrationen von 3#1c, FAS, G-6-PDH und Delta-
9-D. in HepG2-Zellen nach 2 h Inkubation mit 5 mMClstein, 10 uM CuS§)
Koinkubation von 5 mM L-Cystein plus 10 mM Cus@ider mit Medium allein (Kontrolle).
Werte sind Mittelwerte: Standardabweichung, (n=4)

abedperte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unteideh sich signifikant voneinander
(p<0,05; Fisher’'Fest) Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.
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5. Diskussion

Die Inzidenz erndhrungsbedingter Erkrankungen,ail@m von Herz-Kreislauferkrankungen
hat in den letzten Jahren stark zugenommen. DearBadd die Nachfrage nach innovativen
therapeutischen Anséatzen zur Pravention und Awfkigirerndhrungsbedingter Erkrankungen
ist dementsprechend grof3. Hohe Serum-Cholestermekdrationen, v.a. in der LDL-
Lipoproteinfraktion gelten als Hauptrisikofaktor rfukardiovaskulare Erkrankungen.
Nahrungsbestandteile sind in der Lage, hohe Claslastoder Triglycerid-Level im Plasma
und in den Lipoproteinen zu modifizieren. Die Iremmd der Atherosklerose kann diatetisch
beeinflusst werden und dabei haben auch pflanzliPheteine beginstigende Effekte.
Allerdings sind die Mechanismen bisher zum Teilmamklar. Die Wirkung verschiedener
Pflanzenproteine auf den Lipidstoffwechsel wurdeslie mehrfach untersucht.
Nahrungsproteine haben unterschiedliche Wirkunggrdan Lipidmetabolismus. Zahlreiche
Tierstudien haben gezeigt, dass pflanzliche Preteme Soja (Forsythe et al. 1980)
verglichen mit tierischen Proteinen — meist als daingesetzt - Plasma-Cholesterin in
Ratten, Schweinen, Kaninchen und Primaten senkanekt Eine Hypothese dabei ist, dass
pflanzliche Proteine im Vergleich zu tierischen tenoen, einen hoheren Anteil an
phoshorylierten Aminoséduren haben, welche direktt mer Gallensaureabsorption
interferieren. Dieser Effekt beruht auf Unterscleiedn der Aminosdurezusammensetzung
pflanzlicher und tierischer Proteine. PflanzlicheotBine enthalten durchschnittlich mehr
nicht-essenzielle Aminosauren wie Glycin, Alanireri8 und Arginin (Kritchevsky et al.
1990, Krajcovicova-Kudlackova et al. 2005). Dieseewlsken eine verstarkte
Glucagonsekretion (Bassett et al. 1982). Glucagtiwhe in den Hepatozyten die cAMP-
Spiegel, welche die Synthese der Enzyme, die férLi)ogenese und Cholesterinsynthese
kodieren, herabregulieren (Exton 1987, Lijnenle1889).

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dads von Lupinenprotein hypolipdmisches
Potential ausgeht. Um die hypolipamischen Wirkungerschiedener Lupinenproteine zu
untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit mehfedien an Ratten und eine
Zellkulturstudie durchgefuhrt. Dabei sollten lipiddulierende Eigenschaften von
unterschiedlichen Lupinenproteinen néaher charaigtiund aufgeklart werden und welche
maoglichen Wirkungen von isolierten Aminosduren daktive Komponenten des

Lupinenproteins auf den Lipidstoffwechsel ausgehen.
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5.1. Versuchsaufbau

Fur die zu untersuchenden Fragestellungen war @itienale Versuchsplanung von grol3er
Bedeutung. Daher war es wichtig zu klaren, welcphezis bzw. welches Zellkulturmodell
ideal geeignet ist. Bisher gibt es wenige Studika,sich mit der ernédhrungstherapeutischen
Wirkung von Lupinenprotein beschéftigen. Die vaykaden Untersuchungen orientierten
sich im Versuchsaufbau und Versuchsdurchfiihrungkamellen Untersuchungen von Sirtori
et al. (2004) und Spielmann et al. (2007). In dieSéudien konnte bereits gezeigt werden,
dass bei Einsatz hoher Dosen an isoliertem Lupnoée aus Lupinus albus die
Triglyceridkonzentration in der Leber und in VLDéowie die Cholesterinkonzentrationen im
Plasma, in den VLDL und LDL gesenkt werden konntéfeitere aktuelle Studien unserer
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass der Einsatz wminkenprotein auch beim Menschen die
LDL-Cholesterin-Konzentration senken kann (Weil3ale2009a).

In allen tierexperimentellen Studien wurden Rattda Versuchstiere eingesetzt.
Ratten gelten als etabliertes Modelltier fur Fiittgysstudien mit diatetischen Proteinen
(Iritani et al. 1996, Ascenio et al. 2004, Gudbserdet al. 2005) und fir Grundlagenanalysen
des Lipidstoffwechsels. Alle Tiere erhielten eingtD- reich an gesattigten Fetten - und
zusatzlich wurde Schweineschmalz als Fettzulaggesgtzt (Ueshima et al. 2005, Wang et al
2006, Norata et al. 2007). Allerdings muss beriatkggt werden, dass nur eine begrenzte
Homologie im Lipidstoffwechsel zwischen Mensch uddger besteht (Shrago et al. 1971,
Swierczynski et al. 2000, Letexier et al. 2003, Mghet al. 2006). Besonders die
Cholesterinverteilung in den Lipoproteinen ist rdgm Menschen nicht uneingeschrankt
vergleichbar. So sind die HDL-Cholesterin-Konzetitrgen insbesondere bei Ratten im
Vergleich zum Gesamtcholesterin verhaltnismaRighh@sutsumi et al. 2001). Grund hieflr
ist das bei den Ratten fehlende cholesterin-estasfer-protein (CETP). Weiterhin ist zu
beachten, dass Ratten keine Gallenblase besitztmalmer die Gallenflissigkeit direkt von
der Leber in das Duodenum abgegeben wird (Kirial.e2006). Fur Grundlagenanalysen ist
das Nagermodell Ratte jedoch gut geeignet und dijelibisse lassen sich grof3tenteils auf
den Menschen Ubertragen. Aul3erdem bieten eine gmddde standardisierte
Versuchshaltung und —durchfiihrung grol3e Pravalegegantiber Humanstudien.

Als Parameter des Lipidmetabolismus wurden beitdaxperimentellen Studien die
Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen in Rias Lipoproteinen und Leber, die
Gallensaureexkretion und die hepatische Expressiggewahlter Gene der Lipidhomobostase
untersucht. In allen Untersuchungen wurden die eRattor der Organentnahme nicht
genuchtert, da einige Studien belegen, dass sitér dastenkonditionen die Expression
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lipogener Enzyme meist schon nach relativ kurzettelRingsperiode von wenigen Tagen
erniedrigte (Horton et al. 1998, Shimano et al. A9Der Effekt von diatetischen Proteinen
auf den Lipidmetabolismus von Ratten manifestisité bereits nach einem verhaltnismalfig
kurzen Zeitraum - von ca. 2 Wochen (Iritani etl®86, Sugiyama et al. 1996, Sugiyama et al.
1997 und Ascencio et al. 2004). Die Tiere wurdendan ersten Versuchef/1-V3)
kontrolliert gefuttert, um mogliche Effekte durchntarschiedliche Futteraufnahme zu
vermeiden. Zu Beginn jeder tierexperimentellen tudwurde aullerdem das
Aminosauremuster der jeweiligen Lupinenproteinfi@kt bestimmt. Es kann damit
sichergestellt werden, dass die essentiellen Ardun@s optimal angeglichen wurden, weil
bekannt ist, dass das Aminosauremuster pflanzlicliepteine insbesondere des
Lupinenproteins je nach Sorte, Art, Standort undt&ahr Schwankungen unterliegt. Eigene
Voruntersuchungen (Daten sind nicht gezeigt) habegeben, dass sich innerhalb der
verschiedenen Sorten béipinus angustifoliusbis zu 4% Schwankungen im Protein-/
Aminosauregehalt ergaben und in der Nahrstoffapatysschen den Artelupinus albus und
angustifoliussogar bis zu 10% Unterschiede im Protein-/ Aminosgehalt auftraten. Auch
die Gesellschaft zur Forderung der Lupine e.V.diggtdiese Ergebnisse — dort heildt es, dass
standortbedingt der Aminosauregehalt sogar bis¥aurtherhalb einer Sorte schwanken kann
(2007).

FUr Untersuchungen zu den mdglichen bioaktiven Kamepten des Lupinenproteins
wurde ein Zellkulturmodell gewahlt. Die HepG2-Zglik ist ein akzeptiertes und etabliertes
Modell fur Untersuchungen zum Lipidstoffwechselshesondere fir Expressionsstudien
SREBP-regulierter Gene (Mochizuki et al. 2009, Sinmara et al. 1997, Vallett et al. 1996).
Zellkulturversuche sind im Vergleich zu Human- odEerstudien weniger aufwendig,
weniger langwierig und preisgunstiger. Ergebnissis @ellkulturstudien zeichnen sich
auBerdem durch gute Reproduzierbarkeit aus, aligsdiist eine uneingeschrankte
Ubertragung auin vivo-Modelle nicht immer moglich. Jedoch kénnen Zeltktdtudien als
Vorversuche fir Tier- oder Humanstudien genutztdeer Fur die hier zu untersuchende

Fragestellung eignete sich die HepG2-Zelllinie myad

5.2. Wirkungen von Lupinenprotein auf den Cholesteinmetabolismus

Es gibt bereits verschiedene Studien, die belegetgss neben erhdhten
Triglyceridkonzentrationen, hohe KonzentrationenL&L-Cholesterin und niedrige HDL-

Cholesterinkonzentrationen zur Entstehung von Asiderose und KHK beitragen (Gotto et
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al., 1998, Grundy et al. 1998, Law et al., 20043. K6nnte in mehreren Studien gezeigt
werden, dass Lupinenprotein in der Lage ist, Chetegsonzentrationen insbesondere
LDL/HDL-Ratios in hypercholesterinamischen Ratt&aninchen und Schweinen signifikant
zu senken (Sirtori et al., 2004, Marchesi et aD&Matrtins et al., 2005). Ziel dieser Arbeit
war es unter anderem herauszufinden, welche hypesteanamischen Effekte vom

Lupinenprotein per se ausgehen und welche Ursatieer Effekte haben.

Die Ergebnisse aus der ersten Studie zeigten,siidssveder die Plasmatriglycerid- noch die
Plasmacholesterinkonzentrationen veranderten. Aunh der Leber wurden keine
Veranderungen der  Triglycerid- und Cholesterinkonizgionen  festgestellt.
Leistungsparameter, wie Korpergewicht, Kérpermaaseahme und Lebergewicht wurden
ebenfalls nicht beeinflusst. In dieser einfaktdeiel Studie erhielten die Tiere nur eine
marginale Zulage an Lupinenprotein — entweder 1€r &0 g Lupinenprotein pro kg Diat. In
vorangegangenen Studien wurde den Tieren zum Trel semisynthetische Diat, die 200
g/kg Lupinenprotein enthielt, verabreicht (Spielmaat al. 2007). Méglicherweise kdnnte der
Einsatz von gr6Reren Zulagen an Lupinenprotein reitipidsenkenden Effekt haben.
Verschiedene Studien belegen, dass sich hypolighmisEffekte erst einstellen oder
verstarken, wenn zusatzlich hypercholesterinamggetiittert wird (Lindholm et al. 1993,
Martins et al. 2005, Terpstra et al. 1982 und 19€dyshita et al. 1997, Kayashima et al.
2005). Ahnliche Beobachtungen machten auch Mawataal. (2003) bei einem Vergleich
zwischen einer normocholesterinamischen Diét unmterehypercholesterinamischen Diat
(plus 0,5% Cholesterin und 0,15% Choleat), dabei des Gesamt- und LDL-Cholesterin
erhoht und das HDL-Cholesterin durch Fitterung tgpercholesterinamischen Diat
erniedrigt. In dieser ersten Untersuchung wurde keisatzliches Cholesterin oder Choleat
eingesetzt. Das kdnnte ebenfalls die ausbleibebgéaveranderungen erklaren.
Verschiedene diatetische Proteine haben unterdwfied Wirkungen auf den
Lipidmetabolismus. Zahlreiche Tierstudien haben eggiz dass tierische Proteine,
beispielsweise Casein, Plasma-Cholesterin in Ragehweinen, Kaninchen und Primaten
erhohen, verglichen mit pflanzlichen Proteinen ®@a (Forsythe et al. 1988). In der ersten
Studie(V1) wurde als Basisprotein 150 g/kg Casein verweridieshalb stellte sich die Frage,
ob ein anderes tierisches Basisprotein optimaleZmisetzung passen wirde. Deshalb wurde
in einer zweiten Studie(V2) 150 g/kg Eialbumin als Basisprotein eingesetzt, um
sicherzustellen, dass sowohl Kontroll- als auch ddellungsgruppe nicht durch

unterschiedliche Zulagen an Casein beeinflusst evestudien mit Sojaprotein zeigten, dass
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ein schrittweiser Austausch von Casein gegen Safjgipr bei hypercholesterindmischen
Ratten, die mit einer cholesterinfreien Diat gediitt wurden, zu einer signifikanten
Erniedrigung von Plasma-Cholesterin, LDL-Cholesteund Plasma-Triglyceriden fiuhrte
(Chen et al. 2003). Die unterschiedliche Aminoszwsammensetzung im Casein kdnnte
maoglicherweise fur diesen Effekt verantwortlich rseCasein enthélt hohere Gehalte an
Glutaminsdure, Methionin, Phenylalanin und Tyrodieiterhin fuhrte die Fltterung von
Casein an Ratten zu einer verminderten VLDL-Aufnehm was einen
hypercholesterinamischen Effekt erklaren kénnte dfa et al. 2003). Sirtori et al. 2004
setzten bei der Futterung von Lupinenprotein &upinus albuszusatzlich 1 g/100 g
Cholesterol und 0,5 g/100 g Choleat ein, um eimeetlgholesterinamische Nahrungssituation
zu imitieren. Durch die zuséatzliche Supplementigrder Diat mit Choleat und Cholesterin
konnte ein erhohtes Basallevel an Cholesterin iot Bingestellt werden. Dabei zeigte sich,
dass eine zusatzliche Futterung von CholesterinGimaleat die Lebergewichte unabhéngig
von der Proteinzulage erhohte. Diese Ergebnisserstn mit den Erkenntnissen aus einer
Studie mit Lupine bei Hiihnern tberein (Viveroslef807).

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen konoteosl in V2, V3 und V4 eine
Modifikation der Cholesterinverteilung in den Lipogeinen beobachtet werden. So wurden
verhaltnismaRig hohe LDL-Cholesterinkonzentrationen Vergleich zu HDL-Cholesterin
beobachtet. Normalerweise ist eine solche Lipopregsteilung typisch fir den Menschen,
jedoch wird durch Zulage von Cholesterin und Chioleaer Didt die normale Verteilung des
Cholesterins in den Lipoproteinen verschoben — viberwiegend HDL-Cholesterin zu
vermehrtem VLDL- und LDL-Cholesterin (van Eck et 2004).

In V2 konnte ein hypocholesterinamischer Effekt degpinenproteins auf die VLDL-
Lipoproteinfraktion und die Chylomikronen nur inggrcholesterinamisch gefutterten, nicht
aber in normocholesterinamisch gefitterten Ratteoblchtet werden. Diese Ergebnisse
widersprechen den beobachteten Effekten bei Sirgrial. (2004). Hier wurde eine
signifikante Erniedrigung sowohl des Plasma-Chelass$, als auch des LDL-Cholesterins
gefunden. Allerdings wurde in der vorliegenden &utie LDL-Cholesterin-Konzentration
tendenziell durch Fitterung des Lupinenproteinsiedrigt und das HDL-Cholesterin
tendenziell erhdht. Dadurch verschob sich das LDHBPL-Verhaltnis zugunsten der Lupine
bei Cholesterinzulage. Diese Beobachtungen machbereits verschiedene andere
Arbeitsgruppen an unterschiedlichen Tiermodellend® et al. 2004, Marchesi et al. 2008,
Martins et al. 2005)Interessanterweise konnte des Weiteren beobachteteien, dass die

Cholesterinkonzentration in der Leber bei Rattenalche die hypercholesterinamische Diat
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erhielten, durch Zulage von Lupinenprotein sigmafik erhoht wurde, obwohl die
Cholesterinkonzentration in den LDL erniedrigt wdfs ist jedoch schwierig, diese
Ergebnisse mit denen von Sirtori et al. (2004) rmugleichen, weil in seiner Studie das
Lipoprotein-Cholesterin als LDL-Cholesterin plus DL-Cholesterin angegeben wurde. Es
wurde sich natidrlich auch mit der Tatsache ausde@esetzt, dass bei Futterung hoher
Cholesterindosen, die Lipoproteinfraktion mit eifdchte von 1,006 — 1,063 kg/l nicht nur
LDL-, sondern auch HDL-Partikel enthalt, welche aigysweise in der Fraktion mit einer
Dichte von 1,006 — 1,030 kg/l vorliegen, wahrenchormolipamisch gefitterten Tieren das
meiste LDL-Cholesterin in der Fraktion mit einercbBie von 1,030 — 1,063 kg/l vorkommt
(Lasser et al. 1973). Aufgrund dieser Tatsaches das Charakterisierung der Lipoproteine
auf Basis ihrer Dichte nur begrenzt giltig ist, deaurin weiteren Untersuchungen die
Konzentration der Apolipoproteine gemessen, umtbéen zu kénnen, ob der Proteineffekt
auf atherogene und auf nichtatherogene Lipoproteinefft. Lipoproteinklassen sind mit
spezifischen Apolipoproteinen ausgestattet. Neliarktsirgebenden Funktionen haben die
Apolipoproteine entscheidende Bedeutung fur demdhigtabolismus. Es konnte beobachtet
werden, dass die Futterung einer hypercholesterstdien Diat die Apolipoprotein-
konzentration in den VLDL erhdhte und in den LD zerniedrigte. Die unterschiedliche
Proteinzulage hatte keinen Einfluss auf die Konagiain der Apolipoproteine.

Um der Frage nachzugehen, warum die Cholesterirkdration in der Leber erhdht
war, wurde die Gallensaurekonzentration und die le@sfiureexkretion bestimmt.
Gallensauren sind als Abbauprodukte des Cholestdredeutsam an der Regulation der
Cholesterinbiosynthese beteiligt (Ott et al. 19&1)rch Zulage von Cholesterin in der Diat
erhohte sich die Gallensdurekonzentration unabbangiom Diatprotein. Die
Gallensaureausscheidung jedoch wurde durch Fugemon Lupinenprotein signifikant
erniedrigt, wenn zusatzlich Cholesterin und Chotgftittert wurde. Das erklart vermutlich
auch den ausbleibenden Effekt auf die Plasmacleoiekbnzentration. Die Ergebnisse
sprechen moglicherweise entweder fir eine vermeRiekresorption von Cholesterin oder
verlangsamten bzw. verringerten Abbau von Cholesteun Gallensduren. Um mdgliche
Mechanismen aufzuklaren, warum nun Lupinenproteios a.upinus albus den
Cholesteringehalt in der Leber und in den Lipogree verandert, wurden die mRNA-
Konzentrationen von Genen gemessen, die in die eSteinbiosynthese, die
Cholesterinaufnahme, den reversen Gallensdurettengpnd die Gallenséuresynthese
involviert sind. Dabei gilt der LDL-Rezeptor als taregulator fur zirkulierendes Cholesterin

(Meddings et al. 1986), indem er cholesterinreicipeproteine aus dem Blut aufnimmt (Jeon
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et al. 2005). Sirtori et al. (2004) haben beobdchdass Protein aus weil3er Lupinensaat
hypocholesterinamisch wirkt, was madglicherweise auser vermehrten Stimulation des
LDL-Rezeptors resultiert. Die vorliegenden Ergebaiszeigen jedoch, dass die mRNA-
Konzentration des LDL-Rezeptors durch die Verfiuibgr von Lupinenprotein nicht
beeinflusst wurde. Auch die mRNA-Konzentrationen r dé&dMG-CoA-Reduktase
unterschieden sich nicht durch Fitterung von Luminetein. Die Genexpression des LDL-
Rezeptors und der HMG-CoA-Reduktase sind durch S®RERqguliert (Valett et al. 1996,
Horton et al. 1998, Horton et al. 2002). SREBP20getvie SREBP-1c und 1la zur Familie
membranstandiger Transkriptionsfaktoren, welcheEdipression von mehr als 30 Genen des
Lipidstoffwechsels regulieren (Brown und Goldst&B07, Horton et al. 1999, Sakakura et al.
2001). SREBP2 wird vorwiegend in der Leber expremiad liegt zunachst algrecursor
Protein im endoplasmatischen Retikulum als inakth@m gebunden an das SREBP
cleavage-activating proteifSCAP) vor. Bei Gegenwart hoher Cholesterinkonziainen
wird Cholesterin direkt an SCAP gebunden. Nach Konationsédnderung des SCAP (Brown
et al. 2002, Radhakrishnan et al. 2004) wird dietgmlytische Spaltung des SREBP2
gehemmt, die Transkription der SREBP2-Zielgene foidlich die Cholesterinbiosynthese
verringert. Ratten, welche die hypercholesterindhes Diat erhielten, hatten Uber 35%
signifikant niedrigere mRNA-Konzentrationen an HM®A-Reduktase, als die
normolipamisch gefltterten Tiere. Die mRNA-Konzatibnen von SREBP2 und LDL-
Rezeptor wurden durch die Cholesterin- und Choldage tendenziell gesenkt. Studien von
Engelking et al. 2005 haben ebenfalls gezeigt, dassh erhéhte Cholesterinzulage in der
Diat von Mausen sowohl die mRNA-Konzentrationers, alich die Proteinkonzentrationen
von SREBP2, LDL-Rezeptor und HMG-CoA-Reduktase exingt wurden. Die Futterung
von Lupinenpotein hatte keinen Einfluss auf die &gmession des SREBP2, des LDL-
Rezeptors und der HMG-CoA-Reduktase. Damit stebseati Effekt in Kontrast zu einer
Studie von Shukla et al. 2007, in welcher sich Hipession von SREBP2 und seinen
Zielgenen LDL-Rezeptor und HMG-CoA-Reduktase starkiedrigte durch Fitterung von
Sojaprotein an normolipamische Ratten, verglichénRatten die Casein supplementierten.
Im weiteren Versuchsverlauf wurden weitere Gene, idi den Cholesterinmetabolismus
involviert sind, gemessen. Dabei wurden die mRNAwentrationen von
Lecithin:Cholesterol Acyltransferase (LCAT), Acyb& Cholesterol Acyltransferase
(ACAT) und Apolipoprotein A1 (Apo Al) nicht durchupinenprotein beeinflusst. Allerdings
konnte beobachtet werden, dass Lupinenprotein esiggmfikant upregulierenden Effekt auf

die mRNA-Konzentrationen von Lipoprotein Lipase I)Pund ATP-binding Cassette
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Transporter (ABC-Al) hat. Beide Gene sind Zielgdes Liver X Receptor (LXR¥). Daher
kénnte ein Anstieg der relativen mRNA-Konzentratidieser Gene mdglicherweise eine
LXR-a-Aktivierung reflektieren. Der LXRx gilt als wichtiger nukledrer Regulator fur Gene
des Gallensduremetabolismus, der Fettsduresyntheées, Lipideffluxes und des
Glucosestoffwechsels (Pawar et al. 2003). Des \Witewurde LXRe als positiver
Regulator der Cyp-7A1 — dem ersten und limitierenBazym der Gallensaurebiosynthese -
identifiziert (Chiang et al. 2001). Cyp-7A1 wandelabei das Leber-Cholesterin ino?-
hydroxylierte Gallenduren um. Die Ratten, die dmypercholesterinamische Diat erhielten,
hatten signifikant hohere Cholesterohi-lAydroxylase (Cyp7Al) mRNA-Konzentrationen
verglichen mit den normocholesterindmisch geflgteiTieren. Der ausbleibende Effekt des
Lupinenproteins auf die mRNA-Konzentration der Cip7zusammen mit der erhéhten
Konzentration an Cholesterin in der Leber deutderdihgs nicht auf eine Stimulation der
Gallensaureneubildung hin. Daher sind weitere Wnotghtungen notwendig, um den
Mechanismus der erniedrigten Gallensaureausschgeidiurch Lupinenproteinfitterung
aufzuklaren. Die erhohte Konzentration an Cholesterin der Leber von
hypercholesterindamischen Ratten gepaart mit bekanRaiktoren der Lupinenallergie beim
Menschen — entweder als Lupinenallergie oder Kemalktivitdten mit anderen Leguminosen
z.B. Erdnussen (Crespo et al. 2001, Magni et @520konnten jedoch den positiven Effekt
des Lupinenproteins limitieren.

Auch in V3 wurde der Cholesterinstoffwechsel in verschiedengteise durch die
Futterung von Proteinisolaten awsipinus angustifoliusbeeinflusst. So konnte gezeigt
werden, dass das HDL-Cholesterin tendenziell irabbt und dei-/B-Conglutin-Fraktion
der Boregine erhtht war. Damit wurden die Ergelmissus den vorangegangenen
Untersuchungen mitupinus albusbestatigt. Auch Studien von Sirtori et al. 2004dan
durch Futterung von Lupinenprotein ebenfalls emedéenzielle HDL-Cholesterin-Erhéhung
um 30%. Mdoglicherweise konnte diese Erh6hung dweamehrte Expression des Apo Al
begrindet sein. Apo Al ist als Bestandteil des HbDLder Lage, Cholesterin aus der
Peripherie zur Leber zurtickzutransportieren. Emadéhpo Al-Konzentrationen korrelieren
mit einem erniedrigten Atheroskleroserisiko (Powretl al. 2006). Dieser Fragestellung
kénnte neben der Expressionsanalyse des Apo Aleberund Darmmucosa, auch durch
Messung der mRNA-Konzentrationen von Class B Tyg&cadvenger Receptor (SR-B1) und
ABC-Al in weiterfihrenden Untersuchungen nachgegangverden. Beide Transporter
tragen wesentlich zur Biogenese des HDL-Cholesté@n und sind in den reversen

Cholesterintransport zur Leber involviert.
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Wahrend Proteine der Sorten Probor und BoregineCtigesterinkonzentrationen in
Plasma und in den Lipoproteinfraktionen nicht b#essten, senkte der Totalproteinextrakt
der Sorte Vitabor das LDL-Cholesterin um 37%, vetgn mit Casein. Diese Ergebnisse
stimmen mit aktuellen Beobachtungen des hypoclaiesimischen Effekts iV2 durch
Lupinus albusiberein (Sirtori et al. 2004). Die Untersuchungem Sirtori et al. (2004)
deuten darauf hin, dass Proteine &upinus albusin der Lage sind, die LDL-Rezeptor-
Aktivitat zu stimulieren und damit die Aufnahmekaitierender LDL-Partikel vom Plasma in
die peripheren Zellen steigt. Allerdings war die R¥RExpession des LDL-Rezeptors in der
Leber tendenziell niedriger in Vitabor gefltterteatten, verglichen mit Casein. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass der beobachtete cholestekesde Effekt in den LDL bei
Supplementierung der Lupinenproteins aus der Sétebor durch eine erhohte Aufnahme
von Cholesterin in die Zelle begrindet ist. Mogéioheise ist dieser cholesterinsenkende
Befund eher ein sekundarer Effekt. So konnte Ieerédie Absorption des exogenen
Cholesterins im Darm durch Lupinenprotein ernigdggin. Ursachlich dafur kénnte eine
erhohte Viskositat des Chymus durch das Lupineeprasein. So fanden Viveros et al.
(2007) in einer Studie an Huhnern bereits heraass dlie Futterung von Lupinensaat eine
Erh6hung der intestinalen Viskositat im Jejunum Eoige hat. Deshalb sind méglicherweise
die hepatischen Cholesterinkonzentrationen in dieSaudie reduziert. Eine weitere
Hypothese fur die erniedrigten Cholesterinkonzeiainan in Leber und in der LDL-Fraktion
ist, dass mdglicherweise eine erhdhte Gallensaulebgskapazitdt von Lupinen ausgeht.
vitro Studien haben gezeigt, dass isoliertes Protein laysine imstande ist, mehr
Gallensduren im Darm zu binden, als Cholestyramiaelches pharmazeutisch als
Gallensaurebinder eingesetzt wird (Yoshie-Star&leR004). Zur exakten Aufklarung dieser
Mechanismen sind weiterfuhrend& vitro Studien an geeigneten Zellmodellen und
Untersuchungen an Labortieren notig.

Es wurde deshalb einer anderen These nachgegamgkrdaraufhin die mRNA-
Expression der HMG-CoA-Reduktase gemessen. Aufgderddeutlichen Downregulation
dieses Gens um 76% in Vitabor gefitterten Tierannkdavon ausgegangen werden, dass die
erniedrigte Menge an HMG-CoA-Reduktase fur den LChelesterin-senkenden Effekt
verantwortlich sein koénnte. Es ist bereits bekarddass die Synthese von endogenem
Cholesterin hauptséchlich durch die Transkriptien HMG-CoA-Reduktase reguliert wird
(Gomez-Perez et al. 1992). Dabei gilt die HMG-CoédRktase als das Schltisselenzym der
endogenen Cholesterinbiosynthese und wird durch desnskriptionsfaktor SREBP2
reguliert, indem SREBP2 an DNA-Elemente in der Rytmmegion der HMG-CoA-

108



Diskussion

Reduktase bindet (Espenshade et al. 2007). LDL&3kalin gilt als kausaler Faktor von
Koronaren Herzerkrankungen (KHK) und wird derzdibipnakologisch am effektivsten mit
HMG-CoA-Reduktase-Hemmern oder Statinen gesenkin@ePerez et al. 1992, Scharnagl
et al. 2004). Deshalb erscheint es plausibel, dhssbeobachtete Senkung des LDL-
Cholesterins in Vitabor gefitterten Ratten der Deegnlation von Schlisselenzymem der
Cholesterin-Biosynthese zugrunde liegt. In weitefdntersuchungen sollten in Dosis-
Wirkungs-Studien hohere Gehalte an Lupinenprotdnis-zu 20% - eingesetzt werden, um
nachzuweisen, ob  daraufhin maoglicherweise  starkereffekte  auf  die
Cholesterinkonzentrationen auftreten. Interessamise konnte in dieser Studie beobachtet
werden, dass die Expression von Genen, die in diesaurebiosynthese und in den
Transfer von endogenem Cholesterin in Gallensaumgolviert sind, durch Vitabor im
Vergleich zu Casein signifikant gesenkt wurde. Sren die mRNA-Konzentrationen der
Cyp-7Al - dem limitierenden Enzym bei der Umwandjwmon Cholesterin zu Gallensauren -
(Chiang et al. 2001), des Farnesoid x Receptor jFX&nem Transkriptionsfaktor, welcher
die Expression von Gallensauretransportern moditizi (Makishima et al. 1999) und des
ATP-binding cassette hetero-dimeric transporterBGAG5) - einem Gen, welches in den
Transfer von Cholesterin in Gallensauren involvistt- (Yu et al. 2002), herabreguliert.
Weiterhin ist bekannt, dass Gallensédurekonzentratiadurch einen Feedback-Mechanismus
reguliert sind, wobei die Aktivierung des FXR dieaifiskription der Cyp-7A1 unterdriickt
(Makishima et al. 2005). Allerdings konnte in darhegenden Studie gezeigt werden, dass
Lupinenprotein der Sorte Vitabor sowohl die mRNAFgentration des FXR, als auch die der
Cyp-7Al senken konnte. Es sind daher weitere Umtdtengen notwendig, um erkléaren zu
kénnen, durch welchen Mechanismus Lupinenprotein 8erte Vitabor ausLupinus
angustifolius die mRNA-Expression des FXR und der Cyp-7Al emgguh konnte. So
kénnte man weiterfihrende FXR-Expressionsanalysddarm und Leber durchfiihren, denn
aktuelle Studien zeigten, dass die FXR-vermittiitabierung der Gallensauresynthese eine
gemeinsame Aktion des FXR in Darm und Leber vortass (Kim et al. 2007). Eine
aktuelle Studie hat kirzlich entdeckt, dass 20 aveitGene als Regulatoren der zellularen
Cholesterinhomoostase fungieren (Bartz et al. 2088)bindet beispielsweise das TMEM97
als Target-Gen des SREBP2 an das LDL-Cholestensyiat-regulierende Protein Niemann-
Pick C1 (NPC1). Dadurch ergaben sich neue Hypothesd Fragestellungen, z.B. wie das
Cholesterin die Lysosomen verlasst. Gleichzeittignesch wie vor wenig bekannt Uber die
molekulare Interaktion der neu identifizierten Gisterinstoffwechsel-regulierenden Gene.

Deshalb sollte in weiteren Studien untersucht werdee es durch diese neuen Gene zu einer
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Beeinflussung des Blut-Cholesterin-Levels kommt wumelche Rolle Lupinenprotein bei
diesen Regulationsmechanismen spielt.

Ein weiteres interessantes Ergebnis war wie bererisahnt, die beobachtete
Genabregulation von Cyp-7A1 und ABC-G5 in der Lekb@abor-geflitterter Ratten. Denn
eigentlich wirde diese Downregulation in einer Zuna der hepatischen
Cholesterinkonzentrationen resultieren. In diesetudi® wurden die hepatischen
Cholesterinkonzentrationen jedoch nicht durch di@tdfung von Vitabor modifiziert,
verglichen mit Casein-gefitterten Tieren. MdOoglicheise war eine verminderte
Cholesterinsynthese in der Leber verantwortlich fdie unveranderten hepatischen
Cholesterinkonzentrationen, trotz reduzierter mRIK#zentrationen an Cyp-7A1 und ABC-
G5. Andere Ergebnisse dieser Studie zeigten wiededass Ratten, die Protein der Sorte
Boregine erhielten, niedrigere Cholesterinkonzeiatingn in der Leber hatten, verglichen mit
Casein, obwohl die Konzentrationen an Cholesterm iPlasma und in den
Lipoproteinfraktionen unverandert waren. Dieser damtitete Effekt kann nicht durch ein
verandertes Transkriptionsniveau der Gene, die ia @holesterinbiosynthese und
Cholesterinaufnahme in periphere Zellen oder dike@sauresynthese involviert sind, erklart
werden. Denn weder die mRNA-Expression von SREBRRZnen, noch die mRNA-
Transkription der Cyp-7A1 wurden im Vergleich zuorKrollgruppe signifikant verandert. Es
kann angenommen werden, dass dieser aulR3ergewd@hiilinkeleffekt weder mit positiven,
noch mit nachteiligen gesundheitlichen Folgeersaegen verbunden ist. Des Weiteren
kann man davon ausgehen, dass die verschiedenamdigulierenden Effekte der
unterschiedlichen Lupinenproteinsorten ausupinus angustifolius nicht in einer
unterschiedlichen Aminosaurezusammensetzung begfrigidd, weil alle hier eingesetzten
Lupinenproteinisolate &hnliche Aminosaurestruktumafwiesen. Daher kann man annehmen,
dass die hypolipamischen Effekte der Sorten Vitalmd dera-/B-Conglutin-Fraktion der
Boregine durch andere nutritive Faktoren des Rstgiduziert wurden. Diese Faktoren sind
bis dato noch nicht identifiziert und werden Gegand weiterer Untersuchungen sein.
Maglicherweise kdonnten spezifische Tripeptide, @lis endogenen diatetischen Polypeptiden
im Darm hydrolysiert wurden oder biochemischen B&strogenen (isoflavonunabhéngig)
eine Rolle spielen.

Anders als in den vorangegangenen Studien zeigtlanirs StudieV4 sehr deutliche
Veranderungen im Cholesterinstoffwechsel durch hepproteinfitterung. Das lasst darauf
schlie3en, dass vor allem wahrend der Trachtigkait Laktation die Cholesterinhomdostase

mafgeblich beeinflusst wird. So war eine interegs&®obachtung dieser Studie, dass die
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Futterung von Lupinenprotein deutlich die Konzetira an Cholesterin im Plasma (-81%),
in den VLDL (-96%), in den LDL (-75%) und in der lher (-40%) erniedrigte, wéahrend die
HDL-Cholesterin-Konzentration um das 4-fache anggeh war, im Vergleich zu Ratten, die
Casein erhielten. Die Cholesterinhomoéostase isthddie zellularede novoSynthese, die
intestinale Resorption, die Speicherung und diéneilExkretion gepragbDabei gilt SREBP2
als wichtiger Transkriptionsfaktor fir die Regutati des Cholesterinspiegels durch
Aktivierung der Expression von Genen, die fir digolgésterinsynthese kodieren. In dieser
Studie waren die hepatischen mRNA-Konzentrationee 8REBP2 und seiner Zielgene
HMG-CoA-Reduktase und LDL-Rezeptor tendenziell durdupinenprotein erhoht,
verglichen mit Casein gefitterten Ratten. Bisherroffentlichten Daten zu den
hypocholesterinamischen  Wirkungen von  Sojaproteimasidsen in  Zell- und
tierexperimentellen Studien meist auf einer Erh@huer mRNA-Expression des LDL-
Rezeptors oder dessen Aktivitat (Lovati et al. 198iftori et al. 1984, Lovati et al. 1991,
Manzoni et al. 1998, Lovati et al. 2000). Interedsaweise konnte ebenfalls eine 1,6-fache
Steigerung des LDL-Rezeptor-Proteins in der Lelsrldktierenden Muttertiere beobachtet
werden, die Lupinenprotein verzehrten, obwohl al®NA-Ebene die Konzentration des
LDL-Rezeptors nur geringfligig hoher war (+29%). Diameigen die vorliegenden Daten,
dass wie auch in anderen aktuellen Studien mitrejoéesterindmischen wachsenden Ratten,
wéahrend der Trachtigkeit und Laktation die erhoidgnthese des LDL-Rezeptors
maoglicherweise eine gesteigerte Aufnahme des atariden LDL-Cholesterins zur Folge
hat und deshalb sinken die Cholesterinkonzentratiom Plasma. Diese Ergebnisse stimmen
mit den Befunden aus der Studie von Sirtori e{2004) tberein, welcher beobachtete, dass
Proteinsaat aus weil3er Lupine durch eine Stimulatiales LDL-Rezeptors,
hypocholesterdmisch wirkt. Die hier beobachteteadfegulation der mRNA-Expression der
HMG-CoA-Reduktase in der Leber von Ratten, die hepprotein erhielten, kdnnte ebenfalls
zu einer verstarkten hepatischen Cholesterinsyathegragen. In dieser Studie waren jedoch
die Cholesterinkonzentrationen in der Leber ermjggdBisher ist bekannt, dass Prozesse,
welche die Ausscheidung von Cholesterin beeinflussel3geblich an einer Erniedrigung der
hepatischen Cholesterinkonzentration beteiligt .simd Normalfall wird Uberschissiges
Cholesterin Uber den Abbau zu Gallensduren aukatar eliminiert. Dabei gilt die Cyp-7A1
als das Schlisselenzym bei der Synthese von Caoteglu Gallensauren (Vlahcevic et al.
1999). Da die relative mRNA-Konzentration an Cypi7f der Leber der laktierenden
Muttertiere, die Lupinenprotein erhielten, 2,7mabhbr war, als in Ratten, die das

Kontrollprotein verzehrten, kann geschlussfolgedrden, dass die erniedrigte hepatische
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Cholesterinkonzentration in Lupinenprotein-gefiigar Tieren priméar durch eine Erhdhung
der Exkretion von Cholesterin tUber Gallensaurenvdrgerufen wurde. Studien haben
gezeigt, dass Peptide im Sojaprotein eine hohefiaittt zu Gallensalzen aufweisen und so
an der Wiederaufnahme in den enterohepatischerslEuoé¢i hindern (Higaki et a. 2006).

Demnach kénnte man auch die Vermutung anstelless dar hypolipamische Effekt durch

eine Inhibierung der Proteinreabsorption der Lupihervorgerufen wurde. Weitere

Untersuchungen zum Cholesteringehalt im Fé&zes rstabeh aus. Diese Schlussfolgerung
kénnte auch der Grund fur die registrierte Senkdeg VLDL-Cholesterins sein. Eine

Messung der Gallensauren im Fazes der laktierendere konnte diese Vermutung

unterstitzen, allerdings benétigt man fiur die Bestung der fakalen Gallensauren spezielle
Stoffwechselkafige ohne Einstreu. Nun ist es alekabnt, dass laktierende Ratten, die in
Kafigen ohne Einstreu gehalten werden, gelegenthicbn Nachwuchs fressen und deshalb
wurde hier die Ubliche Aufzucht gewahlt (Ferreitale 1986).

Eine weitere interessante Beobachtung dieser Studredie deutlich hohere HDL-
Cholesterin-Konzentration in den Ratten, die Luppretein verzehrten, im Vergleich zu
Casein. Die physiologische Aufgabe des HDL ist Béicktransport von Uberschissigem
Cholesterin aus der Peripherie zurick zur Leber.o-Ap gilt als eines der 2
Hauptbestandteile des HDL und die vorliegenden lirgse zeigen, dass die mRNA-
Expression des Apo Al in der Leber von Lupinenpregefitterten Ratten signifikant héher
war, als in der Kontrollgruppe. Diese beiden Eféekind auf3erst positiv zu bewerten, da
niedrige Apo Al/ HDL-Konzentrationen im Plasma eineeginstigenden Faktor fiur KHK
darstellen (Fruchart et al. 1994). Es gibt alsoeeinverse Beziehung zwischen HDL-
Cholesterol, Apo Al-Konzentration und dem Risiko Atherosklerose zu erkranken.
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die &tutlie Lupinenproteindiat erhielten,
deutlich niedrigere Konzentrationen an Chylomikmonen Plasma hatten, als die Tiere der
Kontrollgruppe. Ein Grund hierfur kbénnte sein, ddss Triglyceridkonzentrationen um 74%
und die Konzentration an Cholesterin um 86% in @aglomikronen dieser Ratten verringert
war. Eine Moglichkeit kénnte die reduzierte Futtéreahme der Tiere in der Lupine-Gruppe
sein. Eine andere Moglichkeit ist, dass Lupinergirotvermutlich die Aufnahme von
Chylomikronen-assoziierten Lipiden in periphere ®@bw erhoht. Die gemessene
Heraufregulation der hepatischen Lipase-Expresbakraftigt diese Hypothese. Auch ist es
maoglich, dass Lupinenprotein die Absorption vonitign aus dem Darm beeinflusst. Deshalb

ist es notwendig, in weiteren Untersuchungen demgport und die Resorption von Lipiden
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aus dem Darmlumen in das intestinale Gewebe durelssivhg der mRNA intestinaler
Transporter und Proteine aufzuklaren.

Auf der Suche nach dem Nahrungsbestandteil, dedi@iverschiedenen lipidmodulierenden
Effekte durch dieLupinus angustifoliusverantwortlich ist, wurden auch verschiedene
proteinassoziierte Faktoren, wie Isoflavone, Peptidd einzelne Aminosauren diskutiert. Es
kann davon ausgegangen werden, dass Isoflavongfirctiie lipidsenkenden Eigenschaften
verantwortlich sind, da ihr Gehalt in Lupinenpragn-Isolaten extrem niedrig ist. Es kann
vermutet werden, dass Aminsoauren, Peptidhydraydat didtetischen Polypeptide im Darm
oder bioaktive Substanzen eine entscheidende Rolldiesen Effekt spielen. Bis jetzt sind
diese Faktoren noch nicht identifiziert und weitStedien sind notwendig, um den oder die
lipidmodulierenden Nahrungsbestandteile des Lugreeins zu identifizieren. Abgesehen
von den Peptiden kénnte auch die Aminosaurezusasetmemg per se fur die Effekte auf
den Lipidstoffwechsel verantwortlich sein. So kambereits verschiedene Studien zeigen,
dass ein hohes Arginin zu Lysin-Verhaltnis und medriges Methionin zu Glycin-Verhaltnis
hypocholesterinamische Effekte haben (Kritchevsky aé 1982, Morita et al. 1997,
Gudbrandsen et al. 2005). In dieser Studie war Aegnin zu Lysin-Verhaltnis im
Lupinenprotein 2,43 verglichen mit 0,43 im Casé&as Methionin zu Glycin-Verhaltnis war
im Lupinenprotein 1,22 verglichen mit 2,97 im Caseks kann vermutet werden, dass
niedrige Methionin- und hohe Argininkonzentrationedurch Beeinflussung des
enterohepatischen Kreislaufs und Beeinflussungni@NA-Expression des LDL-Rezeptors
cholesterinsenkend wirken (Gudbrandsen et al. 2@bkann angenommen werden, dass der
hypocholesterinamische  Effekt des Lupinenproteingiteu anderem durch die

Aminosaurezusammensetzung verursacht wurde.

5.3. Wirkungen des Lupinenproteins auf den Triglycedmetabolismus

Eine diatetische Beeinflussung der Plasmatriglgeeriist aufgrund der wachsenden
Haufigkeit von Herz-Kreislauf-Erkrankungen von immser Bedeutung. Die Senkung der
Triglyceridkonzentrationen gilt als positiver Aspeiir die Protektion von KHK und

Atherosklerose, denn neben erhohten LDL- und erigtsoh HDL-

Cholesterinkonzentrationen (Gotto et al. 1998, @yuet al. 1998, Greene et al. 2005,
Jacobson et al. 2007) zahlen auch hohe Triglycengéntrationen zu den Risikofaktoren.
Die nahrungsbedingte Beeinflussung der Triglycerigtedaher von zentraler Bedeutung.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an Nagern t&onbereits zeigen, dass durch
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Aufnahme pflanzlicher Proteine aus Soja oder Lumliee Plasmatriglyceridkonzentrationen
gesenkt werden konnten (Shukla et al. 2007, Spratnea al. 2007).

In StudieV2 konnte erstmals gezeigt werden, dass Lupinenpra@iesLupinus albusn der
Lage ist, Triglyceride in den VLDL und in der Lebggnifikant zu erniedrigen. Allerdings
konnte im Plasma nur eine tendenzielle Erniedrigdeg Triglyceride beobachtet werden.
Nichts desto trotz kann bestatigt werden, dassranprotein in hypercholesterindmischen
Ratten einen hypotriglyceridamischen Effekt hat.s Dmelegen auch Untersuchungen von
Sirtori et al. (2004), wo Lupinenprotein in der leagvar, zirkulierende Triglyceride in
hypercholesterindmischen Ratten zu erniedrigen. ligligrweise konnte der Einsatz von
hoheren Gehalten an Lupinenprotein bis zu 200 Dikg die Triglyceridkonzentrationen, vor
allem im Plasma, mehr senken, als die hier eingtes&ulage von 50 g/ kg Diat. Jedoch kann
nicht unbegrenzt Protein eingesetzt werden, daest zu allergischen Reaktionen kommen
kann (Jager et al. 2002). Die beobachteten trigiysenkenden Effekte in Leber und VLDL
stimmen mit den Ergebnissen aus vorangegangenegrdunhungen von Spielmann et al.
(2007) Uberein. Die erhobenen Daten aus Genexpressialysen deuten stark darauf hin,
dass der triglyceridsenkende Effekt des Lupinemimst moglicherweise in Zusammenhang
steht mit der Verdnderung der mRNA-Transkriptiom W@enen, die in dide noveSynthese
von Fettsduren und die Triglyceridsynthese invetveend. Daher wurde die Expression von
ausgewahlten lipogenen Enzymen und von Genen dgf/Caridabbaus gemessen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sich die relative mRAzentration des SREBP-1c durch die
Futterung von Lupinenprotein signifikant erniedeigSREBP-1c gilt als Schliisselregulator
der Fettsdure- und Triglyceridsynthese. Dabei &ktives Gene, die fur lipogene Enzyme
kodieren (Shimano et al. 1999) und ferner ist ehan der Regulation der VLDL-Synthese
und Glukogenese beteiligt. Weiterhin wurden sigmaifit reduzierte mRNA-Konzentrationen
der SREBP-1c-regulierten Gene FAS, Delta-9-D., GRAT@ G-6-PDH gemessen. Die FAS
gilt als Multienzymkomplex, der als Schlisselenzgimde noveFettsduresynthese reguliert
(Chirala et al. 2004). Die Delta-9-D. unterliegealrlls der Regulation des SREBP-1c und ist
an der Steuerung der Triglycerideigensynthese dimncfugen einer Doppelbindung beteiligt
und wandelt so gesattigte in ungesattigte Fettsdume (Flowers et al. 2008). Auch die G-6-
PDH ist ein lipogenes Enzym, das neben der Regulaturch SREBP-1c auch hormonell
oder nahrungsbedingt beeinflussbar ist (Kletzieal.€1994). Die GPAT kommt in 2 Formen
vor, mitochondrial und mikrosomal (Cao et al. 2006Jeman et al. 2005, Ganesh et al. 1999)

— vorliegende Untersuchungen befassten sich ausBtboh mit der mitochondrialen GPAT.
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So wird GPAT ebenfalls transkriptionell durch SREB® reguliert und gilt als
Schlusselenzym fir die Biosynthese von Triglycerjd@hospholipiden und Cholesterinestern
(Jianguo et al. 2007). Auch wenn nicht die reifenkfales SREBP-1c im Kern experimentell
bestimmt wurde, deuten diese Befunde doch starkesugf verminderte Lipogenese mittels
SREBP-1c hin. Interessanterweise war die Downréignlaszon FAS, Delta-9-D, GPAT und
G-6-PDH in der Leber von hypercholesterinamischerattd® starker als in
normocholesterinamisch gefitterten Ratten. Diesnt@rein Grund fir den ausbleibenden
triglyceridsenkenden Effekt in normocholesterindgghen Ratten sein. Dieser beobachtete
Effekt des Lupinenproteins auf SREBP-1c-reguli€@tne entspricht bereits verodffentlichten
Ergebnissen Uber Wirkungen des Sojaproteins (Irighnal. 1996, Nagasawa et al. 2003,
Ascencio et al. 2004, Tachibana et al. 2005, Shetk&. 2007). Soja und Lupine gehoren zur
gleichen Pflanzenfamilie und haben eine ahnlicrdiizusammensetzung. Lupinen &hneln
auch im Protein- und Aminosauregehalt stark deal&djnen (Mellenthin et al. 1999). Einige
essentielle Aminosauren, wie Lysin, Methionin, Tioghan und das semiessentielle Cystein
sind im Lupinenprotein in geringerer Konzentratimrhanden. Die Argininkonzentration ist
hingegen im Lupinenprotein héher als bei Soja (Dtirat al. 1979, Friedmann et al. 2001,
Mariotti et al. 2002). Da auch im eingesetzten Rafeprotein Casein die Konzentrationen an
Cystein und Arginin geringer und die Methioninkontzation héher als im Lupinenprotein
ist, wurden die limitierenden Aminosauren in Abhigkgit vom Alter und Geschlecht der
Ratten zusatzlich supplementiert. Um das Aminosauster so urspriinglich wie méglich zu
erhalten, wurden keine weiteren Aminosauren zugeset

Hauptunterschied zwischen Soja und Lupine sindstilavongehalte. Proteinisolate
aus Lupinus albus enthalten wenig Isoflavone verglichen mit Sojapmat Die hier
eingesetzten Lupinenproteinisolate sind sogar @@kisoflavonfrei. Eigene Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Konzentrationen an GamisBaidzein und Genistin unter der
Nachweisgrenze von 2,22 pmol/kg lagen. AufgrundselieTatsache kann man darauf
schliel3en, dass der Effekt dieser Leguminosen efTdiglyceridmetabolismus primér durch
das Protein per se und weniger durch die Isoflagbalje begriindet ist. Ergebnisse aus
aktuellen Studien von Ascencio et al. (2004) deutamauf hin, dass Sojaprotein die SREBP-
1c-Expression durch Modulierung der Insulin-Konzaton und Erhéhung der Insulin/
Glucagon-Ratio im Plasma downregulieren kann. Bendisulinkonzentrationen im Plasma
konnten den Impuls fur eine erhohte Lipogenese meBdlerdings wurden in der hier
vorliegenden Studie keine Unterschiede in der Pdassulin- oder Glucagonkonzentration

beobachtet. Es st natirlich bekannt, dass einemalige Messung dieser
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Hormonkonzentration nicht so beweiskraftig ist, wes, unter Bertcksichtigung der
Nuchternplasmakonzentrationen von Insulin und Gjooa eine Messung zu definierten
Zeitpunkten wahrend der Fltterung gewesen ware FBregkeit von Lupinenproteinen, die
MRNA-Konzentration von Genen, die in den Fettsdetabolismus und der
Triglyceridsynthese involviert sind, herabzuregie unterstiitzen den plausiblen
Mechanismus des triglyceridsenkenden Effektes.aBaerer moglicher Mechanismus, der flr
die triglyceridsenkende Wirkung des Lupinenproteugsantwortlich sein konnte, ist die
beobachtete Steigerung der mRNA-Expression derprgieinlipase (LPL), der hepatischen
Lipase (HL) und Apo-A5, was bedeutet dass moglieleese auch Abbauwege der
Triglyceride durch Hydrolyse beeinflusst werdens&uzlich wurde festgestellt, dass dieser
Effekt in  hypercholesterinamisch  geflutterten  Rattestarker war, als in
normocholesterinamisch gefitterten Tieren. Jedessedi drei Gene ist in die
Triglyceridhydrolyse involviert. Die LPL gilt alsad zentrale Enzym des plasmatischen
Triglyceridabbaus und hydrolysiert dabei Triglyderiaus zirkulierenden Chylomikronen und
VLDL. Die LPL ist durch ihre lipolytische Funktioim der Lage, Plasmatriglyceridspiegel zu
senken. In Studien von Shimada et al. (1993) ungnaend et al. (1994) wurde bereits bei
einer nichtorganspezifischen Uberexpression der et triglyceridsenkende, sowie ein
HDL-Cholesterin-steigernder Effekt nachgewiesen.wGfd die LPL hauptsachlich als
extrahepatisches Enzym betrachtet wird, kann darsipekuliert werden, ob der beobachtete
Effekt einer gesteigerten mMRNA-Expression auch maesen Geweben auftreten konnte.
Neben ihrer klassischen Funktion kann die LPL anichtkatalytische Bruckenfunktionen
ausuben, die es erlauben, gleichzeitig an Lipoprete und spezifische
Zelloberflachenproteine, wie periphere LDL- und MLBezeptoren zu binden (Goldstein et
al. 1996). Auch die HL, deren mRNA-Konzentratioreefalls durch Lupinenprotein erhdht
wurde, fungiert ahnlich wie die LPL als lipolytissh Enzym, welches Triglyceride und
Phospholipide in zirkulierende Lipoproteine spaltgdd somit zur Triglyceridsenkung
beitragen kann. Ahnlich wie die LPL agiert diesezfm als Ligand, welches die
Lipoproteinaufnahme  Uber Zelloberflachenrezeptoren die Peripherie reguliert
(Santamarina-Fojo et al. 2004n vitro Studien an isolierten Rattenhepatocyten haben
gezeigt, dass die hepatische Lipase die Bindung dite Aufnahme von Chylomikronen,
VLDL, LDL (Krapp et al. 1996) und HDL (Diard et al994, Marques-Vidal et al. 1994)
erhéhen kann. In der hier vorgestellten Studie walie HDL-Cholesterin-Konzentrationen

tendenziell durch Lupinenprotein erhéht.
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Ein weiteres interessantes Ergebnis ist, dass kupiotein in der Lage ist, die mMRNA-
Expression von Apo A5 zu erhdhen. Apo A5 ist eilatre neu entdecktes Apolipoprotein,
welches Uberwiegend in der Leber exprimiert wird giit als wichtiger bestimmender Faktor
fur Plasmatriglyceridspiegel. Apo A5 beschleunigindVLDL-Abbau durch Aktivierung
intravaskularer Triglyceridhydrolyse Uber die Bindssteigerung von Lipoproteinen und
Proteoglykanen in der Gefallwand, durch Aktivieruagn Proteoglykan-gebundener
Lipoproteinlipase (Merkel et al. 2005) und durcth@&rung der VLDL-Entfernung aus dem
Plasma (Fruchart-Najib et al. 2004, Schaap et@42Merkel et al. 2005). Die Ergebnisse
dieser Studie deuten darauf hin, dass Lupinenpratieht nur die mRNA von Genen die in
die Fettsduresynthese involviert sind, erniedrggindern auch den Triglyceridabbau im
Plasma beschleunigt durch Expressionserhohung dee,Glie fur die Triglyceridhydrolyse
und die —aufnahme verantwortlich sind. Auch wena giénauen Mechanismen noch nicht
bekannt sind, wie Lupinenprotein die mRNA-Konzetitra dieser Gene erhéht — ist es doch
maoglich, dass die Erhohung der Apo A5-Expressiorcideine Erniedrigung des SREBP-1c
reguliert ist. Dafir sprechen bereits veroffentictbaten, die zeigen dass SREBP-1c die
MRNA-Konzentration des Apo A5 erniedrigen kann,eimdes direkt oder indirekt an die
funktionelle E-Box im Promoter binden kann (Jakiehle 2004). Weiterhin ist bekannt, dass
eine PPAR-Aktivierung mit einer Erhohung der mRNA-Expressider Apo A5 einhergeht
(Prieur et al. 2003, Vu-Dac et al. 2003). Allerdinggnn man in der vorliegenden Studie die
Erhéhung der Apo A5-mRNA-Konzentration durch eif@ARa-Aktivierung als potentiellen
Grund ausschlieBen. Denn die Ergebnisse dieserieStadigen, dass die mMRNA-
Konzentrationen PPAdrregulierter Gene, wie CPT-1, Cyp4Al und ACO niachirch
Lupinenprotein beeinflusst wurden.

Auch wurde sich innerhalb der Versuchsreihen mitHigothese auseinandergesetzt,
inwieweit oxidativer Stress bzw. antioxidativer 8th durch die Supplementierung von
Lupinenprotein einen Einfluss auf die Lipidregubati haben konnen. So induziert
beispielsweise Homocystein bei ER-Stress durchvigting der SREBPs die Lipidsynthese.
Torres et al. (2006) haben herausgefunden, das$ dign niedrigen Methioningehalt in
Sojaprotein und dementsprechend auch durch digiggeetHomocysteinkonzentration, das
Risiko an einer KHK zu erkranken, gesenkt werdennkaHomocystein kann durch die
Aktivierung des Unfolded Protein Response (UPR)pt@eolytische Spaltung von SREBP-
1c und SREBP2 induzieren und somit die Genexpnessia Genen, die fur die Cholesterin-
und Triglyceridsynthese kodieren, erhohen (Werstickl. 2001). Somit kommt es zu einer

Lipidanreicherung in der Peripherie. Cystein witt &erin, Methionin Gber Homocystein in
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der Leber gebildet. Glutathion (GSH) wird aus Gmitasdure, Glycin und Cystein gebildet,
gilt als Antioxidans und kann moglicherweise dieo®inthese von Cholesterin und
Triglyceriden hemmen. In dieser Studie wurden daherKonzentrationen an Homocystein,
Cystein und Gesamt-GSH im Plasma bestimmt. Die lifigee zeigen, dass sich die
Konzentrationen an Homocystein und Cystein nichiivdert haben. Allerdings konnte ein
signifikanter Anstieg der Gesamt-GSHkonzentratiestdestellt werden. Das konnte darauf
hindeuten, dass Lupinenprotein einen erhthten xadativen Status besitzt und Uber eine
vermehrte Bildung von GSH lipidsenkendes Poteetidvickelt.

Die Ergebnisse von Studi&/3 zeigen weiterhin, dass isoliertes Protein von
verschiedenen kultivierten Sorten derpinus angustifoliusuch unterschiedliche Wirkungen
auf die Lipidkonzentration im Plasma, in den Lipmeinen und in der Leber haben kann.
Dabei gingen die positivsten Wirkungen auf die ulidrenden Triglyceride vom
Totalproteinextrakt (TPE) der Sorte Vitabor und def3-Conglutin-Fraktion der Boregine
aus. Diese beiden Isolate senkten die Triglycandden VLDL um 40 bzw. 29% verglichen
mit Casein. Auch die Plasmatriglyceride wurden Hubeide Isolate signifikant gesenkt.
Moglicherweise wurden die Triglyceride vermehrt fib#gen F&zes ausgeschieden und
bedingen daher die geringere PlasmakonzentratioiiheFe Studien an Soja wiesen
vergleichbare Ergebnisse auf. Fukui et al. (20@f)nken erstmals an Ratten zeigen, dass die
Senkung der Plasmatriglyceridkonzentration u.acldugine erhdhte Exkretion der freien
Fettséduren erfolgte. Vermutlich hemmen Protein-r &gptidbestandteile die Pankreaslipase
und vermindern somit die Triglyceridhydrolyse. Adengs blieben die Konzentrationen der
Triglyceride in der Leber unverandert. Dies stehtkiontrast zu aktuellen Studien unserer
Arbeitsgruppe(V2), in denen Proteine ausupinus albusdie Triglyceridkonzentrationen in
der Leber senken konnten (Spielmann et al. 2008 Grund fur den ausbleibenden
triglyceridsenkenden Effekt der Lupinenproteine digf hepatischen Triglyceride ist bis dato
noch nicht geklart, aber es wird davon ausgegang@ss die Herabregulierung der
Triglyceridsynthese unter den experimentellen Bgalimgen in den gegenwartigen Studien
unserer Arbeitsgrupp@/2) mit Lupinus albusstarker war (Spielmann et al. 2007). In einer
dieser Studien mitupinus albuswurden die Ratten mit 200 g Protein/ kg Diat Prote
geflttert, verglichen mit der vorliegenden Studi® nur 50 g Protein/ kg Diat verabreicht
wurden. Ergebnisse in Spielmann et al. (2007) zeidass die Triglyceridkonzentration in
der VLDL-Fraktion um 81% gesenkt wurde. In der hierliegenden Studie konnten &hnliche
Effekte beobachtet werden — die VLDL-Triglyceridgemtration waren durch Boregine und

Vitabor zwischen 30 und 40% gesenkt. In einer vgegangenen Studie unserer
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Arbeitsgruppe wurden die Triglyceride in den VLDbgar um 52% durch Lupinenprotein
ausLupinus albugeduziert (V2). Daher kann man davon ausgehers, di@asRedzierung der
hepatischen Triglyceridsynthese in dieser Studi¢ ausgewd&hlten Proteinisolaten aus
Lupinus angustifoliusicht stark genug war, um auch die Triglyceridel@r Leber nach nur
17 Tagen Fitterung signifikant zu reduzieren. Eieiteves interessantes Ergebnis dieser
Untersuchung war, dass beide Isolate — aus Vitainor die a-/B-Conglutin-Fraktion aus
Boregine die mRNA-Konzentrationen von SREBP-1c, F&®l Delta-9-D. bis zu 78%
senken konnten. Die Fahigkeit dieser beiden Prstdate, die mMRNA-Expression der Gene,
die in die Triglyceridsynthese involviert sind, deth zu erniedrigen, unterstitzt die These
fur den moglichen Mechanismus des triglyceridsedkenEffekts. Dieses Ergebnis stimmt
mit aktuellen Daten unserer Arbeitsgruppé2) uberein, in denen die Futterung von
Lupinenprotein ausupinus albusverglichen mit Casein zu erniedrigten Konzentragio an
zirkulierenden Triglyceriden und niedrigeren mRNAigentrationen der Gene, die an der
Triglyceridsynthese beteiligt sind, fihrt (Spielmaat al. 2007). Obwohl man sich dessen
bewusst ist, dass Expressionsdaten nicht autorhati¥otein- oder Aktivitatsniveaus
reflektieren, ist es dennoch bewiesen, dass dieexpeassion des SREBP-1c ein
Schlusselschritt in der Regulation der Aktivitdtdudaher letzendlich bestimmend fur die
hepatische Lipogenese ist (Shimano et al. 2001).

Des Weiteren wurde wahrend dieser Untersuchung dobddt, dass die mRNA-
Konzentrationen von Apo A5 und HL nicht durch dierschiedenen Lupinenproteinisolate
beeinflusst wurden, verglichen mit Casein. Beiden&sind mal3geblich am VLDL-Abbau
beteiligt und aktuelle Untersuchungen unserer Asgeippe haben gezeigt, dass Protein aus
Lupinus albusin der Lage ist, die mRNA-Expression dieser Gemeeth6hen. Anhand der
vorliegenden Ergebnisse kann man davon ausgehes dea beobachtete triglyceridsenkende
Effekt in Vitabor und dera-/3-Conglutin-Fraktion der Boregine hauptsachlich airier
Inhibierung der Triglyceridsynthese und nicht auhee Stimulierung der Triglycerid-
Hydrolyse basiert. Damit wird die Hypothese gedtidass Proteinisolate von verschiedenen
Spezies und Sorten der Lupine keine einheitlichéfiekie auf den Lipidstoffwechsel im
Tiermodell liefern. Es konnte festgestellt werdetass der Einsatz von einzelnen
Teilfraktionen des Lupinenproteins starkere Effekid den Lipidstoffwechsel bei Ratten hat,
als der Einsatz eines TPE. Neuere Studien habenigjezlass Peptide oder einzelne
Aminosauren beim intestinalen Verdau freigesetztrde®e und somit ihre positiv
lipidmodulierenden Wirkungen entfalten (Sirtoriadt 2009). Weiterhin wurde auch in dieser
Studie der Fragestellung nachgegangen, ob und ev®dtlie das Insulin bei der Regulation
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der Lipidhomoostase durch Lupinenprotein spieltgid es bereits Studien, die zeigten, dass
beispielsweise Sojaprotein in der Lage ist, diallinsGlucagon-Ratio zu reduzieren und in
Folge dessen, die Transkription des SREBP-1c dayfiset wurde. Gleichzeitig wurden
dadurch auch die mMRNA-Konzentrationen lipogeneryreerniedrigt (Tovar et al. 2006).

Eine andere Studie beschreibt, dass Conglutiein Protein, welches in Lupinensaat
enthalten ist, in der Lage ist, Insulin zu binderd lsomit ahnlich wie beispielsweise das
Metformin — einem oralen Antidiabetikum - den NiermtInsulinspiegel senken und damit
die Insulinresistenz verbessern kann (Magni é2@04). Deshalb wurden in dieser Studie drei
insulinsensitive Gene im Skelettmuskel gemessen,hemauszufinden, ob Lupinenprotein
Uber die Insulinregulation lipidmodulierend wirkéann. Insulin hemmt die Lipolyse aus
Triglyceriden und stimuliert die Triglyceridsyntleesn Leber, Fettgewebe, Herz- und
Skelettmuskel. So gilt der Glucose Transporter-4utt@ Transporter) als insulinabhanger
Transporter, der in Fett- und Muskelzellen expritniard. Insulin erhdht durch Aktivierung
dieser Carrier-Proteine die zellulare Permeabiliiit Glucose. In Skelettmuskelzellen
beginstigt das Insulin die Speicherung der Gluagoséorm von Glykogen. Der Insulin-
Rezeptor ist als transmembrandser Rezeptor in dge,Linsulin zu binden und durch
Auslosung verschiedener Phosphorylierungskaskademe s Wirkung zu entfalten.
Letztendlich wird so durch Erhéhung des Glut-4-Braorters der Plasmaglucosespiegel
erniedrigt und die Aufnahme in periphere Zellenogaért, sowie die Speicherung von
Glykogen in Muskel und Leber ermdglicht. Die ineHalare Protein-Tyrosin-Phosphatase 1b
(PTP 1b) greift malgeblich in die Regulation dessulimrezeptors ein. Eine
Dephosphorylierung des Insulinrezeptors bei feldemdnsulinsignal wird durch PTP 1b
beginstigt, damit sinkt auch der Glucose-Uptakadi®h an HepG2-Zellen haben gezeigt,
dass eine Uberexpression von PTP 1b die Phospbamti des Insulinrezeptors hemmen
kann und in Folge dessen, die Apolipoprotein B18&r&tion erhoht wurde, was wiederum
eine Induzierung der VLDL-Produktion bewirkt. Darafiielt auch die Regulation der PTP 1b
eine entscheidende Rolle in der hepatischen Ligepreekretion (Qui et al. 2004). Allerdings
konnten bei der Messung der mRNA dieser insulinfeas Gene im Skelettmuskel keine
Unterschiede durch Lupinenprotein festgestellt werdDaher scheinen die positiven
Veréanderungen im Triglyceridmetabolismus und digaviderungen der lipogenen Enzyme
nicht durch eine Modifizierung der Insulinkaskaagvorgerufen zu sein.

In Studie V4 wurden die Haupteffekte auf den Triglyceridmetabuols bei
Lupinenprotein geflutterten Tieren beobachtet. Diattbttiere hatten signifikant hdhere
Konzentrationen an Triglyceriden in der Leber (+%)8und in der Milch (+81%) und
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tendenziell hohere Triglycerid-Konzentrationen iendVLDL (+50%). Diese beobachteten
Effekte, also die Akkumulation der hepatischen [dgride und die erhéhten
Konzentrationen an Triglyceriden in den VLDL, stehan Kontrast zu kirzlich
veroffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe, welckeigen, dass Lupinenprotein die
Konzentration an Plasma- und Lebertriglyceridenesingt (V2, V3) (Spielmann et al. 2007).
In diesen Studien scheint der triglyceridsenkendiéekE hauptsachlich durch eine
Downregulation von hepatischen Genen, die in dppgenese involviert sind, entstanden zu
sein. In der vorliegenden Studie hatte die Futgnon Lupinenprotein keinerlei Einfluss auf
die hepatische mMRNA-Expression von SREBP-1c, FASDelta-9-D.. Naturlich ist bekannt,
dass Expressionsanalysen allein nicht ausreichem, Rrotein- oder Aktivitditsmengen
widerzuspiegeln. Das finale synthetisierte Protdiann unter anderem auch durch
Ubigitinierung oder Phosphorylierung modifiziert mden (Jump et al. 2005). Als Ausblick
sind Untersuchungen zur Enzymaktivitat und zur Qtiarerung der Proteine (Western Blot-
Analyse) notwendig. Dennoch gilt die Genexpressiodes SREBP-1c als
Schlusselregulationsschritt fir die Aktivitat undsimmt somit mafRgeblich die hepatische
Lipogenese (Shimano et al. 2001, Hasty et al. 2dd&nnach kann man schlussfolgern, dass
die Triglyceridanreicherung in der Leber der laldielen Ratten, die Lupinenprotein
verzehrten, nicht durch eine Stimulierung dde novo Synthese von Fettsduren und
Triglyceriden verursacht wurde. Weiterhin konnea desenkten Triglyceridkonzentrationen
im Plasma und in der VLDL-Fraktion nicht durch eiSREBP-1c assoziierte verringerte
Triglyceridsynthese entstanden sein. Mdglicherweésseauch hier der PPAR mal3geblich
beteiligt. Durch die Downregulation des PPRARkONnnte Uber eine Senkung der
Fettsaureoxidation die hepatische Triglyceridkotzgion ansteigen, obgleich nur ein
marginaler Teil an Triglyceriden aus di## novoSynthese entsteht (Aigus et al. 1991). Denn
abgesehen von den Veranderungen in der Triglyggridese, konnten auch Veranderungen
bei der hepatischen Fettsaureoxidation verantwabrtli fr die  beobachtete
Triglyceridakkumulation sein. Der PPARgehort zu den nukledren Hormonrezeptoren,
welche vorwiegend in Leber, Niere, Herz- und Skelaskel exprimiert werden. Dabei
reguliert er zentrale Prozesse im Lipidmetabolismusr allem die Katalyse des
Fettsaureabbaus (Mandard et al. 2004). In diesedi&Stwar die mRNA-Expression des
PPARx (-36%) und seiner Zielgene ACO (-52%) und CPT3B%) in den Ratten erniedrigt,
die Lupinenprotein erhielten, verglichen mit Cas&aher kann man schlussfolgern, dass die
reduzierte Expression dieser Gene in eine vermiadé&epatischen Fettsdureoxdation

resultiert. Dieser Aspekt kdnnte wiederum auch Aastieg der Triglyceridkonzentration in
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der Leber und in der VLDL-Fraktion erklaren. DerARx agiert als ,nutritional state sensor*
durch Transkriptionsstimulierung von Genen, digimtransmembrandse Fettsaureaufnahme,
die zellulare Fettsdurebildung, sowie die mitochcadd und die peroxisomale

Fettsaureoxidation involviert sind (Mandard et24104).

5.4. Wirkungen des Lupinenproteins auf die Kérgrmasse wahrend der

Laktation und Stillzeit

Eine zunachst sehr interessante Beobachtung wamderschiedliche Wachstumsverlauf der
Mutter und Jungtiere. So zeigte sich bereits nast8dFitterungswoche der trachtigen Tiere,
dass Lupinenprotein gefltterte Tiere ein niedrigdférpergewicht aufwiesen, als Tiere der
Kontrollgruppe. Am Ende der Fitterungsperiode Imatthe Tiere, die Lupinenprotein
erhielten, sogar ein 20% niedrigeres Korpergewichd/ergleich zu den Tieren, die Casein
verzehrten. Ein Grund dafir ist die niedrigere émaiifnahme der Muttertiere, die
Lupinenprotein erhielten. Es konnte ausgeschlossgsden, dass die Wachstumsretardierung
durch das Fehlen von essentiellen Aminosauren hgeuafen wurde. Es wurden beiden
Versuchsgruppen entsprechend NRC-Empfehlungen bdtethi und Lysin  zusatzlich
supplementiert, um den Bedarf an essentiellen Asdinen zu decken. Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass das Lebergewicht der tidwegder Lupinengruppe signifikant
niedriger war, als bei der Casein-Gruppe. Untersnghn mit Sojaprotein haben &hnliche
Effekte an Ratten aufgezeigt. So berichteten auehAdbeitsgruppen um Terpstra et al.
(1983), Iritani et al. (1986), Beynen et al. (1998ugiyama et al. (1996) und Peluso et al.
(2000) dass durch die Supplementierung von Sojeproin der Diat das relative
Lebergewicht der Tiere signifikant niedriger wats aurch Futterung mit Casein oder
Fischprotein. Auch die Korpermasse der JungtierdeinLupinen-Gruppe war niedriger als
bei den Casein-gefitterten Tieren. Die Wurfanzattérschied sich hingegen nicht. Am Tag
der Probennahme war die Kérpermasse der MuttertiereCaseingruppe doppelt so hoch,
verglichen mit den Lupinenprotein-gefutterten TrerdJm zu beurteilen, ob sich die
Gewichtsunterschiede der Jungtiere nach AbsetzenMuttertier wieder angleichen kdnnen,
wurden die Jungen 7 Wochen mit einer Standarddefiitigrt. Auch nach dieser
Futterungsperiode hatten sowohl maéannliche, als awaibliche Nachkommen der
Lupinengruppe ein signifikant niedrigeres Korpergdw Obwohl der Grund fir diese
Wachstumsretardierung nicht ermittelt werden konns¢ es jedoch mdglich, dass der

Milchspendereflex oder der Milchertrag bei den Ingpiprotein-geflitterten Mduttern
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erniedrigt waren. Es ist bereits bekannt, dassgeimges Korpergewicht der Nachkommen
malgeblich durch die Milchmenge beeinflusst wirdin(Fet al. 1998). Bereits einige
vorangegangene Tierstudien haben gezeigt, dasspidie bzw. postnatale Ernahrung
maf3gebliche und langfristige Auswirkungen auf daackétum und den Stoffwechsel der
Nachkommen haben — fetal programming (Ozanne 2@@Giemans et al. 2003). Die
Futterung von Lupinenprotein scheint hier in bessacth MalRe in die physiologischen
Stoffwechselprozesse einzugreifen. Des Weiterem kiavon ausgegangen werden, dass die
verbleibenden Alkaloide im Lupinenprotein nicht filie reduzierte Futteraufnahme und die
Wachstumsretardierung der Nachkommen verantwortdictd, da der Alkaloidgehalt im
Lupinenprotein relativ gering war (3,2 mg/kg). Sonkte in einer Studie an Ratten gezeigt
werden, dass die Nahrungsaufnahme vdoupinus angustifolius mit einer
Alkaloidkonzentration von 330 mg/kg keine negativeaswirkungen auf Futteraufnahme,
Gewicht oder andere Parameter hatte (Robbins &086). Inwieweit diese Ergebnisse einen
Schluss darauf zulassen, ob Lupinenprotein wahdemndschwangerschaft und Stillzeit auch
beim Menschen regulatorisch eingreift, sollte Bedtail weiterfihrender Untersuchungen
sein. Nur so kann gewahrleistet werden, dass deb&shtungen gepruft und entsprechend

auf den Menschen transferiert werden kdnnen.

5.5. Wirkungen des Lupinenproteins auf die Milchfésynthese

Triglyceride in der Muttermilch werden vorwiegengsaderde novoSynthese gewonnen und
anschlieend in der Milchdruse verestert. Sie ehést des Weiteren durch Aufnahme von
langkettigen Fettsauren und durch freie Fettsag@men esterified fatty acids, NEFA). Die
NEFA im Plasma werden durch Hydrolyse der Trigliseraus den Adipozyten gewonnen
und gelangen so Uber Fettsauretransporter in dikhttiise. NEFA, welche durch
lipolytische Stimulation vom Fettgewebe ins Plasabgegeben werden, aktiveren direkt den
PPARx (Desvergne et al. 1999, Hihi et al. 2002). Inetiegenden Studie hatten die Tiere,
die Lupinenprotein erhielten, deutlich niedrigedlastha-NEFA-Konzentrationen (-71%) im
Vergleich zu Ratten, die Casein verzehrten. Digesméglicherweise ein Grund fur die
verminderte Aktivierung des PPARMOglich ist auch, dass die Herabregulation deAR#®P

in kausalem Zusammenhang mit dem veranderten Hdrausmalt wahrend der Laktation
steht, denn wahrend Trachtigkeit und Laktation digstbei Nagern eine verminderte
hepatische Fettsaureoxidation (Gutgesell et al.9R0®ie erniedrigten Plasma-NEFA-

Konzentrationen in den laktierenden Tieren, dieihapprotein verzehrten, kdnnten einerseits
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durch eine erhohte Aufnahme von zirkulierenden NE&i#s dem Plasma ins periphere
Gewebe oder andererseits durch eine verringertelylsp im Fettgewebe entstanden sein.
Normalerweise sind nur die ersten beiden Trimedgzer Trachtigkeit durch eine gesteigerte
Lipogenese im Fettgewebe beeinflusst. Erst imdetZrimester und wahrend der Laktation
ist die Triglyceridsynthese vermindert und die lUyse erhoht (Herrera et al. 2000).
AulRerdem ist wahrend der Laktation der Verbrauch natabolischen Substraten, wie
Fettsduren und Glucose fur die Milchsynthese inMi&hdriise erhdht und der Verbrauch an
Substraten fur die Oxidation in Leber und Skelettkal erniedrigt (Williamson et al. 1986).
So steigt beispielsweise die Konzentration der LRLder Milchdrise an und nimmt
gleichzeitig in der Leber ab. Daraus resultieremiden der Milchdrise in besonderem Mal3e
Fettsauren aus den Lipoproteinen fur dee novoTriglyceridsynthese bereitgestellt. Bisher
konnte keine plausible Erklarung fur die erniednigtNEFA-Konzentrationen im Plasma von
Lupinenprotein-gefutterten Ratten gefunden werddmer man kann vermuten, dass eine
vermehrte Aufnahme der NEFA in die Milchdrise nidhatur verantwortlich sein kann, weil
die mRNA-Konzentrationen von LPL, FATP, CD36 undB¥A welche fur die intrazellulare
Aufnahme von Fettsduren in die Milchdrise verantiobr sind, nicht verandert waren,
verglichen mit den Ratten, die Casein supplemdstier Moglicherweise sind die
Veranderungen aber auch erst auf ProteinebenebarchEin interessantes Ergebnis war
jedoch, dass die hepatische mRNA-Konzentrationhdgatischen Lipase in Lupinenprotein-
gefitterten Ratten erhoht war. Weiterhin wurde a@rt@hte Triglyceridkonzentration in der
Milch der Lupinenprotein-gefiutterten Ratten beolettDies liegt vermutlich nicht an einer
erhohten plasmatischen Fettsaureaufnahme, sondarneimer erhthten Lipogenese.
Unterstltzt wird diese These durch die gemessensihin mRNA-Konzentrationen von
Genen, die fur Enzyme kodieren, dieda novoSynthese von Fettsduren involviert sind. So
hatten die laktierenden Mdutter, die Lupinenproteitnielten, in der Milchdriise erhéhte
MRNA-Konzentrationen an FAS (+60%), Delta-9-D. (¥%39und SREBP-1c (+130%),
verglichen mit Casein gefutterten Ratten. DieséelEfsteht im Gegensatz zu den hepatischen
Proteineffekten und zu Beobachtungen aus vorangegan Studien mit wachsenden und
adulten RatterfV2), welche erniedrigte mRNA-Konzentrationen von SRERPInd dessen
Zielgenen zeigten (Spielmann et al. 2007).

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass diehion Lupinenprotein-gefitterten
Ratten einen um 81% hoheren Triglyceridgehalt hatté/ergleich zu Casein. Es ist bekannt,
dass die Anzahl der saugenden Jungen die Mengediendusammensetzung der Milch

beeinflussen (Yagil et al. 1976). Um diesen beegdénden Faktor zu eliminieren, wurde der
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Wurf auf je 10 Jungen/ Muttertier in dieser Studiandardisiert. Aus vorangegangenen
Studien ist bekannt, dass laktierende Ratten,idee @oteinarme Diat (8% Casein) erhielten,
fettreichere Milch (+38%) produzierten, als Ratwgr Kontrollgruppe, die eine mit 27%
Casein supplementierte Diat erhielten (Crnic el @¥.8). Die gefitterte Diat der vorliegenden
Studie enthielt 200 g/kg Protein. Zusatzlich wurdee mit Methionin und Lysin
supplementiert, um die Anforderungen an essemntieAeninoséduren bei trachtigen und
laktierenden Ratten zu erfullen. Daher kann manoda&usgehen, dass die Qualitat des
Lupinenproteins nicht fir den erhdhten Triglycegtglt in der Milch von Lupinenprotein-
geflutterten Ratten verantwortlich ist, verglicheit der Kontrollgruppe. Im letzten Trimester
der Trachtigkeit schaltet der Organismus auf kd&al&toffwechselprozesse um, d.h. die
Triglyceridsynthese wird erniedrigt und die Lipadysrhoht (Herrera et al. 1991, Herrera et al.
2000). In der Leber kommt es zu einer Erhoéhung deglyceridsynthese, zu einer
gesteigerten VLDL-Produktion und einer verringertekrettsdureoxidation. Diese
metabolischen Veranderungen sind essentiell, ummeméhder Laktationsperiode ausreichend
Lipide zur Milchproduktion bereitzustellen. Mogletweise sind also die erhohten
Triglyceridkonzentrationen in der Milch durch dieriinderte hepatische Fettsaureoxidation
und die erhohte Fettsauresynthese zu erklaren. di€ése Vermutung sprechen die
beobachteten mRNA-Expressionsergebnisse in derrLede laktierenden Muttertiere. So
konnte eine signifikante Reduzierung der mRNA-Karieaion von PPAR und der ACO,
sowie eine tendenzielle Erniedrigung der CPT-1 lduFitterung von Lupinenprotein
festgestellt werden. ACO gilt als SchllisselenzympidEoxisomalerB-Oxidation langkettiger
Fettsduren (Kunau et al. 1995) und CPT-1 als aleesSchlisselenzyme der mitochondrialen
-Oxidation (Le et al. 2000, McGarry und Brown 20@Axrtlett und Eaton 2004). Daher
kbnnte man vermuten, dass die erhOhte Triglycend&atration in der Milch von
Lupinenprotein-gefutterten Ratten durch eine vedmite hepatischB-Oxidation und einer
erhohten VLDL-Produktion wahrend der Laktation durmdie verminderte Expression des
PPARx reguliert wurde. In diesem Zusammenhang konnte mvaitere Ursachen wie
Wachstumshormone oder Ostrogene fiir eine gesteigaiylyceridkonzentration in der
Milch Uber eine PPAR-Regulation diskutieren.

Zusammenfassend konnte anhand dieser Studie zuem &gl gezeigt werden, dass
die  Futterung von hohen Gehalten an  Lupinenproteim laktierenden
hypercholesterinamischen Ratten nicht nur die Jemglidkonzentration in der Milch, sondern
auch die mRNA-Konzentrationen an lipogenen Enzyrnrerder Milchdriise erhdht. Die

Ergebnisse zeigen weiterhin, dass Lupinenproteie/clves wahrend Trachtigkeit und
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Laktation geflttert wurde, stark differenzierte dkfie auf den Lipidmetabolismus im
Vergleich zu adulten und wachsenden Ratten auSidtiz bemerkenswerter positiver Effekte
auf die LDL- und HDL-Cholesterinkonzentration dartht auf3er Acht gelassen werden, dass
zum einen die durch Lupinenprotein triglyceriderbiotien Effekte in der Leber und die
Wachstumsretardierung bei den Nachkommen nactdelgrkungen sind. Dies kann
maoglicherweise den Einsatz von hohen Lupinenpriteinentrationen wéhrend

Schwangerschaft und Stillzeit limitieren.

5.6. Cystein als mogliche bioaktive Komponente deésipinenproteins

Das Ziel der funften Studi@/5) war es, herauszufinden, ob proteinassoziierte Asdaren
die entscheidenden Substanzen sind, welche diemgululierende Eigenschaften der
Lupinenproteine erzeugen. Dariber hinaus lasserreebaten vermuten, dass SREBP-1c
durch den oxidativen bzw. antioxidativen Status dAelle beeinflusst wird. Verschiedene
Studien haben bereits gezeigt, dass Aminosauratsdipkende Eigenschaften haben (Seidel
et al. 1960). So konnten bereits friher hypochetegimische Effekte durch schwefelhaltige
Aminosauren festgestellt werden.

Man kann daruber spekulieren, ob Cystein eine di@seinosduren sein koénnte, weil in
einigen Studien beobachtet wurde, dass lipidser&kendteine einen auffallig héheren Gehalt
an Cystein, einem Baustein des antioxidativen G&ttten, als Casein (Shukla et al. 2006,
Yang et al. 2007). Untersuchungen an Ratten halexeigf, dass der Einsatz einer
hypercholesterinamischen Diat mit GSH zu einer Bumy der HDL-
Cholesterinkonzentration fuhrte und die Plasmadtetlenkonzentration, sowie die hepatische
Triglycerid- und Cholesterinkonzentration senkemride (Sugiyma et al. 1987). Oda et al.
(2006) vermuteten, dass dieser Effekt durch dieviiung der Cyp-7A1 und HMG-CoA-R.
durch das GSH hervorgerufen wurde. Es sollte dgéerstet werden, ob Cystein bzw. daraus
synthetisiertes GSH die Expression SREBP-1c abgéng@iene beeinflusst. Balb/cA Mause,
die mit 5 verschiedenen cysteinhaltigen Substargefittert wurden, hatten signifikant
niedrigere Aktivitaten an lipogenen Enzymen, wienddalic-Enzym oder der FAS (Lin et al.
2004). Fur die vorliegende Studie wurden HepG2efells Versuchsmodell eingesetzt. Die
Ergebnisse zeigen, dass isoliert eingesetztes tefdydas Transkriptionsniveau des SREBP-
1c und seiner lipogenen Zielgene in HepG2-Zellenkee kann. Weiterhin demonstrieren
diese Resultate, dass eine erniedrigte ExpresseserdGene durch eine Verbesserung des
GSH-Status verursacht wurde, da gezeigt werden tkpraass die SREBP-1c-mRNA-
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Senkung komplett aufgehoben wurde, wenn die enzyoat GSH-Synthese durch Zugabe
des Inhibitors BSO gehemmt wurde. Die Beobachtutags zugegebenes prooxidatives
CuSQ die genannten Gene deutlich erhdhte, wahrend gligiehzeitige Behandlung der
Zellen mit L-Cystein diesen Effekt abschwachte,tdedarauf hin, dass eine Veranderung des
zellularen Redoxstatus moglicherweise das Tran@angniveau von Genen, die in den
Lipidmetabolismus involviert sind, verandern katudien haben gezeigt, dass bei Einsatz
von CuSQ, antioxidative Enzyme wie Katalase und Guaiacobiease aktiviert werden
(Jouili et al. 2003) Gleichzeitig zeigen einige ehsuchungen, dass oxidativer Stress die
Transaktivierung der SREBPs und damit die Expressmn lipogenen Enzymen stimuliert
(Waris et al. 2007, Kaplowitz et al. 2006). Die Amme, dass Cystein in die Lipidsynthese
Uber die Verdnderung des antioxidativen Potenéalgreifen kann, wird durch verschiedene
Studienergebnisse belegt. Dort konnte gezeigt wermlgss antioxidatives S-Etyl-Cystein und
S-Methyl-Cystein die Hyperlipidamie in diabetischddusen merklich verringern kann (Hsu
et al. 2004). N-Acetyl-Cystein, S-Etyl-Cystein uBdPropyl-Cystein kbnnen das hepatische
Lipidniveau durch Senkung der Aktivitat und der Askription von lipogenen Enzymen in
hyperlipamischen Mausen reduzieren (Lin et al. 2004omocystein-induzierter Stress
hingegen fuhrte zu einer Dysregulation des endagérmdtransfers, erhdhte die hepatische
Biosynthese und die Aufnahme von Cholesterin undlylderiden (Werstuck et al. 2001).
Des Weiteren haben Studien an Wildtyp-Mausen gezéass durch Zugabe von Cystein in
das Trinkwasser der Mause die Aktivitat der FASumert wurde (Lin et al. 2004).
Maoglicherweise konnte in weiterfiuhrenden Studierkl@® werden, ob Cystein direkt
modulierend in die Lipogenese eingreift, indem @s Eixpression des triglyceridkatabolen
Enzyms LPL erhoht. Diese Vermutungen werden von Thsache unterstutzt, dass der
Sulfhydryl-Redox-Status die Aktivitat von Enzymerdie an der Fettsdure- und
Glycerolipidsynthese beteiligt sind, modulieren kaBo konnte festgestellt werden, dass in
Huhnern die hepatische FAS (Walters et al. 1986) um Ratten die ATP-Citrat-Lyase
(Osterlund et al. 1980) durch den hepatischen G&itl+S reguliert werden. Des Weiteren
haben kirzlich erschienene Daten unserer Arbeppgryezeigt, dass die Verfltterung von
Cystein die Plaques-Calcifizierung in Mausen um 5@8tmindern konnte (Weil3e et al.
2010).

In der vorliegenden Studi@/5) konnte erstmalig gezeigt werden, dass GSH fur den
Cystein-modulierenden Effekt auf SREBP-1c verantiobr zu sein scheint. Natirlich kann
man durch eine veranderte Genexpression nicht zmléufgy auf eine Anderung der

Proteinkonzentrationen schlieBen. Es ist jedochiesem, dass die Genexpression des
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SREBP-1c einen Schlusselschritt fir die Aktivitatggrlierung der hepatischen Lipogenese
darstellt (Shimano et al. 2001, Hasty et al. 20@Mie Ergebnisse dieser Studie zeigen
auRerdem, dass Zellen, die mit L-Cystein behaneeltden, niedrigere Triglycerid-
konzentrationen aufwiesen. Das konnte darauf hilesieuwass L-Cystein nicht nur durch die
Expression des SREBP-1c, sondern generell die eipege reduziert. Um herauszufinden, ob
die Downregulation des SREBP-1c ausschlie3lichEdfakt des Cysteins ist, wurden auch
Zellen mit L-Arginin und L-Methionin als Vorlaufedes L-Cysteins inkubiert. Gleichzeitig
wurde damit der Fragestellung nachgegangen, ob Atgihin fur die bioaktive Effekte der
Lupinenproteine und der genregulierenden Wirkunguvisvortlich sein kdnnte (Jobgen et al.,
2009). So gibt es bereits Studien, die zeigen lemntdass Arginin Uber die
Syntheseregulation des Stickstoffmonoxids zudem AMikerosklerose in Mausen und
Kaninchen senken kann (Boger et al., 1995, Aji [et1l897). Weiterhin konnten Studien
zeigen, dass ein erhdhtes Arginin zu Lysin-Verhsgiltim Sojaprotein hypolipdmisch im
Vergleich zum Casein wirkt (Kritchevsky et al., P98Lupinenprotein weist ebenfalls ein
erhohtes Arginin zu Lysin-Verhaltnis auf. Alle Typ-Fraktionen der Lupinen enthielten
verhaltnismaRig viel Arginin. Eine Inkubation derellén mit L-Arginin beeinflusste
allerdings weder die mRNA-Konzentration des SREBPribch die Konzentration an FAS.
Methionin hingegen kommt im Lupinenprotein in ggener Konzentration als im Casein vor
und es kann daher mdglicherweise zu einer vermiedeSynthese des atherogenen
Homocysteins fiihren.

Glutathion gilt als eines der wichtigsten Antioxidi@n in Saugetierzellen. Dabei ist
die Leber der primare Ort flr dae novoSynthese und fur die Verteilung zu den peripheren
Organen (Sen 1997, Ookhtens et al. 1997). Weitetersuchungen haben gezeigt, dass die
Verfugbarkeit des Cysteins oft limitierend flr dgnthese des Glutathions ist (Mosharov et
al. 2001). Es konnte in dieser Studie festgestatitden, dass der beobachtete regulierende
Effekt des L-Cysteins auf die Genexpression voaggnen Enzymen vorwiegend bei hohen
L-Cystein-Konzentrationen auftritt. Es ist bereliskannt, dass die GSH-Synthese in der
Leber hochst sensitiv auf intensive Cystein-Suppelaiierung mittels ausgewahlter Proteine
reagiert (Mariotti et al. 2004). Deshalb kann arggemen werden, dass der Einsatz von
physiologischen Cystein-Konzentrationan vivo die GSH-Biosynthese beeinflussen kann
und demzufolge auch lipidmodulierend wirkt. BekarsttauRerdem, dass oxidativer Stress
Atheroskleroe induzieren kann. Das bedeutet, dagste@ zur Verbesserung des
antioxidativen Status innerhalb der Zelle gefiuihabdén konnte. Cystein kénnte durch

Verbesserung des intrazellularen Redoxstatus Ulee ®&egeneration des GSH die

128



Diskussion

Transkriptionsaktivitat verschiedener redoxsensiti'Gene modulieren (Liu et al. 2005).
Studien haben gezeigt, dass der Einsatz von cistiéien Substanzen zum einen durch eine
erhohte mRNA-Expression der Glutathion-Peroxid&8H-Px) den GSH-Verlust begrenzen
und damit oxidativen Stress reduzieren kann und zamderen die Induktion von
proinflammatorischen Interleukin-6 und Tumor-Neladsaktora (TNF o) unterdrickt (Chen

et al. 2007). Allerdings muss bericksichtigt werddass allein die Halfte an endogenem
Cystein, welches fur die GSH-Synthese benttigt witdrch den Methionin-Stoffwechsel
bereitgestellt wird, auch bei bereits vorhandengysiplogischen Konzentrationen (Mosharov
et al. 2001). Die Behandlung der Zellen in diestrd® mit L-Methionin flhrte zwar zu
signifikant niedrigeren mRNA-Konzentrationen von $A-14%), aber die mRNA des
SREBP-1c wurde nicht verandert. Moglicherweise Methionin diesen Einfluss durch die
Umwandlung in Cystein aus. Ein weiteres interegsafirgebnis dieser Studie war, dass der
herabregulierende Effekt des L-Cysteins auf die résgion lipogener Enzyme stark
zeitabhéngig war. So konnte festgestellt werdess ahe Herabregulierung des SREBP-1c
und seiner Zielgene am starksten bei einer 2-sgé@ndinkubation mit L-Cystein auftrat,
wahrend dieser Effekt nach einer 24-stindigen lakoh mit L-Cystein wieder verschwand.
Eine mdgliche Begrindung fir den ausbleibendenkEffeach der 24h-Inkubation mit L-
Cystein konnte sein, dass Cystein durch einen $fehnexidativen Abbau in Cystein-
Sulfinate zerlegt wurde. Weitere Untersuchunged enfiorderlich, um diese Vermutungen zu
bestatigen. Frihere Studien haben gezeigt, dask aiee Aminosaure Taurin eine
entscheidende Rolle im Cholesterin- und Triglyamedabolismus spielt. Taurin dient der
Gallensaurekonjugation und fuhrt zu einer erhéiesscheidung von Gallensauren tber den
Fazes. So konnte festgestellt werden, dass Taurial3geblich den endogenen
Cholesterinabbau und die mMRNA-Konzentration der &g erhdhen, und die
Konzentration im Plasma und Leber bei Ratten eriged kann (Yokogoshi et al. 2002, Oda
et al. 2002). Oda et al. (2002) haben beobachésts dn besonderen MalRe schwefelhaltige
Aminosauren (SAAs) an der Regulation der Lipidhostése beteiligt sind. So haben SAAs
einen HDL-Cholesterin-erh6henden Effekt und eindDM-senkenden Effekt. Fir diesen
positiven Effekt wird die relative Verfugbarkeitledl enthaltenen Aminosauren diskutiert.
Allerdings ist bis jetzt noch nicht geklart, in ween Umfang SAAs den Lipidmetabolismus
auf Genexpressionsebene beeinflussen. Taurin word Korper selbst aus Cystein und
Methionin synthetisiert. Brosnan und Brosnan (2008aben gezeigt, dass durch
Supplementierung von Cystein die Taurin-Konzendrainsteigt. Die Ursache der Steigerung

wird durch den Einfluss von Cystein auf Schlissgjeme des Cystein-Taurin-Stoffwechsels
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vermutet. Cystein kdnnte also méglicherweise akcémsor von Taurin maf3geblich an der
Senkung der Cholesterinkonzentration beteiligt.s&iurch haben Untersuchungen an HepG2-
Zellen gezeigt, dass Taurin den LDL-R. aktivieremik. In der vorliegenden Studie hatte die
Behandlung der HepG2-Zellen mit L-Cystein weder enin Einfluss auf die
Cholesterinkonzentration in den Zellen, noch audh die mRNA-Konzentrationen von
SREBP2, HMG-CoA-R. und LDL-R.. Diese Ergebnissehsteim Widerspruch zu Studien
von Lin et al. (2007), welche gezeigt haben, dasAcBytl-Cystein, S-Etyl-Cystein und S-
Propyl-Cystein als eingesetzte Antioxidantien inpdnipiddmischen Mausen nicht nur
triglyceridsenkend wirken, sondern auch in die @hktdrin-Biosynthese eingreifen. SREBP2
ist der bestimmende Modulator fiir die Kontrolle éedogenen Cholesterinhomoéostase und
reguliert somit im Gegensatz zu SREBP-1c direktidaazellulare Lipidniveau (Shimano et
al. 2001). In der vorliegenden Studie wurden diepG2-Zellen mit cholesterinfreiem
Medium inkubiert, was mdoglicherweise der Grund déinnte, dass SREBP2 direkt auf das
L-Cystein anspricht. In friheren Studien (Seidedletl960) fihrten sowohl Cystein-, als auch
Methioninsupplementierung bei Ratten unter hyparnischen Bedingungen zu einer
Senkung der Serum-Cholesterinkonzentration. Unbemocholesterinamischer Diat wurden
jedoch keine Unterschiede festgestdllaher sind weitere Untersuchungen notwendig, bei
denen die Zellen neben L-Cystein auch mit variidezn Cholesterin-Konzentrationen
behandelt werden.

5.7. Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungentkonzeigen, dass Lupinenprotein einen
lipidmodulierenden Einfluss ausibt. Damit konnteaoBachtungen aus friheren Studien
bestétigt werden. Einige der moglichen Mechaniskwamten durch die vorliegenden Studien
naher identifiziert werden. So kann davon ausgegjangerden, dass der triglyceridsenkende
Effekt von Lupinenprotein durch eine Inhibierungsd@REBP-1c und demzufolge aus einer
verminderterde novoFettsduresynthese eintritt und des Weiteren Gysieier der nutritiven
Faktoren in Lupinenprotein zu sein scheint, dedépnkend wirkt. Aktuelle Studien unserer
Arbeitsgruppe ( Weil3e et a. 2009) haben gezeigis dar Einsatz einer cysteinreichen Diat
bei ApoE-knockout-Mausen die Calcifizierungen dresosklerotischen Plaques reduzieren
kann. Demnach kodnnte moglicherweise cysteinreichepinenprotein zur Vorbeugung
atherosklerotischer Lasionen bzw. zur Verzogerurey @rogression der Erkrankung

eingesetzt werden.
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Um die Ergebnisse aus den tier- und zellexperinienteStudien auf den Menschen
Ubertragen zu konnen, sind weiterfihrende Studrebesondere Humanstudien notwendig.
Da ein Teilziel dieser Studie darin bestand, nutntertvolle Substanzen aus Lupinen fir die
Humanernahrung zu finden, ist es besonders wictitigs verschiedenartige Untersuchungen
am Menschen durchgefuhrt werden. Bei der Versucbhflihrung beschranken sich die
Analysen allerdings durch begrenzte Probenverflgiar hauptsachlich auf Blut-
untersuchungen. Zu beachten sind aul3erdem dieidnditat der Spezies Mensch, Zeit und
Kostenfaktoren, sowie die Compliance der Studiémbimer. Aufllerdem kdnnen am
Tiermodell weitaus gréf3ere Proteinmengen zugefierden, als beim Menschen, weil der
Mensch hochst sensitiv und allergisch auf pflamdié®roteine reagieren kann. Ein weiterer
Faktor ist, dass die Menge an einsetzbarem Lupmoggip durch die traditionellen
Verzehrsgewohnheiten limitiert ist. Je nach Fraagjksigen kdnnten auch andere Versuchs-
bzw. Tiermodelle eingesetzt werden. Besonders geeigt hierfir das Schwein. Zum einen
muss das Schwein nicht durch Zulage von Cholestand Choleat an das humane
Lipoproteinverteilungsmuster angeglichen werdemmZanderen haben Schweine beziglich
des Lipidstoffwechsels eine aulRerordentliche Hogielaum Menschen (Gerrity et al. 2001,
Rohe et al. 2003, Luci et al. 2007) und sind dabesonders fur Untersuchungen
erndhrungsbedingter pathologischer Prozesse wibelsa, Adipostas und KHK geeignet
(Ding et al. 2000, Sundvold et al. 2001, Cheon@let?2005, Pfeffer et al. 2005). Anhand
dieser bereits vorliegenden Studien konnte das &ichviegenstand weiterfihrender
Untersuchungen und erndhrungsphysiologischer Relyggyen sein. Bestandteil weiterer
Untersuchungen kann auch die Aufklarung von Grugetanechanismen utber die Senkung
der Triglyceride durch Messung der Triglyceridkamzation im Fazes sein. Die Frage die es
ebenfalls noch in weiterfiihrenden Studien zu klagimn ist, welcher der nutritiven Faktoren,
die den GSH-Status verbessern konnen, auch diefremiapidparameter verandern kénnen.
Weiterhin kdnnte man in tierexperimentellen Untelsingen oder in Zellkulturstudien

variierende Cystein-Konzentrationen einsetzen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen insgesamt,\aassupinenprotein stark variierende und
multiple Effekte auf den Lipidmetabolismus bei Rattund in HepG2-Zellen ausgehen. Die
Beobachtungen und gewonnenen Erkenntnisse Ubeestboh- und triglyceridsenkende
Eigenschaften von Lupinenproteinen koénnten einentemiellen Beitrag flr

Strategiefindungen zur Senkung des Atherosklersikesd, liefern. Pflanzenproteine,

insbesondere Soja und Lupine werden zunehmendugddg ¥on funktionellen Lebensmitteln
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eingesetzt. Daher sollte in weiteren Untersuchungexchgewiesen werden, ob von
Lupinenproteinen nachhaltige gesundheitsférdernadufiigen ausgehen und medizinischer

Nutzen gezogen werden kann.
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6. Zusammenfassung

Imbalanzen des Lipidstoffwechsels, charakterisieiirch erhdohte Cholesterin- und
Triglyceridkonzentrationen im Blut zdhlen zu denugisikofaktoren bei der Entwicklung
koronarer Herzkrankheiten. Der Entstehung einerefdsklerose liegen eine Vielzahl von
kardiovaskularen Erkrankungen zugrunde, deren Rolgeae Schlaganfall und Herzinfarkt
zur haufigsten Todesursache der westlichen Indi&tdler zahlen. Die Inzidenz
erndhrungsbedingter Erkrankungen, vor allem vonzHeaeislauferkrankungen hat in den
letzten Jahren stark zugenommen. Der Bedarf und NBehfrage nach innovativen
therapeutischen Ansatzen zur Pravention und Aufkigr dieser Erkrankungen ist
dementsprechend hoch. Es ist bereits bekannt,Rfeswenproteine positive Wirkungen auf
den Cholesterin- und Triglyceridspiegel haben. 8ahreren Jahren ist bereits bekannt, dass
Leguminosen cholesterinsenkende Eigenschaften haberschiedene Studien haben fir
Sojaprotein und auch bereits fir Lupinenprotein itp@s Wirkungen auf die
Plasmalipidkonzentrationen beschrieben. Da bistherdangs nur wenige Studien existieren,
welche die prazisen Stoffwechselwege beschreibeltters im Rahmen dieser Arbeit die
Mechanismen, wodurch Lupinenprotein lipidsenkende wkardioprotektive Wirkungen
ausubt und welche mogliche bioaktive Komponentetmdaferantwortlich ist, naher
charakterisiert werden. Daher wurden verschiedexgeranentelle Untersuchungen am

Modelltier Ratte und Zellkulturstudien durchgefihrt

In einer ersten Untersuchung wurde Ratten eine odnglesterinamische Diat, die
Lupinenprotein aud_upinus angustifoliusenthielt, verabreicht. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass sich weder die Cholesterin- noch day€eridkonzentrationen im Plasma und
in den Lipoproteinen durch Fitterung von Lupinemgiro veranderten. Auch andere Studien
an Nagern konnten bereits beobachten, dass Lupioienp nur unter
hypercholesterinamischen Bedingungen lipidsenkeirkkew kann.

Um festzustellen, ob Lupinenprotein unter hyperigthen Bedingungen die
Lipidkonzentrationen in den Plasmalipoproteinen umdler Leber, sowie die hepatischen
Konzentrationen von ausgewahlten Genen des Ligfdstohsels beeinflussen kann, wurden
in einer weiteren Untersuchung Ratten mit einert,Dike entweder Lupinenprotein aus
Lupinus albusoder Casein enthielt, kontrolliert gefuttert. Daterden die Diaten entweder
mit einer Cholesterin/ Choleat-Mischung (hypercbt#anamisch) oder ohne Zulage

(normocholesterindmisch) supplementiert. Die Ergeden dieser Studie zeigten, dass
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isoliertes  Lupinenprotein ausLupinus albus im Vergleich zu Casein die
Triglyceridkonzentrationen in den Plasma-Lipopnoggi und in der Leber der
hypercholesterinamisch gefutterten Ratten senkem.k#/eiterhin konnte gezeigt werden,
dass die hepatischen mMRNA-Konzentrationen triglgdegraboler Gene hoéher in
Lupinenprotein-gefutterten Ratten war, als bei d€ontrolltieren. Zurlckzuflihren sein
konnte dies auf die Downregulation der Gene, didienTriglyceridsynthese involviert sind
und auf eine Erhéhung der mRNA der Gene, die fiir @eglyceridabbau verantwortlich
sind. Weiterhin konnte beobachtet werden, dassEffiekte bei hypercholesterindmischen
Ratten starker ausgepragt waren, als bei normostieoleamischen Tieren. Die
hypercholesterindmisch-gefltterten Tiere, die Lapprotein erhielten, hatten hohere
hepatische Cholesterinkonzentrationen und niedrig®1-Cholesterin-Konzentrationen, als
Casein-gefutterte Ratten. Die Ergebnisse zeigteritesh@, dass die Fitterung von
Lupinenprotein keinen Effekt auf die CholesterinAgentration in den VLDL+
Chylomikronen und den HDL-Fraktionen, sowie auf ldgpatischen mRNA-Konzentrationen
von Genen des Cholesterin- und Gallensaurestoffseeh ausibte. Die erhohte
Konzentration an Cholesterin in der Leber und dimeegelrigten Cholesterinkonzentrationen in
der LDL-Fraktion in Lupinenprotein-gefltterten Rattverglichen mit Casein kann anhand
der bisher untersuchten mRNA-Daten nicht erklartdea. Mogliche Mechanismen sollten
deshalb in weiterfihrenden Studien untersucht werdd@e beobachtete Reduzierung der
zirkulierenden Triglyceride und des LDL-Cholestsrinn Ratten, die Lupinenprotein
erhielten, verglichen mit Casein-gefitterten  Tierenweisen auf  mdgliche
gesundheitsférdernde Vorteile des Lupinenproteins h

In einer weiteren Studie wurde untersucht, in wigwaeach Lupinenprotein der blauen Lupine
(Lupinus angustifolius)die Plasmalipide von Ratten beeinflussen kann.tUbDafurde
hypercholesterinamischen Ratten verschiedene Sat&nLupine (Probor, Vitabor und
Boregine), sowie einex-/B-Conglutin-Fraktion der Boregine im Vergleich zu s€m
verabreicht. Die Ratten, die mit dem Totalprotetrait von Vitabor bzwa-/B-Conglutin-
Fraktion der Boregine gefittert wurden, hatten ifiiggnt erniedrigte Plasma- und VLDL-
Triglyceridkonzentrationen, verglichen mit Rattendie Casein erhielten. Der
Totalproteinextrakt von Vitabor war ebenfalls irr deage, die Cholesterinkonzentrationen in
den LDL um 37% zu senken. Dabei scheinen die lgnlenden Effekte der Sorte Vitabor
ebenfalls aus der reduzierten hepatischen Genexpnegon Genen, die in die Triglycerid-
und Cholesterinsynthese involviert sind, zu restéth. Die unterschiedlichen Wirkungen der
verschiedenen Lupinensorten derpinus angustifoliuscheinen nicht durch Isoflavone oder
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die Aminosaurezusammensetzung hervorgerufen zu Zeisammenfassend lasst sich zu
dieser Studie sagen, dass auch Protein laysinus angustifoliuslipidmodifizierendes
Potential besitzt.

Die bisher durchgefiihrten Studien zum Lupinenproteschéftigten sich ausschlief3lich mit
wachsenden und adulten Ratten. Daher sollte inr essgteren Studie die Wirkung von
Lupinenprotein ausLupinus angustifoliusauf den Lipidstoffwechsel trachtiger und
laktierender Ratten untersucht werden. Dafur wurdesibliche Ratten wahrend der
Verpaarung, Trachtigkeit und 18 Tage der Laktatroheiner hypercholesterinamischen Diat,
die entweder Lupinenprotein oder Casein erhieltiitggrt. Es konnte gezeigt werden, dass
Mutter der Lupinenproteindiat signifikant niedrigetriglyceridkonzentrationen im Plasma
und hohere Triglyceridkonzentrationen in Leber Whidth aufwiesen, als Casein-gefitterte
Tiere. Weiterhin konnte beobachtet werden, dasshd&iltterung von Lupinenprotein die
Cholesterinkonzentrationen im Plasma, VLDL, LDL uoeber signifikant erniedrigt und in
den HDL erhoht waren. Lupinenprotein induzierteee6-fache Steigerung der hepatischen
LDL-Rezeptor-Konzentration, senkte die hepatisam&NA-Konzentrationen von Genen der
Fettsaureoxidation und erhdhte die mRNA-Konzerdregn lipogener Enzyme in der
Milchdrise und somit auch den Milchfettgehalt. Dakdnnte in dieser Studie erstmals
gezeigt werden, dass Lupinenprotein auch wahreadhiigkeit und Stillzeit nachhaltig den
Lipidstoffwechsel durch Beeinflussung der Transkoip von lipidkatatabolen und
lipidanabolen Genen, sowie Genen des Cholestefiwstthsels, modifizieren kann.

Um zu identifizieren, ob Cystein als proteinassaté Komponente, die im Lupinenprotein in
relativ. hoher Konzentration vorkommt, fur die lipehkenden Wirkungen von
Lupinenprotein verantwortlich ist, wurde eine Zellkrstudie an HepG2-Zellen
durchgefuhrt. Es konnte in dieser Studie erstmalzeigt werden, dass eine Inkubation der
Zellen mit L-Cystein die mRNA-Konzentrationen voREBP-1c und seinen Zielgenen um
bis zu 50% erniedrigen konnte. Zellen, die mit Ls@n behandelt wurden, hatten signifikant
niedrigere Triglyceridkonzentrationen und erhdhtat&hionkonzentrationen, verglichen mit
der Kontrolle. In den Zellen, die gleichzeitig L-<igin und BSO, einem Inhibitor der
Glutathionsynthese, inkubiert wurden, konnte keiNerdnderung der Genexpression
beobachtet werden. Prooxidatives Kupfersulfat fiheu einer Erhdhung der mRNA-
Konzentrationen von SREBP-1c und seinen Zielgef&eichzeitige Inkubation der Zellen
mit L-Cystein fuhrte zu einer Erniedrigung der Geression verglichen mit den
Kontrollzellen. Insgesamt lasst sich sagen, dassliéser Studie erstmal gezeigt werden

konnte, dass eine Inkubation von HepG2-Zellen mi€Cylstein die mRNA-Expression
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SREBP-1c-regulierter lipogener Enzyme hemmt. Diéfézkt wurde maoglicherweise durch
erhohte intrazellulare GSH-Konzentrationen verttitt®ieser Mechanismus kdnnte zur
Aufklarung des Triglycerid-senkenden Effekts Cystegicher Proteine beitragen und somit

als Grundlage fur neue Strategien zur VorbeugumgHypertriglyceridamien dienen.

Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenddeitAgezeigt werden, dass
Lupinenprotein aud_upinus albusund Lupinus angustifoliusden Lipidstoffwechsel bei
wachsenden, adulten und laktierenden Ratten inchidenster Weise modifizieren kann.
Maogliche Stoffwechselwege konnten dabei unter Vaumg eines Tiermodells und anhand
von Zellkulturstudien identifiziert werden. DurclredErgebnisse dieser Arbeit wurden einige
Wirkmechanismen des Lupinenproteins nadher chaialddr So scheinen fur die
hypolipamischen Effekte urséchlich eine vermindelenovoFettsauresynthese, sowie eine
vermehrte Lipidausscheidung mitverantwortlich zuinseWeiterhin konnte in der
vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werddass die Fltterung von hohen Gehalten
an Lupinenprotein in laktierenden hypercholestenisghen Ratten nicht nur die
Triglyceridkonzentration in der Milch, sondern auahe mRNA-Konzentrationen an
lipogenen Enzymen in der Milchdrise erhoht. Inteaeserweise konnte gezeigt werden, dass
Lupinenprotein, welches wahrend Trachtigkeit undkthdon verabreicht wurde, stark
differenzierte Effekte auf den Lipidmetabolismusttéa verglichen mit adulten und
wachsenden Ratten. Die Beobachtungen und gewonrgRkenntnisse Uber cholesterin- und
triglyceridsenkende Eigenschaften von Lupinenpnetieikonnten einen potentiellen Beitrag
fur Strategiefindungen zur Senkung des Risikos dremdsklerose zu erkranken, liefern. Da
Pflanzenproteine insbesondere Lupine zunehmenduadg von funktionellen Lebensmitteln
eingesetzt werden, sollte in weiteren Untersuchangachgewiesen werden, ob von
Lupinenproteinen nachhaltige gesundheitsférderndixigen ausgehen und medizinischer

Nutzen gezogen werden kann.
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7. Summary

Imbalances of lipid metabolism which are charasestiby increased plasma cholesterol and
triglycerid concentrations, are known to be the rmask factors for the development of
coronare heart diseases. The development of atherosis is induced by multiple factors,
resulting in stroke and heart attack, which arevkm¢o be the main reasons for mortality in
the western countries. The incidence of nutritioimaluced diseases with special regard to
coronare heart diseases has increased very stuoimyg dhe last years. This fact is followed
by the high demand of innovative therapeutic irdations to prevent such diseases,
accordingly. It is already known since several gehat vegetable proteins, like from legumes
as soja or lupin, have a positive influence on esi@rol and triglyceride metabolism. Until
now, there are available only a limited number nides which are describing the exact
pathway for the lowering of lipid parameters. Thien aof the present studies was to
investigate the possible mechanisms resultingoid lowering and cardioprotective effects of
lupin protein and to investigate which bioactivenpmnents might be responsible for these
interactions. Within these studies, different stddgigns with rats or cell culture models were

chosen.

In first study rats were fed with a normocholedimuc diet containing either lupin protein or
casein. It was shown that neither concentrationsclublesterol nor concentrations of
triglyceride in plasma and lipoproteins were maaifiby feeding lupin protein. Another
studies with rodents observed that lupin proteiabke to descrease lipid exclusively under
hypercholesteremic conditions.

To determine the effect of lupin protein under lhipelemic conditions on concentrations of
lipids in liver and plasma lipoproteins and hepatiRNA concentrations of genes involved in
lipid metabolism, in another study rats were fegtglcontaining either lupin protein or casein.
The diets were supplemented with or without a ctel®l — choleate mixture. Results of this
study showed that lupin protein compared with casmivered concentrations of triglyceride
in plasma lipoproteins and liver of hypercholestaerats. Furthermore it could be shown
that hepatic MRNA concentrations of genes involiredatty acid synthesis were higher in
rats fed lupin protein than in rats fed caseineéson for this could be the downregulation of
genes involved in lipid metabolism and the upregmutaof genes involved in triglyceride
hydrolysis. It was observed that the hypolipideraftects were stronger in hyperlipidemic
rats than in normolipidemic rats. Hypercholesternaits fed lupin protein had increaesed
levels of hepatic concentration of cholesterol &wler levels of LDL-cholesterol compared
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to rats fed casein. Furthermore, the results shdhetdfeeding of lupin protein had no effect
on cholesterol concentration in VLDL + chylomikrenand HDL and hepatic concentrations
of genes involved in cholesterol and bile acid rmekam. The increase of cholesterol
concentration in liver and the lower levels of LIBhelesterol in rats fed lupin protein could
not be explained on the basis of mRNA-data. Pakmtiechanisms should be clarified in
further studies. Observed reduction of circulatinglyceride and LDL-cholesterol in rats fed
lupin protein indicate for health benefits of lurotein.

Another study investigated the effects of lupintpmo from blue lupin on plasma lipids of
rats. Hypercholesteremic rats were fed differedtivars of blue lupin (Probor, Vitabor and
Boregine) andx/ 3-conglutin from Boregine compared to rats fed qas€hese rats were fed
with TPE from Vitabor and alpha-/beta-conglutin hawer triglyceride concentrations in the
plasma and very-low-density lipoprotein (VLDL) thdre rats fed with casein. The TPE from
Vitabor was also able to decrease LDL-cholestebolua 37%. The antilipidemic effects of
Vitabor could result from reduced expression of tfenes involved in triglyceride and
cholesterol synthesis. The varied effects of d#ifércultivars of blue lupin are not mediated
by isoflavones or amino acid composition. In cosmua this study demonstrated that also
protein from blue lupin is capable to modify lipdrameters.

Recent Studies with lupin protein concerned exeklgiwith nonlactating growing and adult
rats. The aim of this study was to elucidate thiect$ of lupin protein on lipid meatbolism of
pregnant and lactating rats. Female rats were tethgl mating, pregnancy and 18 days of
lactation a hypercholesterinemic diet included hupiotein or casein as control. It was shown
that rats fed lupin protein had lower triglyceridgencentrations in plasma and higher
concentrations in liver and milk than rats fed aas€he cholesterol concentration in plasma,
VLDL, LDL and liver were lower and the concentratiof HDL cholesterol was higher in
dams fed the lupin protein. Lupin protein induce@,&-fold higher concentration of LDL
receptor in liver, reduced hepatic concentratidngemes involved in fatty acid oxidation and
incraesed lipogenic enzymes in mammary gland arikl faii content. For this reason it was
shown for the first time, that lupin protein is eépe to modified lipid metabolism during
pregnancy and lactation due influencing transaiptievels of genes involved in fatty acid
oxidation and synthesis and cholesterol homeostasis

To identify, whether the high concentrations ofteyse as protein-associated amino acid in
lupin protein are responsible for lipid loweringeslts of lupin protein, a cell culture with
HepG2-cells was conducted. This study showed fst fime that exposure cells with |-

cysteine reduced the concentrations of SREBP-1citantrget genes. Cells treated with |-
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cysteine had lower triglyceride concentrations dagher glutathione concentrations than
control cells. In cells which were concurrentelyated with I-cysteine and BSO, an inhibitor
of gluathione synthesis, an alteration of the gexgression was not observed. Pro-oxidant
CuSQ was capable to up-regulate gene expression of $REBand its target genes in |-
cysteine treated cells compared to control cellllsCconcurrentely treated with |-cysteine
and CuSQ@ descreased expression of genes involved in teglyanetabolism compared to
control cells. In summary this study showed fostfitime that I-cysteine rapidly down-
regulated transcription of genes involved in fatyd biosynthesis. This effects are possibly
mediated by an improved intercellular gluathioreus. This mechanism could contribute to
elucidate lipid lowering effects of proteins, righ cysteine, and therefore serve for new

strategies for prevention of dyslipidemia.

In conclusion studies showed that lupin proteinmfravhite and blue lupin is capable to
modify lipid metabolism of growing, adults and ltateng rats. Possible metabolic pathways
were identified with using animal models and cellturs. By the results of this work some
mode of action of lupin protein were characterizBdpressedie novofatty acid synthesis
and increased lipid excretion are maybe respongiblbypolipidemic action of lupin protein.
Furthermore it was shown for the first time thagdmg of high amounts of lupin protein to
lactating hypercholestemic rats elevate conceptiatiof triglyceride in milk as well as
MRNA-concentrations of lipogenic enzymes in mamngand. Interestingly, it was shown
that protein from lupin which was fed during pregoy and lactation had various effects on
lipid metabolism compared to growing and adults.rdbe oberservations and insights about
cholesterol- and triglyceride-lowering propertieslapin protein could help to find some
strategies to decreased the risks of atheroscéerBint proteins particularly lupin will field
as ingredient in functional food. The aim of furthevestigations is to verify health benefits

and medical use from lupin protein.
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