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Einleitung

1 Einleitung

Wihrend der Laktation kommt es zu anpassungsbedingten Verdnderungen im
Metabolismus, um eine ausreichende Milchproduktion zu gewihrleisten. Vor allem bei Ratte
und Maus kommt es durch die Laktation zu einer Verminderung der Aktivitidt des
Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptor o (PPARa), ein Transkriptionsfaktor, der tief
greifend an der Regulation des Lipidmetabolismus beteiligt ist. Daraus resultiert ein
energiesparender Effekt innerhalb des Organismus, der Energie zur Aufrechterhaltung der
Milchproduktion zur Verfiigung stellt. Des Weiteren konnte bei Ratten durch eine Aktivierung
des PPARa eine Stérung dieses Regulationsmechanismus ausgelost werden, was in einer
geringeren Verfiigbarkeit von Fettsduren fiir die Milchfettsynthese resultierte. Damit kam es
durch einen geringeren Milchfettgehalt zu einer Beeintrdchtigung des Wachstums der
Nachkommen.

Uber die Bedeutung des PPARa wihrend der Laktation der Sau ist bisher nur wenig
bekannt. In der eigenen Arbeitsgruppe konnte kiirzlich nachgewiesen werden, dass bei
laktierenden Sauen dieser Rezeptor in einzelnen Geweben gegeniiber nicht-laktierenden Sauen
vermehrt aktiviert ist. Jedoch wurden die Auswirkungen dieser Aktivierung auf die
Milchproduktion und die Entwicklung der Nachkommen bisher nicht untersucht.

Des Weiteren wurde bei Rindern wahrend der Laktation eine Entziindungsreaktion und
Aktivierung der antioxidativen Abwehr in der Leber beobachtet. Hinweise auf eine dhnliche
Reaktion konnte vor kurzem ebenfalls bei Sauen beobachtet werden. Weitere Erkenntnisse
beziiglich der Verdnderungen im Metabolismus bei Sauen sind jedoch nur in geringem Malle
vorhanden.

Im Folgenden werden Hintergrundinformationen zum PPARa, sowie die mit ihm in

Verbindung stehenden Signal- und Stoffwechselwege erliutert.



Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Laktation

2. 1.1  Allgemeines zur Laktation und Fakten zur Laktation der Sau

Unter der Laktation versteht man das fiir Sdugetiere einzigartige Stadium der Milchbildung
zur Versorgung der Nachkommen im Anschluss an die Trichtigkeit. Uber die Milch erhalten
die Neugeborenen eine hochverdauliche Nahrung mit allen wertvollen Inhaltsstoffen, die sie
zur Entwicklung in den ersten Tagen bis Wochen nach der Geburt bendtigen (Oftedal, 2012).
Ebenfalls trdgt die Milch iiber den hohen Gehalt an Immunglobulinen zur Auspriagung eines
passiven Abwehrschutzes in den ersten Tagen post natum bei (Engelhardt und Ahrens, 2005)
und hilft bei der Entwicklung der endokrinen Kompetenz (Capuco und Akers, 2009).

Die Milchzusammensetzung orientiert sich dabei an den unterschiedlichen Bediirfnissen der
jeweiligen Tierart, kann aber auch innerhalb einer Art aufgrund von endogenen und exogenen
Einfliissen variieren (Aurich und Engelhardt, 2010). Somit kann die Laktationsperiode, die
Rasse, das Nahrungsangebot, das Klima, die Nachfrage durch den Nachwuchs, die Anzahl der
Nachkommen, sowie deren Entwicklungsgeschwindigkeit die Zusammensetzung der Milch bei
den unterschiedlichen Tierarten erheblich beeinflussen (Klobasa et al., 1987; Wendt, 1994;
Klopfstein et al., 1999; Capuco und Akers, 2009; Aurich und Engelhardt, 2010).

Eine ausreichend versorgte Zuchtsau kann je nach Rasse mehr als 2,3 Wiirfe pro Jahr mit
durchschnittlich 10-12 Ferkeln produzieren (Kirchgefner, 2008). Auch sind Wiirfe mit 14
Ferkeln pro Wurf und bis zu 30 Ferkel pro Sau und Jahr keine Seltenheit mehr (Knox, 2004).
Die Milchleistung liegt dabei zwischen 8 und 10 kg pro Tag (King et al., 1993; Kirchgelner,
2008). Auldist et al. (2000) beschrieben sogar eine tdgliche Milchleistung von bis zu 13 kg. So
produziert die Zuchtsau im Verhéltnis zu ihrer Lebendmasse, unter Beriicksichtigung des
Protein- und Fettgehalts der Milch, etwa 30 bis 40 | Kuhmilch (KirchgeBner, 2008). Hier ist die
Milchzusammensetzung vor allem vom Alter, dem Laktationsstadium, der Jahreszeit, der
Gemelkfraktion und von dem Driisensegment abhingig (Onderscheka, 1969). Im Durchschnitt
produzieren Sauen eine reife Milch mit einem Proteingehalt von 5,1 bis 5,6 g Protein/100g
(Darragh und Moughan, 1998; Pluske et al., 1998) und einem Energiegehalt von 4,7 bis 6,1
MlJ/kg (Noblet und Etienne, 1986; Pluske und Dong, 1998; van den Brand et al., 2000). Werte
des Kolostrums liegen oberhalb dieser Grenzen. Je nach Entnahmezeitpunkt bewegt sich der

Anteil des Fetts in einem Bereich von etwa 5 bis 8 % (Onderscheka, 1969; Pluske und Dong,

V)
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1998). Das Maximum ihres tdglichen Produktionsvermogens erreicht die Sau etwa zwischen
dem 20. und 21. Tag post partum (Gill und Thomson, 1956; Noblet und Etienne, 1986;
Onderscheka, 1969). Einfluss auf die Menge der produzierten Milch nimmt neben der
WurfgroBe und dem Geburtsgewicht, sowohl die Dauer zwischen den einzelnen
Sdugeperioden, als auch verschiedene Umweltbedingungen wie unterschiedliche Temperatur-
und Lichtregime (Etienne ef al., 1998).

Der Zustand der Laktation bedeutet fiir das Muttertier eine grofe energetische Belastung, da
der Korper von einem anabolen Tréichtigkeitsmetabolismus in einen katabolen
Stoffwechselzustand iibergeht (Naismith, 1966; Shields und Mahan, 1983; Noblet et al., 1990;
Dewey, 1997; Westermeier et al., 1998). Dies versucht der Korper durch eine gesteigerte
Nahrungsaufnahme und durch einen erhéhten Abbau der Korperreserven zu decken (Shields
und Mahan, 1983; Westermeier et al., 1998). Meist reicht die Futterauthahme jedoch nicht aus,
um den Bedarf auszugleichen, was stark zu Lasten der Fett- und Proteindepots des Korpers

geht (Clowes et al., 2005; Rosenbaum et al., 2012a).

2.1.2  Anpassungsmechanismen wéhrend der Laktation

Weitreichende Untersuchungen an Nagern konnten zeigen, dass ihr Organismus wéhrend
der Laktation durch eine Hemmung des PPARa eine Verminderung der Fettsdureoxidation und
der Ketogenese in der Leber und Muskulatur verursacht, um vermehrt Fettsduren zur
Milchbildung bereitzustellen (Williamson, 1986; Whitelaw und Williamson, 1977; Gutgesell et
al., 2009). Ebenso wird iiber die Expression von Fettsduretransportern und Enzymen des
Fettsduremetabolismus in der Milchdriise die Menge an verfligbaren Rohstoffen fiir die
Milchsynthese gesteigert (Gutgesell et al., 2009). Es konnte ebenfalls dokumentiert werden,
dass diese Spezies wihrend der Laktation eine Verminderung der Thermogenese im braunen
Fettgewebe aufwiesen (Trayhurn ef al., 1982; Trayhurn, 1983; Barbera et al., 2000; Pedraza et
al., 2001) und eine erhohte Glykolyse zusammen mit einer verminderten Aktivitit der Enzyme
des Citratzyklus in der Muskulatur auftrat (Xiao, 2004).

In den letzten Jahren gab es ebenso zahlreiche Aufzeichnungen, die sich mit diesem Thema
am Beispiel der Kuh, als wichtigster Milchproduzent, auseinandersetzten (Loor et al., 2005,
2006, 2007; Morris et al., 2009; van Dorland et al., 2009; McCarthy et al., 2010; Rawson et al.,
2012; Schlegel et al., 2012a, 2012b). Diese zeigten, dass die Kuh mit einer Erhdhung des
Fettsduremetabolismus in der Leber auf das Stadium der Laktation reagiert und sich auch mit

einem entziindlichen Geschehen in der Leber auseinandersetzt. Somit wurde deutlich, dass

W
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verschiedene Tierarten zu unterschiedlichen Reaktionen im Stande sind, mit denen sie solche
Verdnderungen im  Stoffwechsel kompensieren konnen. Daher konnen keine
speziesiibergreifenden Aussagen getroffen werden.

Da die Zuchtsau ebenfalls eine enorme Leistung wihrend der Sdugezeit erbringt, ist auch
hier eine Untersuchung der Anpassungsmechanismen in der Phase der Laktation interessant.
Bisher existieren einzelne Studien zur Thematik der Regulationswege in der Milchdriise (Theil
et al., 2005; Laspiur et al., 2009). Clowes et al. (2005) konnten zeigen, dass Sauen wihrend der
Laktation stark auf das Proteinreservoir der Muskulatur zur Energieversorgung und
Milchsynthese zuriickgreifen. 2011 befassten sich Ringseis et al. (2011) mit dem
Fettsduremetabolismus im Bereich der quergestreiften Muskulatur und des Fettgewebes. Hier
kam man zu dem Schluss, dass Sauen, im Gegensatz zu Ratten und Miusen, nicht in der Lage
sind, den Verbrauch von Fettsduren in der Muskulatur zugunsten der Milchproduktion zu
erniedrigen, sondern sogar mit einer Erh6hung des Verbrauchs der Fettsduren reagieren.

Rosenbaum et al. (2012a) konnten bei Zuchtsauen darlegen, dass bei diesen, analog zur
Kuh, das Entziindungsgeschehen in der Leber vermehrt aktiviert und damit bei Sauen
gleichermallen eine anpassungsbedingte Entziindungsreaktion mit einer entsprechenden
Immunantwort wihrend der Laktation vorhanden ist. In einer zweiten Studie bewies man die
Hypothese, dass es aulerdem zu einer Hochregulierung der cytoprotektiven und antioxidativen
Abwehrmechanismen aufgrund vermehrt vorkommender reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

wihrend der Laktation in der Leber kommt (Rosenbaum et al., 2012b).

2.2  Der Peroxisomenproliferator-aktivierte Rezeptor a (PPARa)

2.2.1 Aufbau des PPARa und der Ablauf seiner Signalkaskade

Der PPARq, auch bekannt unter der Abkiirzung NR1C1, gehort neben seinen Isoformen
PPARPB/d (NR1C2) und PPARY (NR1C3) der Familie der Transkriptionsfaktoren an, die durch
spezifische Liganden aktiviert werden konnen. Diese Liganden kdnnen entweder endogener
oder synthetischer Natur sein (Willson und Wahli, 1997). Hierzu zdhlen zum einen freie
Fettsduren, besonders mehrfach ungesittigte Fettsduren, Eicosanoide und Prostaglandine, zum
anderen synthetische Agonisten der Fibrat-Familie (Clofibrat, Bezafibrat, Fenofibrat) und
Fibratderivate (Forman et al., 1997; Escher und Wabhli, 2000; Berger und Moller, 2002; Ferré,
2004; Mandard et al., 2004). Ebenso ist bekannt, dass der Rezeptor durch Energierestriktion

(Kersten et al., 1999) und durch die externe Aufnahme mehrfach ungesittigter Fettsduren der
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Rezeptor aktiviert werden kann (Lin et al.,, 1999; Mandard et al, 2004), was iiber die
Anflutung freier Fettsduren iiber die Blutbahn zustande kommt. Hierbei wirken Linol-, o-
Linolen-, Arachidon-, Eisosapentaen- und Docosahexaensdure als stirkste Aktivatoren,
wohingegen langkettige gesittigte oder kurzkettige Fettsduren eine erheblich schwéchere oder
keine Wirkung haben (Forman et al., 1997; Krey, 1997).

Hohe Expressionsraten dieses Rezeptors finden sich in Leber, Niere, Herz und
Skelettmuskel (Issemann und Green, 1990; Auboeuf et al., 1997; Nishimura et al., 2004). Im
Magen-Darm-Trakt konnte eine Expression in geringerem Ausmall festgestellt werden
(Braissant, 1996; Auboeuf et al., 1997). Issemann et al. (1990) konnten den PPARa in Gehirn
und Hoden, Braissant (1996) im Pankreas und den Ovarialfollikeln in sehr geringer
Ausprigung nachweisen. Bei Schweinen liegt dieser Rezeptor auch im Bereich des weilen
Fettgewebes in hohem Malle vor (Ding et al., 2000). Gewebe mit hohem Vorkommen des
Rezeptors sind Orte mit hoher mitochondrialer und peroxisomaler B-Oxidation. Dies zeigte
somit, dass der PPARa zum katabolen Fettsduremetabolismus beitrdgt (Braissant, 1996).
Dariiber hinaus hat er einen weitreichenden Einfluss auf die Glukoneogenese und Ketogenese
(Kersten et al., 1999; Mandard et al, 2004), den Aminosdurestoffwechsel, den
Gallensduremetabolismus sowie auf das Entziindungsgeschehen des Organismus (Mandard et
al.,2004).

Im Aufbau des Rezeptors bestehen Ahnlichkeiten zu den Kernrezeptoren der
Schilddriisenhormone, Retinsdure und Vitamin D3 (Desvergne, 1999; Kersten et al., 1999;
Escher und Wahli, 2000), weshalb sie zusammen auch unter der Bezeichnung der nukledren
Hormonrezeptoren bekannt sind (Lin ef al., 1999). Wird ein Ligand in der fiir Kernrezeptoren
typischen Ligand Binding Domain (LBD) gebunden, kann der Rezeptor mit der
charakteristischen DNA-Binding Domain (DBD), die aus zwei Zinkfingern besteht, an ein
PPAR-Response Element (PPRE) in der Promotorregion der Zielgene binden und die
Expression veranlassen. Hierzu muss der PPARa ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) formen (Abb.1), um an dem PPRE binden zu kénnen (Fruchart et al., 1999;
Berger und Moller, 2002). Der RXR kommt in den verschiedenen Formen RXRa, RXRf und
RXRy vor und muss ebenfalls durch Liganden, wie all-trans-, 9-cis-Retinsdure, Docosahexaen-
oder Arachidonsédure aktiviert werden (Heyman et al., 1992; Lengqvist, 2004). Das PPRE setzt
sich aus der sich einmal wiederholende Sequenz "AGGTCA" zusammen, wobei die beiden
Wiederholungen durch eine beliebige Base getrennt werden (Kliewer et al., 1992; Ferré, 2004;
Monsalve et al., 2013). Nach erfolgreicher Bindung des Komplexes kann eine Expression der

PPARa-abhédngigen Gene erfolgen.
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Abbildung 1: Prinzip der Genexpression durch PPARa. Bindet ein spezifischer Ligand an der LBD des
PPARa, wird dieser aktiviert und bildet mit RXR ein Heterodimer. RXR ist durch die 9-cis-Retinsdure ebenfalls
aktiviert worden. Das Dimer stellt einen aktiven Transkriptionsfaktor dar, der an das PPRE bindet und die
Zielgene mit einem PPRE in ihrer Promotorregion aktiviert. 9-cis R4 9-cis-Retinolsdure; LBD Ligand Binding
Domaine; PPARa Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a; RXR Retoid-X-Rezeptor; PPRE PPAR Response
Element. Schema in Anlehnung an Fruchart et al. (1999).

Bisher ist bekannt, dass die Auswirkungen einer Aktivierung des PPARa bei
unterschiedlichen Spezies nicht immer gleich verlaufen. Nager reagierten nach einer
Aktivierung des Rezeptors mit einer starken Proliferation der Peroxisomen und der Induktion
peroxisomaler Enzyme in der Leber, was iiber eine Hepatomegalie bis hin zur Entstehung eines
Leberkarzinoms fithren kann (Richert et al., 1996; Perrone et al., 1998; Holden und Tugwood,
1999; Cheon et al., 2005; Peters et al., 2005). Aufgrund dieser Beobachtung erhielt nicht nur
der Rezeptor seinen Namen, sondern Ratten und Méuse wurden unter der Bezeichnung der
"proliferierende Spezies" zusammengefasst. Weitere Tierarten, wie Primaten, Schweine oder
Meerschweinchen oder auch der Mensch, reagieren jedoch auf andere Art und Weise. Im
Gegensatz zu den Nagern zeigten diese in der Leber eine schwichere Expression des PPARa
und keine bzw. nur moderate Proliferation der Peroxisomen (Holden und Tugwood, 1999). Bei
Schweinen konnten mRNA-Konzentrationen in der Leber gemessen werden, die nur ein
Zehntel der bei Ratten und Mausen gemessenen Werte betrugen (Luci et al., 2007a). Aufgrund
dieser Eigenschaft werden diese Tierarten zu der Gruppe der "nicht-proliferierenden Spezies"

zusammengefasst (Luci et al., 2007b; Ringseis et al., 2009; Eder und Ringseis, 2010).
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2.2.2  Die Bedeutung des PPARa fiir die Laktation

Es ist mehrfach bewiesen worden, dass wihrend des Fastens eine Aktivierung des PPARa
als Adaptationsmechanismus stattfindet (Kersten et al., 1999; Escher und Wahli, 2000; Cheon
et al., 2005). Hierbei wirken die aus dem Fettgewebe freigesetzten Fettsduren als Liganden des
Rezeptors und bewirken in der Leber eine Transkription der entsprechenden Zielgene, die fiir
die peroxisomale und mitochondriale B-Oxidation, Ketogenese und Glukoneogenese notwendig
sind (Mandard et al., 2004). Da die Laktation einen stark katabolen Stoffwechselzustand,
vergleichbar dem des Fastens darstellt, wurde auch hier eine Aktivierung des PPARa
untersucht und beobachtet (Ringseis ef al., 2011). Um den erheblichen Energiegehalt der Milch
und die enorme Milchproduktion zur Versorgung des Nachwuchses (KirchgeBner, 2008)
aufrechtzuerhalten, fluten Fettsduren durch die stark negative Energiebilanz {iber die Blutbahn
an den Zielgeweben an und bewirken ebenfalls eine Aktivierung des PPARa (Ringseis et al.,
2011).

Anhand der Beobachtung, dass ein Anstieg einzelner Wege des Fettsduremetabolismus in
der Leber wie Fettsdureaktivierung, B-Oxidation und des Carnitin-Systems vorliegt, konnte auf
eine generelle Steigerung dieses Stoffwechselweges bei laktierenden Sauen durch eine PPARa-
Aktivierung geschlossen werden (Rosenbaum et al., 2012a, 2012b). Rosenbaum et al. (2012a)
konnten zusétzlich weitere Stoffwechselwege aufzeigen, die durch Aktivierung des Rezeptors
beeinflusst wurden. Eine erhohte Expressionsrate erfuhren solche Gene, die fiir Enzyme des
Aminosdurestoffwechsels kodierten, die glukogene Aminosduren synthetisieren und somit zur
Glukoneogenese beitrugen. Des Weiteren wurde eine erhdhte Expression von Enzymen des

Citratzyklus erfasst.

2.3 Laktationsbedingte Veranderungen im Immunsystem

Die Laktation wird nicht nur von einer Umstellung vom anabolen zum katabolen
Stoffwechsel begleitet, sondern es finden sich auch Verdnderungen im Abwehrsystem (Loor ef
al., 2005; Loor et al., 2007; Trevisi et al., 2012; GeBner et al., 2013).

Den Reaktionen des Immunsystems liegt ein zentraler Rezeptor zugrunde, der Nuclear
Factor-kappa B (NF-kB). Er stellt den zentralen Knotenpunkt des Entziindungsgeschehens dar
(Siebenlist et al, 1994; Pahl, 1999). Ebenfalls wurden Verinderungen beziiglich des
Signalweges des Nuclear Factor-erythroid 2-related Factor-2, kurz Nrf-2, aufgezeigt

(Rosenbaum et al., 2012b; GeBner et al., 2013), der innerhalb der antioxidativen und
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cytoprotektiven Abwehr eine grofle Rolle spielt (Chen, 2006; Kaspar et al., 2009; Baird und
Dinkova-Kostova, 2011).

2.3.1  Autbau des NF-kB und Ablauf seiner Signalkaskade

Der NF-kB wurde erstmals im Jahre 1986 in murinen B-Lymphozyten entdeckt (Sen und
Baltimore, 1986), konnte aber mittlerweile in vielen verschiedenen Zelltypen nachgewiesen
werden und gilt als ubiquitdr verbreitet (Baeuerle, 1994; Epstein et al., 1997; Zingarelli, 2005).
Innerhalb der Klasse der Sédugetiere wurden bisher sechs unterschiedliche NF-kB-Proteine
beschrieben, die alle der Relish- (Rel-) Familie angehoren (Zingarelli, 2005). Zu ihnen zdhlen
p50/p105 (NF-kB1), p52/p100 (NF-xB2), Rel (c-Rel), RelA (p65), RelB und v-Rel, wobei
p105 und p100 die jeweiligen Vorstufen der entsprechenden Proteine darstellen (Siebenlist et
al., 1994; Epstein et al., 1997; Barnes, 1997; Pahl, 1999; Ghosh und Karin, 2002). Sie agieren
als Homo- oder Heterodimer, wobei das haufigste und potenteste Heterodimer aus RelA (p65)
und p50 gebildet wird (Epstein et al, 1997; Pahl, 1999), im Folgenden nur als NF-«B
beschrieben. Die verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten unterscheiden sich im Spektrum
ithrer Zielgene und ihrer Aktivierungsstdrke (Siebenlist ef al., 1994; Barnes, 1997).

Allen NF-kB-Proteinen gemein ist die Rel Homologous Domain (RHD), die fiir die
Dimerisation, die DNA-Bindung, die Wanderung in den Kern und den Kontakt mit ihren
Inhibitorproteinen, den IkBs, verantwortlich ist (Pahl, 1999; Ghosh und Karin, 2002). Von
diesen Inhibitorproteinen sind sieben verschiedene Varianten bekannt, IxBa, IxBp, IkBy, IxBe,
Bcl-3, sowie die Vorstufen p100 und p105 (Ghosh et al., 1998). Sie besitzen in ihrer Struktur
wiederholende Ankyrin-Motive, welche fiir die Bindung am RHD zusténdig sind (Jacobs und
Harrison, 1998). Am RHD verbergen sie die Nuclear Localisation Sequence (NLS), ohne die
eine Translokation in den Kern nicht moglich ist (Siebenlist et al., 1994; Jacobs und Harrison,
1998; Ghosh et al., 1998). Im unstimulierten Zustand bilden die NF-kB-Dimere mit den IkBs
einen inaktiven zytosolischen Komplex (Epstein et al., 1997; Siebenlist et al., 1994; Ghosh et
al., 1998). Die Hauptvertreter der IkBs sind IkBa, IkBf} und IkBe, da sie die einzigen Vertreter
sind, die eine Regulationseinheit fiir den stimulus-induzierten Abbau aufweisen (Karin und

Ben-Neriah, 2000).
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Abbildung 2: Prinzip der Genexpression durch NF-kB. Im unstimulierten Zustand liegt der NF-kB gebunden
an sein Inhibitorprotein IkBa inaktiv im Zytoplasma vor. Im stimulierten Zustand wird die IKK aktiviert und
phosphoryliert IkB. Phosphoryliertes IxB 16st sich von dem NF-kB-Dimer und wird nach Ubiquitinierung im
Ubiquitin-Proteasomen-System abgebaut. Das freie NF-kB kann anschlieBend in den Kern wandern und dort an
seinen kB-Sites binden. Es folgt die Transkription der Zielgene. IxkBa Inhibitor a of kB; /KK IkB-Kinase; NF-xB
Nuclear Factor kB. Schema in Anlehnung an Ghosh und Karin (2002).

Erfolgt nun eine Stimulation der Zelle, kommt es zu einer Aktivierung der IkB-Kinase
(IKK) (Israel, 2010). Diese besteht aus drei Anteilen, der IKKa, IKKB und IKKy (NEMO),
wobei IKKa und IKKf die katalytische und IKKy die regulatorische Funktion iibernimmt
(Ghosh und Karin, 2002; Israel, 2010). Die IKK veranlasst eine Phosphorylierung von IkBa,
welches umgehend ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom abgebaut wird (Karin und Ben-
Neriah, 2000), was in Abbildung 2 dargestellt ist. Weitere Wege zum Abbau von IkBs sind
noch nicht hinreichend erforscht und bediirfen weiterer Untersuchungen. Auch die
Umwandlung der Vorstufeninhibitoren pl00 und pl05 scheint auf dem Ubiquitin-
Proteasomen-System zu basieren, ist aber ebenso noch nicht génzlich geklért (Karin und Ben-
Neriah, 2000).

Da somit der inaktivierende Teil entfernt wurde und die NLS freiliegt, kann das NF-«kB-
Dimer folglich in den Kern wandern und an so genannte xB-Sites binden (Abb. 2). Diese xB-
Site beschreibt eine Sequenz mit der Basenabfolge 5'-GGGPuNNPyPyCC-3' (Baeuerle, 1994;
Barnes, 1997; Karin und Ben-Neriah, 2000), wobei "Pu" eine Purinbase, "Py" eine

Pyrimidinbase und "N" eine willkiirliche Base beschreibt. Durch die Bindung an diese
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Sequenz, die sich in der Promotorregion der Zielgene befindet, wird die Transkription dieser
eingeleitet.

Als Ausloser einer Signalantwort kommt bei NF-kB eine Vielzahl an Stimuli in Frage.
Hierzu gehoren unter anderem bakterielle, virale oder parasitire Oberflichenproteine,
proinflammatorische Cytokine, Proteinkinase C-Aktivatoren, ultraviolette oder radioaktive
Strahlung, sowie oxidativer Stress als auch Stress im endoplasmatischen Retikulum (Barnes,
1997, Pahl, 1999). Neben Adhisionsmolekiilen, Akute-Phase-Proteinen, Chemokinen,
Cytokinen, Rezeptoren und Wachstumsfaktoren gehoren mehr als 150 Zielgene dem NF-«xB an,
die alle weitreichend am Entzlindungsgeschehen des Korpers beteiligt sind (Pahl, 1999). Da
exprimierte Cytokine, wie TNFa oder IL-1, gleichzeitig zu den Aktivatoren als auch zu den
aktivierten Genen zdhlen, wird die Entziindungsantwort in einem positiven Regelkreis
aufrechterhalten (Siebenlist et al., 1994; Barnes, 1997). Allerdings ist NF-xB auch in der Lage
durch das Vorhandensein dreier xB-Sites in der Promotorregion von IkBa (Ito et al., 1994) die
Expression des eigenen Inhibitors einzuleiten (Barnes, 1997; Ghosh ef al., 1998). In Form eines
negativen Regelkreises unterbricht NF-kB infolgedessen seine eigene Aktivitit. IkBa ist dabei
in der Lage, neben der Bildung des hemmenden Komplexes, auch direkt am aktiven NF-kB an
der DNA anzusetzen und diesen ins Zytosol zuriickzufiihren (Zabel und Baeuerle, 1990; Ghosh
et al., 1998; Fernandez-Alvarez et al., 2011).

2.3.2  Aufbau und Ablauf der Signalkaskade des Nrf2

Der Nrf2 gilt als der wichtigste Transkriptionsfaktor im antioxidativen Abwehrgeschehen
(Kaspar et al., 2009). Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), reaktive Stickstoffspezies (RNS) und
Elektrophile werden im Korper als Nebenprodukte wéhrend einer Vielzahl von
physiologischen, aber auch pathologischen Reaktionen gebildet. Im Falle eines
Ungleichgewichts mit zu hohem Vorkommen dieser Substanzen, kann es aufgrund ihrer hohen
Reaktivitdt zu starken Schiden an Zellen und Geweben kommen. Sie miissen somit aus dem
Organismus eliminiert und ein Gleichgewicht wiederhergestellt werden (Kaspar et al., 2009;
Jung und Kwak, 2010; Kim et al., 2010; Ma, 2013). Hierbei agiert der Nrf2 als zentraler
Transkriptionsfaktor detoxifizierender, zytoprotektiver und antioxidativer Gene (Baird und
Dinkova-Kostova, 2011).

Dieser basic leucine zipper-Transkriptionsfaktor gehort, neben NF-E2, Nrfl, Nrf3, Bachl
und Bach2, zu der Cap'n'Collar- (CNC-) Familie. Sie alle binden an eine ihnen spezifische

Sequenz, welche als ARE (Antioxidant Response Element) bezeichnet wird und die

10



Literaturiibersicht

Basenabfolge 5'-TGACNNNGC-3' (N - willkiirliche Base) aufweist (Lee und Johnson, 2004;
Baird und Dinkova-Kostova, 2011; Tkachev et al., 2011; Ma, 2013). Diese Promotorregion ist
auch unter dem Namen Electrophile Response Element (EpRE) bekannt (Baird und Dinkova-
Kostova, 2011).

Um an das ARE binden zu konnen, muss Nrf2 ein Heterodimer mit kleinen Maf-Proteinen
(MafF, G, T) bilden (Li et al., 2008; Ma, 2013). Ebenso kommt auch das jun proto-oncogene
(c-Jun) (Venugopal und Jaiswal, 1998) und der Activating Transcription Factor 4 (ATF4) (He,
2001) als Dimerisierungspartner in Frage. Jedoch zeigt das kleine Maf-Protein MafK eine
hemmende Wirkung (Nguyen, 2000).

Das Grundgeriist des Nrf2 besteht aus sechs Untereinheiten, den so genannten Nrf2-ECH-
Homology (Neh) -Domidmen (Neh 1-6), welche unterschiedliche Funktionen besitzen. Nehl
besteht aus der typsichen basic leucine Zipper-Domiane und dient der Dimerisation und
Bindung mit dem ARE. Neh 3, 4 und 5 binden unterschiedliche Koaktivatoren. Neh 2 und 6
fungieren als Regulationseinheiten der Proteinstabilitdt. Des Weiteren dient Neh2 der Bindung
des Inhibitorproteins Keap1 (Tkachev et al., 2011).

Das Inhibitorprotein Keapl (Kelch-like ECH-Associating Protein 1) ist ebenso aus mehreren
Untereinheiten aufgebaut; die BTB-Doméne (bric-a-brac, tramtrack, broad complex), welche
zur Dimerisation und Proteininteraktion dient, die IVR-Doméne (Intervening Region) mit
reaktiven Cysteinresten und die DGR-Domine (Double Glycine Repeats - Kelch repeats), iiber
die das Keapl mit der Neh2 des Nrf2, als auch mit dem Aktin im Zytoskelett der Zelle in
Verbindung steht (Kaspar et al., 2009; Baird und Dinkova-Kostova, 2011; Ma, 2013). Uber die
BTB bindet Keap1 ferner Cullin 3/Ringbox protein 1 (Cul3/Rbx1), wodurch es einen Kontakt
zum E3-Ubiquitinligase-Komplex aufbauen kann (Cullinan ef al., 2004; Kobayashi et al.,
2004).
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Abbildung 3: Prinzip der Genexpression durch Nrf2. Nrf2 wird unter basalen Bedingungen durch die Bindung
von Keapl und den daran anschlieBenden Cul3/Rbx1-E3-Ubiquitinligase-Komplex abgebaut. Durch Stimulatoren
(ROS, Elektrophile) wird Keap1 in seinen Cystinresten verdndert und gibt den zuvor gebundenen Nrf2 frei. Dieser
wandert in den Kern, bildet ein Heterodimer mit sMaf, AT4 oder c-Jun und induziert die Transkription der
Zielgene mit einem ARE in ihrer Promotorregion. ARE antioxidant response element; ATF4 Activating
Transcription Factor 4; c-Jun Jun Proto-Oncogene; Cul3 Cullin 3; Keapl Kelch-like ECH-associating Protein 1;
Nrf2 Nuclear Factor—Erythroid 2-Related Factor-2; Rbx/ RING Box Protein 1; ROS Reaktive Sauerstoffspezies;
sMaf Small Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Proteins. Schema in Anlehnung an Tkachev et al. ( 2011).

Im unstimulierten Zustand ist der Nrf2 stets durch das Homodimer seines Inhibitorproteins
am Aktin des Zytoskeletts der Zelle gebunden und wird nach Ubiquitinierung kontinuierlich
durch das 26S-Ribosom abgebaut (Abb. 3) (Kaspar et al., 2009; Kim et al., 2010; Tkachev et
al., 2011). Besteht nun ein Uberschuss an ROS oder Elektrophilen, werden durch Reaktion
dieser mit den Sulthydrylgruppen der Cysteinreste Disulfidbriicken in der IVR des Keapl
gebildet. Durch die Anderung der dreidimensionalen Struktur des Inhibitorproteins wird der
Nrf2 geldst und kann in den Kern wandern. Nach Bildung des Heterodimers kann er dort die
Transkription der Zielgene mit einem ARE in der Promotorregion veranlassen (Dinkova-
Kostova et al., 2002; Kim et al., 2010), was in Abbildung 3 dargestellt ist. Zu diesen zdhlen
unter anderem Enzyme der Phase-II-Reaktion des Fremdstoffmetabolismus, zelluldre
Signalproteine und antioxidative Enzyme (Itoh et al., 1997; Kaspar et al., 2009; Ma, 2013).

Zur Aktivierung des Nrf2 existieren jedoch noch diverse andere Modelle, die nicht bis ins
Detail bewiesen sind. Sie zeigen aber, dass unterschiedliche Wege fiir Induktoren existieren
und nicht alle auf eine einheitliche Art und Weise agieren. Fiir weitere Erkenntnisse bedarf es

einer intensiveren Forschung.
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2.3.3 Interaktion zwischen NF-xB und Nrf2

ROS kommen als auslosende Substanzen sowohl im Signalweg des NF-«xB, als auch in dem
des Nrf2 vor. Uber die Aktivierung des NF-kB fiilhren sie zur Induktion -einer
Entziindungsantwort, durch welche weitere ROS gebildet werden (Hakim, 1993). Im Bereich
des Nrf2 induzieren sie die antioxidative Abwehr (sieche 1.3.2).

In Studien konnte dargelegt werden, dass der Nrf2 zusétzlich auch an der Bekdmpfung des
Entziindungsgeschehens beteiligt ist, sowie eine schiitzende Wirkung auf Gewebe und Zellen
besitzt (Braun et al., 2002; Cho et al., 2002; Cho, 2004; Chen, 2006). Untersuchungen an Nrf2-
Knockout-Méusen zeigten {bersteigerte Entzlindungs- und Autoimmunreaktionen in
verschiedenen Organen (Ma et al., 2006), wie auch eine erhohte Empfianglichkeit fiir
experimentell induzierte Erkrankungen (Rangasamy et al., 2004; Rangasamy, 2005; Khor et
al., 2006; Johnson et al., 2010). Die Wildtypen dagegen wiesen erh6hte Expressionsraten der
antioxidativen Enzyme und verminderte Raten an proinflammatorischen Substanzen auf. Nrf2-
Knockout-Méuse, die eine Nrf2-Aktivierung erfuhren und bei denen zusétzlich mittels
Lipopolysaccharid die Induktion einer Entziindungsreaktion hervorgerufen wurde, reagierten
mit einer Verminderung der proinflammatorischen Substanzen (Innamorato et al., 2008; Koh et
al.,2011).

Die Verminderung der inflammatorischen Reaktion beruht auf einer Interaktion der
Signalwege von Nrf2 und NF-kB. Es konnte bewiesen werden, dass Nrf2-Aktivatoren fahig
sind, hemmend in den Signalweg des NF-«kB einzugreifen. Uber die Verinderung der
Cystinreste des Keap-1, wird die Aktivitit des Nrf2 gesteigert (siche 1.3.2). Solche Cystinreste
konnten bei der p50- und p65-Untereinheit des NF-xB und bei der IKKf durch den Nrf2-
Aktivator 15-Deoxy-A'*'*-Prostaglandin-J, (15d-PGJ,) verindert werden, was zu einer
Inhibierung des NF-«kB fiihrte (Straus et al., 2000; Cernuda-Morollon, 2001).

Des Weiteren konnten Xu et al (2005b) beweisen, dass die Nrf2-Aktivatoren
Phenylethylisothiocyanat (PEITC - Xu, 2006) und Sulforaphan (Shinkai et al., 2006), iiber die
Hemmung der Phosphorylierung von IKK und IkB und {iber die Inhibierung der Wanderung
von p65 in den Kern, die Wirkung des NF-kB blockieren konnten (Xu et al., 2005b). Lee et al.
(2009) zeigten, dass Keapl nicht nur als Inhibitor des Nrf2 agiert, sondern auch IKKf bindet,
diese dem E3-Ubiquitinligase-Komplex zufiihrt und somit die Freisetzung des NF-«xB
behindert.

Ob jedoch auch eine direkte Interaktion zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren

existiert, bleibt noch zu iiberpriifen.
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2.3.4  Wirkung des PPARa im Entziindungsgeschehen

Durch den Nachweis einer verldangerten Entziindungsreaktion bei PPARa-Knockout-Miusen
konnten Devchand et al. (1996) erstmals einen Beweis fiir die Beteiligung des PPARa am
Entziindungsgeschehen erbringen. Der natiirliche PPARa-Agonist Leukotrien B4 (LTB4)
konnte diesen Signalweg aktivieren und die Bildung von Enzymen veranlassen, die zum
Erliegen des Entziindungsprozesses durch den Abbau solcher proinflammatorischer Zytokine
fiihrten. Somit induziert LTB4 seinen eigenen Katabolismus. Durch den Wegfall der PPARa-
bedingten Wirkung zeigte sich bei PPARa-Knockout-Mausen eine verlingerte Immunantwort
als Reaktion auf LTB4 (Devchand et al., 1996). Diese Wirkung konnte durch weitere Studien
bestdtigt werden, in denen anhand von Versuchen in vitro und in vivo ebenfalls eine
inhibitorische Wirkung des PPARa auf die Expressionsrate zytokininduzierter Gene aufgezeigt
werden konnte (Staels et al., 1998b; Poynter, 1998; Delerive, 1999; Kockx et al., 1999; Marx
etal., 1999).

Dieser Effekt kommt aufgrund einer Interaktion mit dem Signalweg des NF-«B zustande.
Delerive et al. (1999, 2002) konnten einen direkten Kontakt der LBD des PPARa zur RHD der
p65-Untereinheit des NF-kB nachweisen, woraus eine verminderte Expression der NF-«xB-
Zielgene resultierte. In einer weiteren Studie fand man heraus, dass dies auf der Expression des
Inhibitorproteins IkBa basiert (Delerive, 2000). Delerive et al. (2000) konnten zeigen, dass
jedoch nicht die Translokation in den Kern behindert, sondern die DNA-Bindungsaktivitét des
Komplexes tliber eine Ansammlung neusynthetisierter kB Proteine im Kern herabgesetzt wird.
Jedoch wurde herausgefunden, dass diese Tatsache nicht darauf beruht, dass IkB ein direktes
Zielgen des PPARa darstellt, sondern dass PPARa iiber Stimulation der p65-Untereinheit die
negative Riickkopplung des NF-kB aktiviert (Delerive, 2002). Die im Promotor des IkB
befindliche xB-side wird durch PPARa verstérkt aktiviert und fiihrt zur Unterdriickung der NF-
kB-Bindungsaktivitit (Delerive, 2002).

In einer Studie von Poynter et al. (1998) konnte dargelegt werden, dass liber den Signalweg
des PPARa, angesichts verminderter Mengen an ROS und H,0,, der oxidative zelluldre Stress
verringert werden konnte. Sie beschrieben die Theorie, dass durch das verminderte
Vorkommen der auslosenden Substanzen des NF-kB-Signalwegs, dessen Aktivitit ebenfalls

gesenkt und die Produktion proinflammatorischer Substanzen reduziert wird.
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2.4  Sterol Regulatory Element Binding Proteins

Im Hinblick auf die Auswirkung einer PPARa-Aktivierung auf den Lipidmetabolismus,
haben sich in den letzten Jahren einige Studien mit der Hypothese beschéftigt, dass auch der
Signalweg der Sterol Regulatory Element-Binding Proteins, kurz SREBPs, die ebenfalls am
Lipidstoffwechsel beteiligt sind, durch diese Aktivierung beeinflusst wird (Roglans et al.,
2001; Guo et al., 2001; Patel et al., 2001; Shiota et al., 2003; Le Jossic-Corcos et al., 2004;
Knight et al., 2005; Konig et al., 2007; Luci ef al., 2007a; Fernandez-Alvarez et al., 2011).

Die SREBPs sind Transkriptionsfaktoren, die in inaktivierter Form an der Membran des
endoplasmatischen Retikulum (ER) gebunden vorliegen. Sie gehoren zu der Familie der basic
helix-loop-helix-leucin zipper Transkriptionsfaktoren (Brown und Goldstein, 1997). Sie
bestehen aus einer DNA-bindenden Region, zwei transmembranen Segmenten mit einer
innerhalb des ER liegenden schlaufenféormigen Sequenz und einer zur Regulation fahigen
Region am Carboxy-Terminus (Eberl¢ et al., 2004).

SREBPs bilden zusammen mit dem Begleitprotein SCAP (SREBP Cleavage-Activating
Protein) ein Dimer, das sie nach einem Stimulus vom ER zum Golgi-Apparat befordert, wo die
SREBPs weiteren Modifikation unterzogen werden (Abb. 4). Dort spaltet die Site-/- und Site-
2-Protease die SREBPs, bis nur noch der N-Terminus als aktiver Teil bestehen bleibt (nuclear
SREBP - nSREBP) und in den Kern wandert. Dort bindet es an die Sterol Response Elements
(SRE) und kann die Transkription der Zielgene veranlassen (Brown und Goldstein, 1997,
Horton und Shimomura, 1999; Shimano, 2001; Horton et al., 2002).
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Abbildung 4: Prinzip der Genexpression durch SREBPs. Das SREBP (hier allgemein fiir SREBP-1c und -2
beschrieben) liegt im unstimulierten Zustand zusammen mit dem Begleitprotein SCAP an die Inhibitorproteinen
Insig 1 und 2) in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums gebunden vor. Durch einen Mangel an Sterolen
oder iiber einen Anstieg des Insulinspiegels, 16st sich SCAP von Insig und eskortiert das bislang noch unaktivierte
SREBP zum Golgi-Apparat. Dort durchtrennt das S1P die innere Schlaufe des SREPB, die aufien liegende bHLH-
Doméne wird durch das S2P abgespalten. Das isolierte nSREBP wandert in den Kern und bewirkt die Expression
seiner Zielgene.

Abkiirzungen: bHLH Basic Helix-Loop-Helix-Leucin Zipper; ER Endoplasmatisches Retikulum; /nsig Insulin-
Induced Gene; nSREBP Nuclear SREBP; Reg Regulatorische Doméne; S1P Site-1-Protease,; S2P Site-2-Protease;
SCAP SREBP Cleavage-Activating Protein; SREBP Sterol Regulatory Element Binding Protein; SRE Sterol
Response Element. Schema in Anlehnung an Espenshade (2006).

Innerhalb der Gruppe der SREBPs existieren drei Isoformen, SREBP-1a, SREBP-1c und
SREBP-2. In der Leber kommen iiberwiegend die Formen SREBP-1c und SREBP-2 vor, wobei
SREBP-1c malgeblich fiir die Triglycerid- und SREBP-2 fiir die Cholesterinsynthese
verantwortlich ist (Shimano, 2001; Horton et al., 2002). SREBP-1a ist an beiden Vorgéingen
beteiligt, jedoch in der Leber nur in geringeren Maflen vertreten (Shimomura et al., 1997;
Horton et al., 2002). Reguliert wird das Geschehen {iber die Sterolsensitivitit des SCAP,
welches tliber ein negatives Feedback den Transport zur Aktivierung der SREBPs verhindert
(Nohturfft, 1998; Brown und Goldstein, 1999). Somit fiihrt ein Uberschuss an Sterolen zu einer
Unterdriickung der Eskortierung des SCAP/SREBP-Komplexes zum Golgi-Apparat und
dadurch zur Hemmung der Produktion an Cholesterin. Davon betroffen sind hauptsdchlich

SREBP-1a und SREBP-2, da diese an der Cholesterinbiosynthese beteiligt sind. SREBP-Ic
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wird nach neuesten Studien {iber eine Insulinabhidngigkeit gesteuert und bleibt von Sterolen
weitestgehend unbeeinflusst (Shimano, 2001). Dies wird iiber spezielle im ER wirkende
Proteine, den sogenannten Insulin-induced genes, Insig-1 und Insig-2, vermittelt (Rawson,
2003). Bei steigendem Insulin wird die Expression von SREBP-1¢ angeregt und fordert die
Bildung neuer Triglyceride (Espenshade, 2006).

Fiitterungsversuche haben gezeigt, dass durch einen Entzug von Nahrung bei Miusen
sowohl die Expression von SREBP-1c, SREPB-2, als auch ihrer Zielgene stark zuriickgeht.
Durch Wiederaufnahme einer kohlehydratreichen Fiitterung stieg die Menge des SREBP-1c¢
iiber das Ursprungsniveau an. Die SREBP-2-Expression nahm ebenfalls zu, jedoch nur bis zum
Erreichen der Ausgangsmenge (Horton et al., 1998). Ebenso konnte eine Zugabe mehrfach
ungesittigter Fettsduren zur Diét eine Reduktion von SREBP-1c¢ und der Vorstufe des SREBP-
2, sowie der Enzyme der Cholesterin- und Fettsduresynthese bewirken (Worgall, 1998; Kim,
1999).

Nahrungskarenz und mehrfach ungesittigte Fettsduren gelten ebenfalls als Aktivatoren des
PPARa-Systems (Kliewer et al., 1997; Forman et al., 1997; Lin et al., 1999). In Studien zum
gegenseitigen Einfluss von PPARa und SREBPs konnte meist eine aktivierende Wirkung des
PPARa bei Ratte, Maus und Hamster festgestellt werden; man kam jedoch zu
unterschiedlichen Ergebnissen (Roglans et al., 2001; Guo et al., 2001; Patel et al., 2001; Shiota
et al., 2003; Le Jossic-Corcos et al., 2004; Knight et al., 2005; Koénig et al., 2007). Auch
gegensitzliche Resultate innerhalb derselben Tierart traten auf (Roglans et al., 2001; Konig et
al., 2007). Luci et al. (2007a) untersuchten die Auswirkungen einer PPARa-Aktivierung durch
Clofibrat am Beispiel des Schweins. Hier kam man zu dem Ergebnis, dass die Cholesterin- und
Triglyceridkonzentrationen im Plasma durch die Behandlung vermindert waren. Ein Einfluss
auf die Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen der Leber und auf die Expression der
SREBPs war allerdings nicht vorhanden (Luci et al., 2007a). Studien am Menschen zeigten
hierzu nur teilweise iibereinstimmende Effekte (Vu-Dac et al., 1995; Staels et al., 1998a;
Fernandez-Alvarez et al., 2011). Somit ist anzunehmen, dass eine Ubertragung der bisher
bestehenden Erkenntnisse nicht problemlos auf andere Spezies vorgenommen werden kann und

es fiir jede Tierart individueller Recherche bedarf.
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2.5 Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) und die Unfolded Protein
Response (UPR)

2.5.1 Regulationsmechanismen der UPR

Das ER ist ein multifunktionelles Zellorganell. Seine Aufgabe besteht in der Reifung
(posttranslationale Modifikation, Faltung, Oligomerisierung) und Qualitdtskontrolle von
Transmembran- und sekretorischen Proteinen (Kaufman, 1999; Ellgaard und Helenius, 2003).
Ferner findet hier die intrazelluldre Calcium-Speicherung und Bildung zelluldrer Lipide und
Sterole statt (Kaufman, 1999). Die Faltung der Proteine erfolgt mit Hilfe von so genannten
Chaperonen (Schroder und Kaufman, 2005b). Die Hauptvertreter dieser Gruppe sind die
Hitzeschockproteine (Heat Shock Proteins; HSP) und Enzyme der Familie der
Proteindisulfidisomerasen (PDI) (Ellgaard und Helenius, 2003). Diese werden zusitzlich von
Foldasen bei der Faltung der Proteine unterstiitzt (Schroder und Kaufman, 2005a).

Kommt es zum ER-Stress, der durch ein Ungleichgewicht zwischen Proteinaufkommen und
Proteinfaltungskapazitit im ER gekennzeichnet ist (Cnop et al., 2012), muss eine
Gegenreaktion zur Wiederherstellung des Gleichgewichts durch die Zelle eingeleitet werden,
die sogenannte Unfolded Protein Response (UPR) (Kaufman, 1999; Schroder und Kaufman,
2005b; Ron und Walter, 2007; Cnop et al., 2012; Hetz, 2012). Hierzu steigert die Zelle die
GroBBe des ER, mindert die Translation neuer Proteine und bewirkt eine Steigerung der
Faltungsleistung der Zelle (Schroder und Kaufman, 2005b). Ist die Zelle nicht in der Lage die
Homoostase wieder herzustellen, leitet sie ithren Zelltod ein (Breckenridge et al., 2003; Rao et
al., 2004). Das Wiedererreichen dieses Gleichgewichts ist notwendig, da zu grofle Mengen an
un- und fehlgefalteten Proteinen durch Aggregatbildung Zellschdden hervorrufen konnen und
zur Entstehung von schwerwiegenden Krankheiten beitragen (Barral et al., 2004).

Bei Sdugern existieren als Antwort auf den ER-Stress drei Regulationsmechanismen, bei
denen jeweils ein Transmembranprotein an der Spitze der Regulationskaskade steht. Hierzu
zahlen IRE1 (Inositol-requiring Kinase 1/ Endonuclease 1), PERK (PKR-like ER-Kinase/
Pancreatic ER Kinase) und ATF6 (Activating Transcription Factor 6) (Kaufman, 1999;
Schroder und Kaufman, 2005a; Ron und Walter, 2007; Todd et al., 2008; Cnop et al., 2012).
Diese Transmembranproteine binden im physiologisch inaktiven Zustand mit ihrer ER-
luminalen Doméne an das Chaperon HSPAS (dargestellt in Abbildung 5a), welches auch unter
den Bezeichnungen BiP (Immunglobulin Heavy Chain Binding Protein) oder GRP78 (Glucose
Regulated Protein 78) bekannt ist (Schroder und Kaufman, 2005b; Cnop et al., 2012). Haufen
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sich fehl- oder ungefaltete Proteine im ER an und kann der Sollzustand nicht durch die freien
Chaperone wieder hergestellt werden, 10st sich gebundenes HSPAS von den
Transmembranproteinen ab und leitet die Faltung der angefallenen Proteine ein (Gething,
1999). Diese Loslosung fiihrt zum Ablauf der Reaktionskaskaden der jeweiligen
Transmembranproteine (Xu et al., 2005a), was in Abbildung 5b dargestellt ist. HSPAS wird
daher auch als Masterregulator der UPR bezeichnet (Hendershot, 2004).

ATF6 existiert in zwei Isoformen, ATF6a und ATF6B (Yoshida et al., 2001b), wobei
ATF6p auch unter dem Namen CREB-RP/G13 (Haze et al., 2001) bekannt ist. Im Geschehen
der UPR scheint ATF6p allerdings nur eine untergeordnete Rolle zu spielen (Thuerauf, 2004).
Der dem ER-Lumen zugewandte Anteil des ATF6 besitzt zwei Golgi Localisation Sequences
(GLS), die jedoch im inaktiven Zustand durch HSPAS5 besetzt werden (Shen ef al., 2002). Nach
Abwanderung von HSPAS werden diese frei und ermdglichen die Translokation in den Golgi-
Apparat (Todd et al., 2008). Dort wird ATF6, entsprechend der SREBPs, durch die Site-1- und
Site-2-Protease gespalten (Ye et al., 2000), sodass das zur Transkription fahige bZIP-Fragment
des ATF6 (ATF6f) frei wird (Shen et al., 2004; Schroder und Kaufman, 2005a; Ron und
Walter, 2007). Zusammen mit dem Transkriptionsfaktor NF-Y/CBF (Yoshida et al., 2001b)
bindet ATF6f im Kern an das ERSE-I (Yoshida, 1998) und -II (Kokame, 2000) (ER Stress
Response Element) und bedingt die Transkription von Zielgenen. Hierzu zéhlen hauptsiachlich
Chaperone und Foldasen (Schroder, Kaufman, 2005a; van Huizen, 2003). Zusétzlich werden
auch Gene wie HERPUDI (Homocysteine-inducible, Endoplasmic Reticulum Stress-inducible,
Ubiquitin-like Domain member 1), XBP-1 und DDIT3 (DNA-damage-inducible Transcript 3
(CHOP)) durch ATF6 transkribiert (Schroder und Kaufman, 2005a; Yoshida et al., 2000).

PERK ist ein Typ-I-Transmembranprotein mit einer Proteinkinase-Einheit seitens des
Zytosol. Bei der Aktivierung durch die Ablosung von HSPAS kommt es zur Oligomerisierung
und trans-Autophosphorylierung von PERK-Molekiilen (Kaufman, 1999; Ron und Walter,
2007; Todd et al., 2008). Dies fiihrt zu einer Phosphorylierung der a-Untereinheit von elF2
(eukaryotic translation initiating factor-2) und verhindert infolgedessen die Biosynthese
weiterer zu faltender Proteine (Harding et al., 1999). Jedoch fiihrt es nicht in allen Bereichen zu
einer Blockade der Proteinsynthese, da die Phosphorylierung der elF2a-Untereinheit den
inhibierenden Open Reading Frame von ATF4 (Activating Transcription Factor 4) umgeht und
somit die Expression von ATF4 in hohem Mafle zustande kommt (Vattem und Wek, 2004).
ATF4 fiihrt nun unter anderem zur Expression von Genen der Apoptose (DDIT3) (Harding et
al., 2000), Enzymen des ER-Associated Degradation (ERAD)-Systems (HERPUD) (Ma,
2004), sowie von ATF3 (Activating Transcription Factor 3) (Jiang et al., 2004) und
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PPPIR15A (Protein phosphatase 1-15A (GADD34)) (Ma, 2003). Letzterem ist es iiber die
Dephosphorylierung des elF2a mdglich, eine Inaktivierung dieses Proteins zu bewirken und
somit zu einer Hemmung des eigenen Regulationsmechanismus zu fithren (Ma, 2003). Ein
ebensolches negatives Feedback geht von dem durch ATF6 und XBP1 induzierten Protein
DNAJC3 aus, welches PERK an seiner Kinase-Domaéne direkt blockieren kann (van Huizen,
2003).

Die letzte Achse im Geschehen der UPR bildet der Signalweg der IREI. Dieser wurde
zunéchst bei Hefen, Saccharomyces cerevisiae, entdeckt und stellt dort die Signalantwort auf
den ER-Stress dar (Cox et al, 1993; Mori et al., 1993). In der Evolution blieb diese
Reaktionskaskade grundlegend erhalten, erfuhr jedoch einzelne komplexe Modifikationen. Die
in der Hefe vorkommende IREpl existiert in Sdugetieren in zwei homologen Formen, der
IREla und IRE1B (Tirasophon et al., 1998; Wang, 1998), wobei das Vorkommen von IRE1f3
nur auf Epithelzellen des Intestinaltraktes beschriankt ist (Bertolotti et al., 2001). IREla ist
hingegen iibiquitir verbreitet (Tirasophon ef al., 1998).

IRE1, im Folgenden fiir die sowohl beim Siuger (IREla), als auch bei der Hefe (IRElp)
vorkommende Form verwendet, ist eine weitere transmembrane Proteinkinase. Sie besitzt im
Gegensatz zu PERK zusitzlich eine Endoribonuklease-Einheit am cytosolischen Anteil. Nach
Aktivierung durch Loslosung von HSPAS oder durch direkte Aktivierung iiber ungefaltete
Proteine (Gardner und Walter, 2011) folgt eine Oligomerisierung und Autophosphorylierung
der IRE1-Proteine (Schroder und Kaufman, 2005a; Todd et al., 2008). Als Substrat fiir IRE1 ist
bei Hefen die mRNA des HAC1 (Homologous to ATF/CREBI) (Cox und Walter, 1996), bei
Sdugern die des XBP1 (X-Box Binding Protein 1) (Yoshida et al., 2001a; Calfon et al., 2002)
bekannt.

Diese mRNA wird durch die Endoribonuklease-Einheit einem Spleilvorgang unterzogen,
wobei ein Intron aus der Mitte der mRNA entfernt wird. Das Spleilen bedingt eine
Leserasterverschiebung und fiihrt nach Ligation und Translation zum transkriptionsfahigen
HACI; (HACingucea) bzw. XBP1s (XBPIpjiceq) (Patil und Walter, 2001; Shen et al., 2004;
Schroder und Kaufman, 2005a; Todd et al., 2008). HAC1; bzw. XBP1s kann nun in den Kern
translozieren und die Expression der Zielgene mit einem ERSE oder UPRE (Unfolded Protein
Response Element) in der Promotorregion einleiten (Yamamoto, 2004). Gene mit einem UPRE
in ihrer Promotorregion sind vor allem Teil des ERAD (Yamamoto, 2004). Des Weiteren ist
XBP1s an der Bildung von Chaperonen, Proteindisulfidisomerasen (PDI) und Foldasen (Lee et
al., 2003), sowie an der Phospholipidbiosynthese beteiligt (Cox et al., 1997). XBP1 selbst

besitzt ein UPRE in seinem Promotor, was zu einer vermehrten Bildung des eigenen Proteins
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durch die XBP1-Aktivierung fithrt und die Antwort auf den ER-Stress aufrechterhilt (Yoshida
et al., 2001a). Demgegeniiber konnte gezeigt werden, dass die ungespleifite Form des XBP1
(XBP1u) in der Lage ist, die Menge an induziertem XBP1s in Form eines inaktiven Komplexes
zu vermindern. Dieser Komplex wird iiber das Proteasom-System abgebaut (Yoshida, 2006)
und XBP1u fungiert somit als eine negative Regulationseinheit im ER-Stress.

Des Weiteren werden auch so genannte 'alarm stress-Wege (Hetz, 2012) eingeleitet. Beim
Faltungsprozess von Proteinen entstehen ROS (Tu und Weissman, 2002), die wihrend des
Geschehens des ER-Stresses das Redox-System der Zelle beeinflussen. PERK induziert neben
der Phosphorylierung des elF2a auch die Phosphorylierung des Nrf2 und vermindert das
Aufkommen von ROS mit einer Aktivierung der antioxidativen Abwehr (Cullinan et al., 2003).
Zusitzlich wurde auch eine Aktivierung des NF-kB beobachtet (Zhang und Kaufman, 2008).
Dies kann einerseits durch die auftretenden ROS bedingt sein (Zhang und Kaufman, 2008),
andererseits auch direkt iiber eine Aktivierung durch PERK (Deng et al., 2004) oder IRE1 (Hu
et al., 2006) erfolgen und zu einer ER-Stress initiierten Entziindungsantwort fiihren.

Dies alles sind Mittel und Wege der Zelle, dem Aufkommen von un- und fehlgefalteten
Proteinen entgegenzuwirken. Ist dies nicht moglich, wird der Weg der Apoptose eingeleitet
(Breckenridge et al., 2003; Rao et al., 2004). Zentrale Rolle hierbei spielt DDIT3, dessen
Expression durch die Signalwege von PERK und IRE1 eingeleitet wird (Tabas und Ron, 2011).
DDIT3 veranlasst dabei unter anderem die Expression proapoptotischer und die Hemmung
antiapoptotischer Proteine, die liberwiegend Proteine der Bcl2 (B-Cell Lymphoma 2)-Familie
und Caspasen beinhalten (Tabas und Ron, 2011; Woehlbier und Hetz, 2011). Auch IREI1 ist es
moglich, iiber die Aktivierung der Jun amino-terminal Kinase (JNK) zur Einleitung des

programmierten Zelltodes zu fithren (Tabas und Ron, 2011).
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erfolgreiche Proteinfaltung

Golgi-Apparat

Abbildung Sa: Prinzip der Reaktionen auf ER-Stress. Unter physiologischen Bedingungen liegen die
Transmembranproteine inaktiv an das Chaperon HSPAS gebunden vor.

Abkiirzungen: ATF6 Activating Transcription Factor 6; ER Endoplasmatische Retikulum; HSPAS
Hitzeschockprotein AS5; IREI Inositol-requiring Kinase 1/ Endonuclease 1; PERK PKR-like ER-Kinase/
Pancreatic ER Kinase. Schema in Anlehnung an Todd et al. (2008).
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Abbildung Sb: Prinzip der Reaktionen auf ER-Stress. Kommt es zu einem erhéhten Vorkommen von un- oder
fehlgefalteten Proteinen bindet HSPAS an diese Proteine, 16st sich aus seiner Bindung mit den
Transmembranproteinen und leitet die UPR ein. IRE1 kann auch direkt durch ungefaltete Proteine aktiviert
werden. ATF6 wandert nach Freisetzung der GLS, die durch HSPAS blockiert war, zum Golgi-Apparat. Dort wird
durch die Site-1- und Site-2-Protease der cytosolische Teil des ATF6 abgetrennt, was den aktiven
transkriptionsfahigen Teil des ATF6 (ATF6f) darstellt. ATF6f wandert nun in den Kern, bindet an das ERSE und
kann die Transkription seiner Zielgene veranlassen. IRE1 oligomerisiert und autophosphoryliert nach Aktivierung.
Uber seine Endonuclease-Einheit spleifit es die mRNA von XBP1, wodurch die XBP1s-mRNA entsteht. Durch
eine Leserasterverschiebung ist das translatierte Protein féhig in den Nukleus zu wandern, an das ERSE oder
UPRE zu binden und die Transkription seiner Zielgene zu veranlassen. Das ungesplei3te XBP1u-Protein kann die
Transkriptionaktivitit von XBP1s hemmen. IRE1 kann gegebenenfalls JNK aktivieren und zur Apoptose fiihren.
Bei dem Transmembranprotein PERK kommt es nach Ldsung von HSPAS ebenfalls zur Oligomerisation und
Autophosphorylierung. Uber die Phosphorylierung der a-Untereinheit des eIF2 fiihrt es zum Erliegen der
Translation. Jedoch erfahrt ATF4 durch die Phosphorylierung des elF2a eine erhéhte Expression. Es kann somit in
den Kern wandern und die Transkription seiner Zielgene induzieren. Des Weiteren kann PERK durch die
Phosphorylierung des Nrf2 zur Aktivierung der antioxidativen Abwehr fithren. Dariiber hinaus bedingt PERK als
auch IREI eine Aktivierung des NF-kB und bewirkt eine Induktion der Entziindungskaskade als Reaktion auf den
ER-Stress. Einleitung der UPR fiihrt zur Bildung von Faltungsproteinen, Aktivierung des Proteinabbaus durch
ERAD und zur Induktion der Phospholipidbiosnthese. Fiihren diese Mafinahmen nicht zur Wiederherstellung der
ER-Homoostase, wird die Apoptose der Zelle eingeleitet.

Abkiirzungen: ATF4 Activating Transcription Factor 4; ATF6 Activating Transcription Factor 6; ATFof
ATFo6fragment; CRE cAMP Response Element; ER Endoplasmatisches Retikulum; elF2 Eukaryotic Translation
Initiating Factor-2; ERAD ER-associated Degradation; EFRSE ER Stress Response Element; HSPAS
Hitzeschockprotein AS5; IRE! Inositol-requiring Kinase 1/ Endonuclease 1; NF-xkB Nuclear Factor kB; Nrf2
Nuclear Factor-erythroid 2-related Factor-2; PERK PKR-like ER-Kinase/ Pancreatic ER Kinase; PDI
Proteindisulfidisomerasen S/P Site-1 Protease; S2P Site-2 Protease; XBP! X-Box Binding Protein 1; XBPlIs
XBP1spliced, XBPIu XBPlunspliced. Schema in Anlehnung an Todd et al. (2008).
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2.5.2  Moglichkeit der Beeinflussung des ER-Stresses durch PPARa

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass ER-Stress an der Entstehung von
Krankheiten wie unter anderem Morbus Alzheimer, Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Diabetes
mellitus oder familidrer Amyloidose beteiligt ist (Barral et al., 2004; Eizirik et al., 2008;
Thomas et al., 2010). Durch Steigerung der Charperonaktivitit konnten bereits signifikante
Behandlungserfolge in der Therapie verzeichnet werden (Muchowski et al., 2000; Cummings,
2001; Sittler, 2001). Studien zur Wirkung von PPARa-Aktivatoren auf das Geschehen des ER-
Stresses liegen nur in geringem Maf3e vor.

Han et al. (2008) konnten zeigen, dass Macelignan, ein Extrakt des Muskatnussbaumes, eine
antidiabetogene Wirkung besitzt. Macelignan ist ein Agonist der beiden Rezeptoren PPAR«
und -y. Es wurde auch auf eine ER-Stress-reduzierende Wirkung hin untersucht, welche auch
bewiesen werden konnte. Ein reiner PPARy-Agonist fiihrt jedoch zu keinem nennenswerten
Effekt (Han et al., 2008). Ferner konnte in einer weiteren Studie bewiesen werden, dass die
Aktivierung des PPARa zu einer Hemmung des ER-Stresses in HepG2-Zellen fiihrte und sogar
die durch ER-Stress bedingte Apoptoserate vermindert werden konnte (Tang et al., 2014).

Daher stellt die ER-Stress-hemmende Wirkung von PPARa-Agonisten einen interessanten
Ansatzpunkt fiir die Behandlung von ER-Stress-bedingten Erkrankungen und deren

Auswirkungen dar.

2.6  Das Ubiquitin-Proteasom-System

2.6.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System im Verlauf des Muskelabbaus

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), welches schon in obigen Signalwegen erwihnt
wurde, stellt eine wichtige Art des Proteinabbaus dar (Hershko und Ciechanover, 1998). Hierzu
gehdren neben Rezeptoren, Transportern und regulatorischen Proteinen (Epstein et al., 1996;
Hershko und Ciechanover, 1998) auch fehlgefaltete Proteine, die die Qualitdtskontrolle der
Zelle nicht iiberstehen (Ellgaard und Helenius, 2003). Ebenso ist der Abbau muskuldren
Proteins eine Aufgabe des UPS (Hershko und Ciechanover, 1998; Taillandier et al., 2004;
Attaix et al., 2003). Des Weiteren sind sowohl Signalwege {iber Lysosomen, Caspasen und
Matrixmetalloproteinasen, als auch der Ca*-abhingige Signalweg bei der Proteolyse bekannt,
die jedoch nur einen geringen Teil des Muskelabbaus ausmachen (Attaix et al., 2003;

Taillandier et al., 2004).
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In Phasen stark negativer Energiebilanz oder schwerwiegender Krankheitszustinde werden
aus der Muskulatur als Hauptspeicherort vermehrt Proteine zur Energiegewinnung genutzt
(Attaix et al., 2003; Tisdale, 2005). Auch wéhrend der Laktation werden ebensolche kontraktile
Proteine verbraucht, um eine ausreichende Milchproduktion zu gewéhrleisten (Clowes et al.,
2005).

Grundlegend fiir den Prozess des Proteinabbaus iiber das UPS ist das Vorhandensein von
ATP, da ohne diesen Energielieferant der Ablauf des Vorgangs nicht moglich wire (Epstein et
al., 1996). Zudem sind verschiedene Enzyme notwendig, darunter das Ubiquitin-aktivierende
(E1) Enzym, wie auch die Ubiquitin-konjugierenden (E2) und -ligierenden (E3) Enzyme. Diese
sind Teil einer Kaskade, iiber die abzubauende Proteine mit Ubiquitin verkniipft und iiber das
26S-Proteasom abgebaut werden. Das hochaktive El-Enzym aktiviert Ubiquitin iiber den
Verbrauch von ATP. Das E1-Enzym iibertragt im Folgenden die aktivierten Ubiquitinmolekiile
auf verschiedene E2-Enzyme, welche Ubiquitin mit den abzubauenden Proteinen verkniipfen
(Hershko und Ciechanover, 1992; Attaix et al., 2003; Taillandier et al., 2004; Tisdale, 2005).
Nur nach Polyubiquitinierung mit mindesten vier Ubiquitinmolekiilen durch die E3-Enzyme,
kann das Protein liber das UPS abgebaut werden (Thrower, 2000). Einfach oder doppelt
ubiquitinierte Proteine werden durch Lysosome abgebaut (Tisdale, 2005; Wing, 2005). E3-
Enzyme sind befdhigt ihre spezifischen Proteinsubstrate zu erkennen (Attaix er al., 2003).
Ebenfalls existieren gewisse E2-E3-Enzymkombinationen, die miteinander interagieren und flir
bestimmte Substrate zustindig sind (Taillandier et al., 2004; Wing, 2005).

Nach Ablauf dieser Markierungskaskade wird das polyubiquitinierte Protein durch das 26S-
Proteasom erkannt. Das Proteasom besteht aus einem zentralen tunnelformigen 20S-Proteasom
und zwei anhdngenden 19S-Regulationseinheiten (Glickman und Ciechanover, 2002). Das
20S-Proteasom besteht aus vier gestapelten Ringen, die jeweils aus sieben o- oder -
Untereinheiten aufgebaut sind (Attaix et al., 2003). Die a-Untereinheiten bilden die beiden
duBeren, die P-Untereinheiten die beiden inneren Ringe, wobei die inneren Ringe eine
katalytische Funktion besitzen (Attaix et al., 2003). Die 19S-Untereinheiten erkennen die
markierten Proteine, recyceln das Ubiquitin und entfalten die Proteine, da nur aufgefaltete
Proteine in das Proteasom eintreten konnen (Epstein et al., 1996). Dieser Vorgang benotigt
erneut Energie in Form von ATP (Lecker et al., 1999a).

Das Proteasom baut die Proteine nun zu kleineren Peptiden ab, welche durch die
Tripeptidpeptidase 11 zu Tripeptiden und anschlieBend durch Aminopeptidasen in ihre einzelne

Aminosduren zerlegt werden (Taillandier et al., 2004; Attaix et al., 2005; Tisdale, 2005).
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In Studien zu erhéhtem Muskelabbau wurden vermehrte Expressionsraten von Ubiquitin
(Wing und Goldberg, 1993; Llovera et al., 1994; Temparis et al., 1994; Tiao et al., 1994;
Medina et al., 1995; Price et al., 1996) und den E2-Enzymen UBE2B (Ubiquitin-conjugating
Enzyme E2B oder auch E2,4) (Temparis et al., 1994; Wing und Banville, 1994; Hobler et al.,
1999; Fang et al., 2000; Kee et al., 2003) und UBE2H (Ubiquitin-conjugating Enzyme E2H
oder E2,¢) (Li et al., 2003) gefunden. Auch waren die Untereinheiten des Proteasoms vermehrt
exprimiert (Price et al., 1994; Temparis et al., 1994; Medina et al., 1995; Voisin et al., 1996).
Das E1-Enzym erfahrt durch seine hohe Aktivitit keine erhohte Expression bei gesteigertem
Muskelabbau (Lecker et al., 1999b). Ubiquitin wird zwar vermehrt transkribiert, jedoch konnte
gezeigt werden, dass es kein alleiniger Marker fiir erhohte Proteolyse darstellt, da auch erhohte
mRNA-Mengen bei unveridndertem Proteinabbau in der Muskulatur gemessen werden konnten
(Dardevet et al., 1995). Des Weiteren konnten auch gesteigerte Konzentrationen von den E3-
Ligasen F-box Protein 32 (FBXO32, auch bekannt als Atrogin-1) (Bodine et al., 2001; Gomes
et al., 2001), UBR1 (Ubiquitin Protein Ligase E3 Component n-recognin 1, auch E3a genannt)
(Fischer et al., 2000) und Tripartite Motif Containing 63, (kurz TRIM63 oder auch MuRF-1
(Muscle RING-finger Protein-1)) (Bodine et al., 2001) gemessen werden. Dem Fehlen dieser
beiden E3-Ligase konnte in Knockout-Versuchen eine Resistenz gegen den muskuldren
Proteinabbau nachgewiesen werden (Bodine et al., 2001; Gomes et al., 2001) und sind daher
essentielle Faktoren des Muskelabbaus.

Studien vergangener Jahre konnten zeigen, dass am Prozess des Muskelabbaus durch das
UPS auch der Transkriptionsfaktor NF-xB beteiligt ist. Jedoch zeigten sich hier
widerspriichliche Ergebnisse. Du (2000) konnte aufzeigen, dass durch Glukokortikoide eine
Aktivierung des UPS durch die Inhibierung des NF-kB erfolgt (Du, 2000).

Dem entgegen bewiesen Cai et al. (2004), dass es durch kachektische Faktoren zu einer
Aktivierung der IKKPB kommt und diese die Freisetzung des NF-kB induziert. Durch die
Aktivierung des NF-kB kam es zu einer erhohten Expression von TRIM63, was auf eine
Einleitung des UPS durch den NF-«B hindeutet (Cai et al., 2004). Auch Whitehouse und
Tisdale (2003) konnten die Induktion des UPS durch den NF-«kB bestitigen (Whitehouse und
Tisdale, 2003).

2.6.2 Interaktion von PPARa und UPS

Studien, die eine Interaktion des PPARa und des Signalweges des UPS beschreiben, sind
bisher nur wenige vorhanden. Neben der Wirkung des PPARa auf den Lipid- und
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Glukosemetabolismus konnten einzelne Untersuchungen eine proteolytische Nebenwirkung bei
der Behandlung mit PPARa-Agonisten beobachten (Delangre et al., 1990; Terrovitou et al.,
1998; Hodel, 2002). Auf Grundlage dessen untersuchten Ringseis et al. (2013) gezielt die
Wirkung von PPARa-Agonisten auf das UPS. Sie konnten erstmals feststellen, dass diese zu
einer Induktion der beiden E3-Ligasen FBXO032 und TRIM63 fiihrten und ein erhohter
Verbrauch an muskuldren Proteinen stattfand. Jedoch schien dies nicht auf einer direkten
Umsetzung der beiden E3-Ligasen durch ein PPRE in der Promotorregion zu basieren, sondern
iiber eine indirekte Aktivierung des Transkriptionsregulator von FBXO032 und TRIM63 zu
erfolgen (Ringseis et al., 2013).
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3 Zielstellung

Es ist bekannt, dass Nager und Rinder unterschiedliche Anpassungsmechanismen wahrend
der Laktation aufweisen (Loor et al., 2005, 2006, 2007; Gutgesell et al., 2009; McCarthy et al.,
2010). Nager reagieren mit einer Unterdriickung der Aktivitit des PPARa, was iiber seine
Wirkung auf den Lipidmetabolismus und der Thermogenese zu einer Einsparung von Energie
fiihrt, welche dann in der Milchsynthese genutzt wird (Gutgesell et al, 2009). Milchkiihe
reagieren dem gegeniiber mit einer Stimulation des PPARa (Loor et al., 2005). Durch eine
induzierte Aktivierung des PPARa durch die Verabreichung von oxidierten Fetten konnte bei
Ratten ein erhdhter Verbrauch an Fettsduren in der Leber mit einer verminderten Verfligbarkeit
dieser Fettsduren fiir die Milchproduktion beobachtet werden (Ringseis et al., 2007). Dies
resultierte in einer Minderversorgung der Nachkommen mit Triglyceriden und einer daher
bedingten Beeintrachtigung ihrer Entwicklung (Ringseis et al., 2007).

Es wurde kiirzlich in der eigenen Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass Sauen im Gegensatz zu
Ratten wihrend der Laktation mit einer Aktivierung des PPARa in der Leber reagieren
(Rosenbaum, 2012a). Hierbei zeigten die mit diesem Rezeptor einhergehenden
Stoffwechselwege der Carnitinsynthese und -aufnahme, der f-Oxidation, des Fettsduretransfer
und der Thermogenese einen erhohten Umsatz (Rosenbaum et al., 2012a, 2013). Des Weiteren
wurde Dbeobachtet, dass wihrend der Laktation eine Stimulation der beiden
Transkriptionsfaktoren NF-kB und Nrf2 auftritt (Rosenbaum et al., 2012a, 2012b), was auf
eine den Milchkiihen dhnliche anpassungsbedingte Entziindungsreaktion mit einer Aktivierung
der antioxidativen Abwehr post partum in der Leber vermuten lisst (Loor et al., 2005, 2006).

Der vorliegenden Arbeit liegen zwei Versuche zugrunde. Im erste Versuch soll, zusétzlich
zu den Dbereits genannten Erkenntnissen, untersucht werden, ob durch das
Entziindungsgeschehen wiahrend der Laktation eine Aktivierung der UPR durch vermehrt
aufkommenden ER-Stress in der Leber auftritt. Um zusétzlich neben der Leber auch andere
Organe zu erfassen, soll auch die Muskulatur auf eine Aktivierung der UPR untersucht werden.
Es gibt ebenfalls Hinweise darauf, dass der PPARa an der Regulation der SREBPs (Roglans et
al., 2001; Patel et al., 2001; Shiota et al., 2003; Knight et al., 2005; Konig et al., 2007) mit
deren FEinfluss auf die Triglycerid- und Cholsterinsynthese und an Genen des UPS zum
muskuldren Proteinabbau (Ringseis et al, 2013) beteiligt ist, wodurch auch diese

Stoffwechselwege auf laktationsbedingte Verdnderungen bei Sauen untersucht werden sollen.
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Im zweiten Versuch soll auf Grundlage der oben genannten Ergebnisse und Untersuchungen
eine experimentell induzierte Aktivierung des PPARa durchgefiihrt und die Auswirkung dieser
Aktivierung auf die oben genannten Stoffwechselwege beobachtet werden.

Da bekannt ist, dass Fischol mit hohen Anteilen an mehrfach ungesittigten Fettsduren,
Clofibrat als synthetischer Agonist und Energierestriktion durch die Anflutung von Fettsduren
zu einer Aktivierung des PPARa fithren (Kersten et al., 1999; Berger und Moller, 2002;
Mandard et al., 2004), wurden diese drei unterschiedlichen Aktivierungswege fiir den zweiten
Versuch ausgewahlt.

Im Rahmen des zweiten Versuchs sollen zunidchst typische PPARa-Zielgene in ihrer
Expression in verschiedenen Geweben untersucht werden, um den Erfolg der PPARa-
Aktivierung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erfassen. Des Weiteren werden auch hier die
Auswirkungen der Behandlungen mittels Fischol, Clofibrat und Energierestriktion liber den
PPARa auf den Stoffwechselweg der SREBPs und auf Gene des UPS, die fiir proteolytische
Enzyme kodieren, untersucht.

Aufgrund der Studie von Rosenbaum et al (2012a), die Hinweise auf -eine
anpassungsbedingte Entziindungsreaktion bei Sauen in der Laktation lieferte, soll dariiber
hinaus untersucht werden, ob die Behandlungen mittels Fischol, Clofibrat in Leber und
Muskulatur eine antiinflammatorische Wirkung zeigen und ob in Folge dessen die UPR
aufgrund reduzierten ER-Stresses und die Aktivitit des Nrf2 vermindert werden kann. Fiir
Fischol ist bereits eine antiinflammatorische Wirkungsweise bekannt (Calder und Grimble,
2002; Calder, 2012), ebenso liegen Studien iiber entziindungshemmende Effekte vor, die iiber
den PPARa vermittelt werden sollen (Delerive, 2002), was den Hintergrund zu obiger
Fragestellung beschreibt. Durch die Reduktion der Energiezufuhr soll tiberpriift werden, ob die
in der Laktation auftretende Entziindungsreaktion durch die negative Energiebilanz
hervorgerufen wird.

Da es bei Ratten, wie zu Beginn beschrieben, durch eine PPARa-Aktivierung zu einem
Einbruch in der Milchfettsynthese kommt und dies zu einer Minderversorgung und
Beeintrachtigung der Entwicklung der Nachkommen fiihrt (Ringseis et al., 2007), soll in der
zweiten Teilstudie auch die Zusammensetzung der Milch in Folge der Behandlungen mittels
Fischol, Clofibrat und Energierestriktion untersucht werden. Dies soll Aufschluss dariiber
geben, ob es auch bei der Sau zu einer derartigen Verdnderung in der Milchzusammensetzung
aufgrund einer Aktivierung des PPARa kommt und ob es ebenfalls mit einer Beeintrachtigung

des Ferkelwachstums einhergeht.
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4 Material und Methoden

Der vorliegenden Arbeit liegen zwei Versuchansitze zugrunde. Im Fokus des ersten
Versuchs standen die Auswirkungen der Laktation auf ausgewihlte Stoffwechselwege. Dies
wurde durch den Vergleich einer laktierende gegeniiber einer nicht-laktierenden
Kontrollgruppe realisiert. Der zweite Versuch beschéftigte sich mit der Wirkung der
Behandlungen mittels Fischol, Clofibrat und Energierestriktion gegeniiber einer unbehandelten
Kontrollgruppe wihrend der Laktation auf ausgewihlte Stoffwechselwege.

Die Versuche wurden durch das Regierungsprasidium Gielen unter der Zulassungsnummer
GI 19/3-No. 29/2010 genehmigt und fanden auf der Lehr- und Forschungsstation 'Oberer
Hardthof' der Justus-Liebig-Universitit GieBen, Oberer Hardthof 25, 35398 Giel3en statt.

4.1 Versuchl1

4.1.1  Versuchstiere und ihre Haltung

Im ersten Versuch wurden 20 Sauen ausgewihlt, die bereits eine Trichtigkeit durchlaufen
hatten. Sie gehdrten den Rassen 'Deutsches Edelschwein' und 'Deutsche Landrasse' an und
wurden gleichmifBig in zwei Gruppen zu je zehn Tieren eingeteilt. Nach erfolgreicher
kiinstlicher Besamung mit Sperma von Ebern gleicher Rassen wurden die Sauen bis zum 21.
Tag der Trichtigkeit in Einzelhaltung gehalten. AnschlieBend wurden sie bis zum 110.
Trachtigkeitstag in Gruppen eingestallt. Ab Tag 110 wurden sie zur Geburt einzeln in
Abferkelboxen gehalten.

24 Stunden nach der Geburt wurde den Sauen der ersten Gruppe alle Ferkel entzogen, um
die Milchproduktion zum Erliegen zu bringen und eine nicht-laktierende Kontrollgruppe zu
erhalten. In der zweiten Gruppe wurden die Wiirfe auf zwolf Ferkel mit gleichem
Entwicklungszustand standardisiert. Die Sauen und ihrer Ferkel wurden jeweils im
wochentlichen Rhythmus nach dem Abferkeln gewogen. Post partum wurde iiber dem Bereich
der Ferkel eine Rotlichtquelle angebracht, die eine konstante Temperatur von 35 °C erzeugte.
Im Bereich der Sauen wurde fiir eine Temperatur von 19 £ 1 °C und einer relativen Luftfeuchte
von 60-80 % liber eine automatische Klimaanlage gesorgt. Das Lichtregime wurde mit einem
Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden eingestellt. Die Sdugezeit betrug 20 + 1 Tage.

Versuch 1 stellte bereits die Grundlage der Promotionsarbeit von S. Rosenbaum (2013) dar.
Details wurden bereits in den Publikationen Rosenbaum et al (2012a, 2012b, 2013)
beschrieben.
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4.1.2 Fiitterung

Wihrend der Trachtigkeit erhielten die Sauen Futter ad /ibitum mit einem Energiegehalt von
12,2 MJ ME/kg, das in der institutseigenen Futtermischanlage hergestellt wurde (Tab. 1). Ab
dem Geburtszeitpunkt erhielten sie ein ausgewogenes, individuell in der Menge nach dem
Energiebedarf angepasstes Laktationsfutter mit einem Energiegehalt von 13,0 MJ ME/kg (Tab.
1). Die Zusammensetzung des Futters orientierte sich an den Empfehlungen der GfE (2006) fiir
laktierende Sauen. Nicht aufgenommenes Futter wurde riickgewogen, um die jeweilige tdgliche
Futteraufnahme zu erhalten. Alle Tiere hatten liber Nippeltrdnken freien Zugang zu Wasser.

Grundkomponenten des Futters wéihrend der Trichtigkeit stellten Gerste, Weizen und
Sojaextraktionsschrot dar. Als Energie- und Fettgrundlage wurde der Ration Sojadl
hinzugefiigt und zur Mineralstoff und Vitaminversorgung das Mineralfuttermittel Fasersan
Trag ® (Sano-Moderne Tiererndhrung GmbH, Loiching) verwendet (Tab. 1).

Im Laktationsfutter wurden die gleichen Grundkomponenten verwendet. Auch hier wurde
Sojadl als Fettgrundlage zugesetzt. Zum Ausgleich von Mineralien, Vitaminen und
Aminosiduren wurde das Mineralfuttermittel Sauengold Lac® (Sano-Moderne Tierernihrung
GmbH, Loiching) zugefiigt.

Eine Ubersicht iiber Zusammensetzung der verwendeten Futterrationen ist in Tabelle 1 zu

finden.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Futterrationen von Versuch 1

Trachtigkeitsfutter Laktationsfutter
Anteile (g/kg):
Gerste 705 350
Weizen 160 440
Sojaextraktionsschrot 80 160
Sojadl 5 15
Mineralfutter 50%* 35**
Umsetzbare Energie® (MJ/kg ) 12,2 13,0
Néhrstoffe® (%):
Trockenmasse 87,5 87,5
Rohprotein 12,3 15,9
Rohfett 23 32
Rohasche 5,1 5,9
Rohfaser 5,7 3,8
Stérke 46,8 45,6
Mineralstoffe® (g/kg):
Calcium 7,1 7,9
Phosphor (praecaecal verdaulich -pcv) 2,1 2,8
Natrium 2,1 2,2
Aminosiuren ° (g/kg):
Lysin (pcv) 5,8 8,5
Methionin + Cystein (pcv) 4,1 5,5
Methionin (pcv) 2,1 3,1
Threonin (pcv) 4,8 4,8
Tryptophan (pcv) 1,3 1,7
Lys/Met+Cys/Thr/Trp-Verhiltnis (pcv) 1:0,7:0,8:0,2 1:0,6:0,6:0,2

*  Fasersan Trag “. Vitamin- und Mineralstoffgehalte pro kg Futter: 12.500 I. E. Vit. A, 2000 L. E. Vit. D3, 120
mg Vit. E, 2,5 mg Vit. K3, 1,5 mg Vit. B1, 3,75 mg Vit. B2, 2,5 mg Vit. B6, 25 pg Vit. B12, 9,25 mg
Panthothenséure, 20 mg Nicotinsdure, 350 ug Folsdure, 250 pg Biotin, 500 mg Cholinchlorid, 100 mg
Eisen, 110 mg Zink, 75 mg Mangan, 10 mg Kupfer, 2 mg lod, 400 ng Kobald, 400 pg Selen, 1625 mg L-
Lysin, 250 mg DL-Methionin, 750 FYT 6-Phytase.

**  Sauengold Lac®. Vitamin- und Mineralstoffgehalte pro kg Futter: 13.475 I. E. Vit. A, 1.995 L. E. Vit. D3, 140
mg Vit. E, 3,5 mg Vit. K3, 2,1 mg Vit. B1, 5,3 mg Vit. B2, 3,5 mg Vit. B6, 35 pg Vit. B12, 12,25 mg
Panthothenséure, 28 mg Nicotinséure, 420 ug Folsdure, 525 pg Biotin, 700 mg Cholinchlorid, 140 mg Eisen,
109,9 mg Zink, 108,5 mg Mangan, 10,0 mg Kupfer, 2,6 mg Iod, 525 pg Kobald, 350 ng Selen, 2695 mg L-

Lysin, 875 mg DL-Methionin, 175 mg L-Threonin, 752,5 FYT 6-Phytase.

°  berechnet mit HYBRIMIN® Futter 2008 (Version 3.1.9. de 4.5.3.) von Hybrimin Computer + Programme

GmbH Co. KG, Hessisch Oldendorf
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4.2 Versuch 2

4.2.1  Versuchstiere und ihre Haltung

Fiir den zweiten Versuch wurden 40 tragenden Sauen ausgewéhlt, die sich in ihrer zweiten
oder dritten Trichtigkeit befanden. Hierbei wurden die Sauen in vier Gruppen eingeteilt. Es
wurden ebenfalls die Rassen 'Deutsches Edelschwein' und 'Deutsche Landrasse' ausgewihlt
und allen Gruppe fiinf Tiere jeder Rasse zugeordnet.

Nach der Geburt wurden die Wiirfe auf acht Ferkel mit gleichem Entwicklungszustand
standardisiert, um eine negative Energiebilanz auf Seiten der Sauen durch zu grofle Wiirfe zu
vermeiden. Kiimmerer wurden entfernt und durch entsprechende iiberzdhlige Ferkel anderer
Wiirfe oder von versuchsfremden Sauen ersetzt. Somit konnte eine Beeinflussung des
Energieverbrauchs der Sau durch unterschiedliche WurfgroBen und Inhomogenitit des Wurfes
ausgeschlossen werden. Auch hier wurde eine wdochentliche Uberpriifung der
Gewichtsentwicklung vorgenommen. Die Siugeperiode betrug ebenfalls 20 + 1 Tage, wobei
die Ferkel ab dem 14. Lebenstag mit kommerziellem Saugferkelbeifutter (Bonni M-Forte,
Sano-Moderne Tiererndhrung) zugefiittert wurden. Post partum wurde der Bereich der Ferkel
wie im ersten Versuch mit einer Rotlichtquelle ausgestattet. Die Bedingung der Temperatur
und Luftfeuchte im Abferkelstall entsprachen Versuch 1. Das Lichtregime wurde ebenfalls mit

einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden eingestellt.

4.2.2 Fiitterung

Alle Sauen erhielten ab dem Geburtszeitpunkt ein ausgewogenes Laktationsfutter mit einem
Energiegehalt von 13,8 MJ ME/kg. Ebenso wie in Versuch 1 wurde die Futtermenge
entsprechend ihres Energiebedarfs angepasst. Die Zusammensetzung des Futters orientierte
sich ebenfalls an den Empfehlungen der GfE (2006) fiir laktierende Sauen. Auch wurden sie
separat gehalten, um die Aufnahme des Futters durch die einzelnen Sau sicherzustellen. Am
Tag der Abferkelung erhielten die Sauen ca. 3 kg Futter, an den folgenden Tagen wurde die
gesamte berechnete Menge bereitgestellt. Nicht aufgenommenes Futter wurde riickgewogen,
um die jeweilige tdgliche Futteraufnahme zu erhalten. Alle Tiere hatten iiber Nippeltrinken
freien Zugang zu Wasser.

Das Laktationsfutter (Kontrollfutter) basierte ebenfalls auf den Grundkomponenten Gerste,

Weizen und Sojaextraktionsschrot (Tab. 3). Zum Ausgleich von Mineralien, Vitaminen und
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Aminosduren wurde auch hier das Mineralfuttermittel Sauengold Lac® (Sano-Moderne
Tiererndhrung GmbH, Loiching) verwendet. Als Energie- und Fettgrundlage wurde der Ration
eine Mischung aus Soja- und Palmoél zugesetzt, welche die Gruppen 1, 3 und 4 erhielten.
Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe. Gruppe 2 erhielt anstatt Palm- und Sojadl eine analoge
Menge an Fischol der Fa 'Henry Lamotte (Bremen)' mit einem Anteil von 34 % Omega-3-
Fettsduren. Palm- und Sojadl stammen ebenfalls von der Fa. 'Henry Lamotte (Bremen)'. Der
Didt der Gruppe 3 wurde aullerdem Clofibrat der Fa. 'Fluka (Buchs, Schweiz)' in einer Dosis
von 2 g/kg Futter zugesetzt. Bei Gruppe 4 wurde eine Energierestriktion um 25 % des téglichen
Energiebedarfs vorgenommen. Eine Ubersicht iiber Fiitterung und Details der Rationen ist in
Tabelle 2 und 3 zu finden. Tabelle 4 zeigt die Tocopherolgehalte, Tabelle 5 das
Fettsduremuster des Futters der Kontroll- und Fischolgruppe. Die Gehalte an Tocopherolen und
das Fettsduremuster des Futters der Clofibratgruppe sind nicht angegeben, sie entsprachen den

Werten des Futters der Kontrollgruppe.

Tabelle 2: Ubersich iiber die Fiitterung der Gruppen in Versuch 2

1 2 3 4
Gruppen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
Laktationsfutter*™ + + + +
4 % Palmol,
1 % Sojasl * - * M
5 % Fischol - + - -
Clofibrat - - + -
Deckung des 100 % 100 % 100 % 75 %
Energiebedarfs

*Details liber die Zusammensetzung sind in Tabelle 3 zu finden.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Laktationsfutters (Kontrollfutter) in Versuch 2

Laktationsfutter
(Kontrollfutter)

Anteile (g/kg):

Gerste 325

Weizen 400

Sojaextraktionsschrot 190

Soja- und Palmol* 50

Sauengold Lac® ** 35
Umsetzbare Energie (MJ/kg)" 13,8
Niihrstoffe® (%):

Trockenmasse 88,9

Rohprotein 15,4

Rohfett 7,4

Rohasche 43

Rohfaser 4,5

Stirke 39,5
Mineralstoffe°° (g/kg):

Calcium 8,0

Phosphor (pcv) 2,8

Natrium 2,2
Aminosiuren °° (g/kg):

Lysin (pcv) 9,0

Methionin + Cystein (pcv) 5,6

Methionin (pcv) 3,2
Threonin (pcv) 5,0
Tryptophan (pcv) 1,7
Lys/Met+Cys/Thr/Trp-Verhiltnis (pcv) 1:0,6:0,6:0,2

* 4 % Palmél, 1 %Sojasl

**  Vitamin- und Mineralstoffgehalte pro kg Futter: 13.475 1. E. Vit. A, 1.995 1. E. Vit. D3, 140 mg Vit. E, 3,5
mg Vit. K3, 2,1 mg Vit. B, 5,25 mg Vit. B2, 3,5 ng Vit. B6, 35 mg Vit. B12, 12,25 mg Panthothenséure, 28
mg Nicotinsdure, 0,42 png Folsdure, 525 mg Biotin, 700 mg Cholinchlorid, 140 mg Eisen, 109,9 mg Zink,
108,5 pg Mangan, 9,975 mg Kupfer, 2,625 g lod, 525 pg Kobald, 1,05 mg Selen, 3695 mg L-Lysin, 8§75 mg
DL-Methionin, 175 mg L-Threonin, 752,5 FYT 6-Phytase.

" berechnet anhand der Schitzformel fiir Mischfuttermittel fiir Schweine der Gesellschaft fiir

Erndhrungsphysiologie (GfE 2008)

analysiert (Mittelwert von vier Analysen pro Diét)

°°  berechnet mit HYBRIMIN® Futter 2008 (Version 3.1.9. de 4.5.3.) von Hybrimin Computer + Programme
GmbH Co. KG, Hessisch Oldendorf
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Tabelle 4: Gehalte an Tocopherolen in den Futterrationen in Versuch 2

Kontrollfutter mit Fil;s‘:ltltﬁel;ulage
y-Tocopherol (umol/g)* 0,023 =+ 0,002 0,007 + 0,001
a-Tocopherol (umol/g)* 0,266 = 0,01 0,243 + 0,01
* analysiert nach 4.5.2
Tabelle 5: Fettsiuremuster (g/100g Fettsiuren) der Futterrationen in Versuch 2
Fettsiuren Kontrollfutter Futter

mit Fischolzulage

C 14:0 0,92 +£0,10 7,36 £ 0,43
C16:0 32,5+ 0,67 24,9+ 1,92
C16:1 09 0,18 £ 0,04 9,05+0,72
C 18:0 4,03 £ 0,08 4,61 +0,34
C18:1 9 30,6 £ 1,00 13,3+0,51
C 18:2 w6 27,6 £ 1,24 19,3 + 1,67
C 18:3 03 1,71 + 0,58 1,81 +0,09
C20:3 3 n. n. 0,05+ 0,04
C20:5 03 n. n. 7,13+£0,32
C22:5 w3 0,42 £ 0,06 0,81 +0,08
C22:6 ®3 n. n. 2,83+0,18
Summe:
SFA 38,3+ 0,69 38,1 £2,47
MUFA 32,1 £1,12 28,8 +1,08
PUFA 29,6 + 1,59 33,1 +£1,75
®3-Fettsduren 2,01 £0,60 12,6 £ 0,60
w6-Fettsduren 27,5+ 1,30 19,9 + 1,66
* analysiert nach 4.5.3

Abkiirzungen: n. n. nicht nachweisbar (unter der Nachweisgrenze von 0,01 g/100g FS)
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4.3 Probengewinnung

Die Probenentnahme erfolgte durch Mitarbeiter der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine der
Justus-Liebig-Universitdt Gief3en.

Im ersten Versuch wurden Proben zu zwei Zeitpunkten der Laktation gewonnen. Zur
Biopsieentnahme wurden die Sauen mit einer Mischung von 20 mg Ketamin (Ursotamin®,
Serumwerke Bernburg AG, Deutschland) und 2 mg Azaperon (Stresnil®, Janssen, Neuss,
Deutschland, Deutschland) pro kg Korpergewicht (KG) nach intramuskuldrer Applikation
narkotisiert und die Narkose mit 2,4 mg/kg KG Thiopental (Thiopental Inresa 0,5 g, Inresa
Arzneimittel GmbH, Deutschland) aufrechterhalten. Die Biopsieentnahmen der Leber erfolgte
an Tag 20 anhand der Vorgaben von Washburn et al. (2005). Die Sauen wurden in linker
Seitenlage gebracht und die Hautbereiche, die fiir den Zugang zur Biopsie bendtigt wurden,
geschoren. Mit Ethanol (70 %) und lodlosung wurden die vorbereiteten Stellen gereinigt und
desinfiziert. Die Durchfiihrung der Biopsieentnahme geschah unter Ultraschallkontrolle. Im
Hautbereich 8 cm ventral des Ende der 10. Rippe, auf Hohe der ersten Zitze, wurde mit einer
Skalpellklinge eine Stichinzision durchgefiihrt und eine Biopsienadel (16 gauge, 1,65 mm
Durchmesser, 160 mm Linge) in Zusammenhang mit einem Histocore® System (BIP Biomed.
Instrumente & Produkte GmbH, Deutschland) zur Entnahme verwendet. Zur Lokalanésthesie
im Bereich der Stichinzisionen wurde 1 ml Lidocain (2 %, BelaPharm, Vechta, Deutschland)
eingesetzt. Muskelbiopsien des M. Longissimus dorsi und Fettgewebsproben im Bereich des
Riickenspecks wurden an Tag 10 und 20 der Laktation mit einem Spirotom (8 gauge, 200 mm
Lange/ SR0O820HO1010002) der Fa. Medinvents (Hasselt, Belgien) auf Hohe der letzten Rippe,
handbreit lateral der Medianen entnommen. Die Hautwunden wurden im Anschluss mit
Einzelheften aus synthetischem, resorbierbarem Nahtmaterial der Stirke USP 1-0 verschlossen.
Gewebeproben wurden direkt nach der Gewinnung kyrokonserviert und bei -80 °C gelagert.

Die Probenentnahme des zweiten Versuches fand ausschlieSlich am 20. Tag der Laktation
statt. Die Sauen wurden entsprechend Versuch 1 narkotisiert und die Leber-, Muskel- und
Fettgewebsbiopsien wie oben beschrieben entnommen. Blutproben wurden nach dreistiindiger
Nahrungskarenz im Bereich der Vena jugularis in heparinisierten Blutentnahmesystemen
(Sarstedt, Niirnberg, Deutschland) entnommen und anschlieBend das Plasma mittels
Zentrifugation (1100 x g, 10 min, 4°C) gewonnen. Das Plasma wurde bei -80 °C aufbewahrt.

Hautwunden wurden im Anschluss mit Einzelheften aus synthetischem, resorbierbarem

Nahtmaterial der Starke USP 1-0 verschlossen.
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Nach intravendser Injektion von 20 L.E. Oxytocin (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland)
konnte im zweiten Versuch durch manuelles Abmelken Milchproben gewonnen werden. Dafiir
wurden die laktierenden Zitzen des Gesduges gesdubert, desinfiziert und mit behandschuhter
Hand ausmassiert, um eine repriasentative Poolprobe von ca. 100 ml zu gewinnen.
Anschlieend wurde die Milch mit Glaswolle filtriert, unter Zusatz von Natriumazid
konserviert und bei -80 °C gelagert. Gewebeproben wurden ebenfalls direkt nach der

Gewinnung kyrokonserviert und bei -80 °C gelagert.
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4.4 Material

Folgende Reagenzien wurden bei den durchgefiihrten Analysen verwendet. Verweise zu diesen

Tabellen sind bei den jeweiligen Analysemethoden angegeben.

Tabelle 6: Reagenzien zur Bestimmung des Rohfettgehaltes

HCI (4N) Stockmeier Chemie Dillenburg GmbH (Dillenburg, Deutschland)

n-Hexan Rotisolv Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Tabelle 7: Reagenzien zur Bestimmung des Rohproteingehaltes

Katalysator (Kjeltabs CX) Thompson & Capper LDT (UK)

K,SO,, CuSO4*5H20
Kongorot Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
konzentrierte Schwefelséure, technisch rein Stockmeier Chemie Dillenburg GmbH (Dillenburg,

Deutschland)

Mischindikator Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Natronlauge (40%) aus Natrimhydroxid Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Oxalsdure Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 8: Reagenzien zur Bestimmung des Laktosegehaltes

Test-Combination Lactose/D-Glucose R-Biopharm AG (Darmstadt, Deutschland)
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Tabelle 9: Reagenzien zur Bestimmung der Vitamin E- und Vitamin A-Konzentration

BHT Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Ethanol 1 % MEK vergillt Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

H,0, bi.dest HPLC-Grade, 0,02 um

Methanol HPLC-Grade Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

NaOH Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

n-Hexan Rotisolv HPLC Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Pyrogallol 1 %ig in Losung Merck Millipore, (Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 10: Reagenzien zur Bestimmung des Fettsiuremusters

Isopropanol HPLC VWR Prolabo® (Darmstadt, Deutschland)
(Chromanorm for HPLC)

n-Hexan Rotisolv HPLC Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

TMSH, 0,2 M in MeOH Macherey-Nagel (Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 11: Reagenzien zur Bestimmung des Gehalts an Carnitin und dessen Vorstufen

Acetyl-Carnitin Einzelstandard LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA)
Acetyl-D3-L-Carnitine-HCI Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
BB-HCL Einzelstandard Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Carnitine-Methyl-D3 HC1 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
L-Carnitin Einzelstandard AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Methanol (HPLC-Grade) Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

TML-HCL Einzelstandard Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
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Tabelle 12: Reagenzien zur Bestimmung der freien Fettsiuren

NEFA Standard Wako Chemicals GmbH (Neuss, Deutschland)

NEFA-HR(2) R1 Set
Farbreagenz A, Losung A Wako Chemicals GmbH (Neuss, Deutschland)

NEFA-HR(2) R2 Set
Farbreagenz B, Losung B Wako Chemicals GmbH (Neuss, Deutschland)

Tabelle 13: Reagenzien zur Bestimmung der Enzymaktivitit von Glutathionperoxidase

Cu H,0, (Cumolhydroperoxyd, 80 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Glutathion reduziert, mind. 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Glutathionreduktase Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
K,HPO, Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

KH,PO,4 > 99 % Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

NADPH GERBU Biotechnik GmbH (Heidelberg, Deutschland)
NaN;, Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
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Tabelle 14: Reagenzien der Genexpressionsanalyse

5-fach Green GoTaq® Flexi Buffer
5-fach Puffer

Bromphenolblau

Chloroform

DEPC (Verwendet als DEPC-H,0)
dNTPs (DNA Polymerisation Mix 10 nM
each dNTP)

EDTA

Ethanol

Formaldehyd (37 %)

Formamid

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
GeneRuler™ 100 bp

Glycerol

Isopropanol

KAPA™SYBR® FAST QPCR
konzentrierte Essigsdure
Natriumacetat
N-Morpholino-propansulfonsidure (Mops)
Oligo-dT-Primer

peqGOLD Universal Agarose
Primer

RevertAid™ Reverse Transcriptase,
200 U/ul

Tris

TRIzol ® Reagent

Promega (Madison, USA)

Fermentas GmbH (Schwerte, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

GeneCraft (Koln, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)

Biotium (Hayward, CA, USA)

Fermentas GmbH (Schwerte, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland)

Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

Fermentas GmbH (Schwerte, Deutschland)

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Invitrogen GmbH (Darmstadt, Deutschland)
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Tabelle 15: Verwendete Puffer und Losungen

DEPC-H,0 0,1% DEPC in Reinstwasser, fiir 24 h im Wasserbad bei 37

°C inkubiert, autoklaviert

50 x TAE-Puffer 242 g Tris, 57,1 ml konz. Essigséure, 100 ml EDTA (0,5 M)

aufgefiillt auf 1 Liter mit Reinstwasser

1 x TAE-Puffer 40 ml 50 x TAE-Puffer mit 1960 ml Reinstwasser aufgefiillt

5 x RNA-Gelladepuffer 2 mg Bromphenolblau, 8 ul 5 mM EDTA (pH 8), 72 ul
Formaldehyd (37 %), 200ul Glycerol, 310 pl Formamid, 400
ul Formaldehyd-Gelpuffer

10 x Formaldehy-Gelpuffer 200 mM Mops, 50 mM Natriumacetat x 3 H,0, 10 mM
EDTA; End-pH des Puffer pH 7

Kaliumphosphat-Puffer 500 ml mit pH 7 bestehend aus KH,PO, (0,02 mol/l), K,HPO,
(0,034 mol/l), EDTA (0,00015 mol/l) und NaNj;
(1,12 mol/1)
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4.5 Methoden

4.5.1  Charakterisierung der Milch

Die Bestimmung der Milchproben beruhte auf der Grundlage der Weender-Analyse,
entwickelt nach Henneberg und Strohmann (1860, 1864). Die Methoden zur Rohprotein- und
Rohfettbestimmung wurden nach dem VDLUFA (Verband deutscher landwirtschaftlicher
Untersuchungs- und Forschungsanstalten)-Methodenbuch Band 1II  (Bassler, 1976)
vorgenommen und gegebenenfalls modifiziert. Die Laktosebestimmung wurde anhand eines

Enzymtestsatz der Fa. R-Biopharm (Testsatz 10986119035) durchgefiihrt.

4.5. 1.1 Rohfett (Amtliche Methode, 5.1.1 Verfahren B)

Die Methode basiert auf der Extraktion des enthaltenen Rohfettes mittels des Losungsmittels
n-Hexan. In der vorliegenden Arbeit wurde der Rohfettgehalt der Sauenmilch und der

verwendeten Diét analysiert. Verwendete Reagenzien sind in Tabelle 6 gelistet.

Folgende Modifikationen wurden vorgenommen:
- Hexan anstelle des Petrolether
- 4 N HCl anstelle einer 3 N HCI
— keine Verwendung von Kieselgur

— Warmextraktion anstatt Kaltextraktion nach Soxhlet

Zum Sédureaufschluss der Probe wurde das Aufschlussgerit Biichi Digestion-Unit, zur

Warmextraktion wurde das Extraktionssystem B-811 (Biichi) verwendet.

4.5.1.2 Rohprotein (Amtliche Methode, 4.1.1 KJELDAHL-Aufschluss)

Der Proteingehalt der Milchproben wurde mittels Stickstoff-Bestimmung nach Kjeldahl
analysiert. Diese Methode beruht auf der Bindung der organischen Stickstoffverbindungen als
Ammoniumsulfat nach Erhitzung in konzentrierter Schwefelsdure. Nach Zugabe von
Natronlauge wird der Stickstoff in Form von Ammoniak frei und kann nach Destillation in
Schwefelsdure wieder gebunden werden. Die iiberschiissige Saure kann titrimetrisch bestimmt

und auf den Stickstoffanteil riickgeschlossen werden.

44



Material und Methoden

Folgende Modifikationen wurden vorgenommen:

- Katalysator: pro 1 g Probe wurde ein halbes Kjeltab (2,5 g Kaliumsulfat, 0,25 g
Kupfersulfat-5SH,0O) eingesetzt, anstelle von 15 g Kaliumsulfat und 0,9-1,2 g
Kupfersulfat-5H,O pro 1 g Probe

- 20 ml anstelle von 25 ml Schwefelsdure

- zusitzlich Verwendung von Bimssteinen und Zinkkornchen

Hierbei wurde die B-323 Destillation Unit (Biichi) verwendet. Verwendete Reagenzien zeigt

Tabelle 7.

4.5.1.3 Laktose

Zur Analyse der Laktosekonzentration wurde der Enzymtestsatz 'Lactose/D-Glucose'
(10986119035) der Fa. R-Biopharm verwendet. Dieser beruht auf dem Prinzip der
enzymatischen Umsetzung von Laktose zu D-Gluconat-6-phosphat und NADPH + H', wobei
NADPH + H" photometrisch bei 365 nm erfasst wird. Die Laktosekonzentration errechnet sich
im Anschluss aus der Konzentrationsmessung mit und ohne Enzymeinsatz. Verwendete

Reagenzien sind in Tabelle 8 zu finden.
4.5.1.3.1 Probenaufbereitung und Messung

Die Reagenzien wurden anhand der Vorgaben des Herstellers vorbereitet. An der
Ausfiihrung des Testsatzes wurden folgende Modifikationen vorgenommen:

— 50 pl Probenvolumen mit einer Verdiinnung von 1:100

— es wurde nur Hélfte der angegebenen Volumina verwendet (Testvolumen: 1,635)
Die Extinktionen wurde bei 365 nm in einem Cary®50 Bio-Spektralphotometer (Varian)
nach Testvorschrift gemessen. Hierzu wurde die Software Cary Win UV-Simple Reads
(Version 3.00) verwendet.

4.5.1.3.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration wurde nach den Vorgaben des Herstellers berechnet.
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4.5.1.4 Energiegehalt der Milch

Der Energiegehalt der Milch wurde anhand der Hauptkomponenten Fett, Protein und
Laktose ermittelt. Hierbei wurden die analysierten Konzentrationen der Einzelkomponenten
mit den entsprechenden Energiegehalten von Fett (39 MJ/kg), Protein (24 MJ/kg) und Laktose
(17 MJ/kg) verrechnet (KirchgeBner, 2008).

4.5.2 Vitamin A- und Vitamin E-Konzentration in Milch und Futter

Die Vitamin A- und E-Konzentration wurde durch Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) nach einer modifizierten Methode von Catignani und Bieri (1983)
und Balz ef al. (1993) gemessen. Der Aufbereitung liegt die Verseifung der Fette mit dem darin
gebundenen fettléslichen Vitamin A und E und der anschlieBend Extraktion der Vitamine

mittels Hexan zugrunde. Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 9 zu finden.

4.5.2.1 Probenaufbereitung

4.5.2.1.1 Milch

Jeweils 0,5 ml der Milch wurden mit 2 ml einer Ethanol-Pyrogallol-Ldsung versetzt.
AnschlieBend wurden 300 pl gesittigte Natronlauge hinzugefiigt. Dieses Gemisch unter
Stickstoffatmosphire bei 70 °C fiir 30 min der Verseifung unterzogen. Im Anschluss wurden 2
ml Hexan und die gleiche Menge zweifach destilliertes Wasser untergemischt, kréftig
vermischt und zur Phasentrennung bei 3000 U/min bei 10 °C fiir 5 min zentrifugiert. 1200 pl
der oberen Hexanphase wurden unter Stickstoffbegasung bei 37°C zur Trocknung eingedampft.
Der Riickstand wurde mit 0,8 ml Methanol-BHT-Gemischs (0,05 % BHT v/v) geldst und in
HPLC-Microvials zur Analyse mittels HPLC iiberfiihrt.

4.5.2.1.2 Futter

Mit den Futterproben wurde entsprechend verfahren. Unterschiede zu den Milchproben gab
es nur im Bezug auf die Menge des Probenmaterials und des Volumen der Methanol-BHT-
Losung. Hier wurden 0,2 g der Probe eingesetzt und 1 ml Hexanphase verwendet. Ansonsten

entsprach es dem Vorgang der Aufbereitung von Sauenmilch.
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4.5.2.2 HPLC

Verwendete Gerite zur Analyse zeigt Tabelle 16.

Tabelle 16: Verwendete Geriite der Fa. Hitachi/VWR (Darmstadt, Deutschland) zur Analyse der Konzen-
trationen an Vitamin A und E via HPLC

Pumpe L-7100 (LaChrom)

Séulenofen Jet Stream Plus

Autosampler L-7200 (LaChrom)

Detektor Fluoreszenz Detektor L-7480 (LaChrom)

Saule LiChrosphere® RP1 18; 125 mm, Spum, 4,6 mm
Vorsidule LiChrosphere® RP18 4-4, 5um

Da der Fluoreszenzdetektor fiir die Bestimmung von Vitamin A und E verwendet wurde,
musste eine Wellenldngenschaltung vorgenommen werden. Die entsprechenden Einstellungen

zeigt Tabelle 17.

Tabelle 17: Einstellungen des FL-Detektors mit vorgenommener Wellenliingenschaltung und Retentions-

zeiten zur Ermittlung der Konzentrationen an Vitamin A und E

Substanz Retentionszeiten
bis 2,4 min Retinol 1,7 min
EM 475 nm, EX 325nm
ab 2.5 min v-Tocopherol 4,2 min
EM 325 nm, EX 295nm .
a-Tocopherol 5,0 min

Abkiirzungen: EM Emissionswellenlidnge; £X Anregungswellenldnge (Excitation wavelengh)
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Die Einstellungen und Auswertung wurden iiber den EZChrom Elite Version 3.3.1
vorgenommen.
Verwendet wurde ein Injektionsvolumen von 50 pl unter einem Druck von 88 bar und einer
Temperatur des Saulenofens von 40 °C. Als FlieBmittel wurde ein Methanol-Wassergemisch in

Verhiltnis von 95:5 (v/v) eingesetzt und eine FlieBgeschwindigkeit von 2 ml/min vorgegeben.

4.5.2.3 Kalibration

Zu Beginn jeden Laufes wurde eine Kalibrierung mittels vier Verdiinnungsstufen eines
Standard-Mixes durchgefiihrt, der sowohl eine bekannte Menge an Vitamin A als auch und
Vitamin E (a- und y-Tocopherol) enthielt. Die abgedeckt Bereiche der Analyse zeigt Tabelle
18.

Tabelle 18: Kalibrationsbereiche zur Analyse der Konzentrationen an Vitamin A und E mittels HPLC

Retinol 0,026 - 0,627pg/ml
v-Tocopherol 0,009 - 0,066 pg/ml
a-Tocopherol 0,054 - 1,296 pg/ml

4.5.2.4 Konzentrationsbestimmung

Anhand der Retentionszeiten konnten die erhaltenen Chromatogramme der zugehdrigen
Substanz zugeordnet werden. Abbildung 1 zeigt zur Veranschaulichung zum einen das
Chromatogramm eines Kalibrationsstandards, zum anderen das einer Testprobe aus der

Kontrollgruppe.
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und Vitamin A-

Konzentrationen. Die obere Abbildung zeigt das Chromatogramm des Standards. Der erste Peak (von links
gezihlt) entspricht Retinol, der zweite y-Tocopherol und der dritte Peak zeigt a-Tocopherol. An den Peaks sind
der entsprechende Name, die Retentionszeit und die zugehodrige Flache unter der Kurve angegeben. Weitere
minimale Peaks sind zu vernachléssigen. Sie sind meist Teil des Grundrauschens. Die untere Abbildung zeigt das
Chromatogramm einer Testprobe (hier der Kontrollgruppe). Anhand der Retentionszeiten konnen die Peaks der

jeweiligen Substanz zugeordnet werden.

Mit Hilfe der Software EZChrom Elite (Version 3.3.1) konnten die Peakflichen ermittelt

werden. Die Quantifizierung erfolgte anhand linearer Regression iiber die Peakfldchen unter

Einbeziehung des Volumens und Verdiinnung.

4.

mittels eines Hexan-Isopropanolgemisches extrahiert (Hara und Radin,

5.3

Bestimmung des Fettsduremusters in Milch und Futter

Zur Bestimmung des Fettsduremusters wurden die in den Proben enthaltenen Fettsduren

1978) und in

Fettsduremethylester (FAMESs) iiberfiihrt (Butte, 1983). AnschlieBend konnten die Verteilung
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der Fettsduren gaschromatographisch erfasst werden. Verwendete Reagenzien sind in Tabelle

10 ersichtlich.
4.5.3.1 Probenaufbereitung
4.5.3.1.1 Milch

250 pul Probenmaterial wurden mit 2 ml eines Hexan/Isopropanol-Gemisches (3:2, v/v)
versetzt, mit gasformigem Stickstoff bedeckt und {iber Nacht in einer Schiittelapparatur (GFL
3015) bei Raumtemperatur 18 Stunden im Dunkeln horizontal geschwenkt. Im Anschluss
wurde 1 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt und die Mischung kriftig gewhirlt, um eine
gleichméBige Verteilung aller Bestandteile zu erreichen. Anschlieend wurden die Proben zur
Phasentrennung fiir 5 min bei 10 °C und 3000 U/min zentrifugiert (Varifuge K von Herarus
Christ GmbH, Osterode). Der Uberstand wurde vollstindig in ein GC-Gléschen iiberfiihrt und
in einem Evaporator® (Liebisch) bei 37 °C unter Stickstoff eingedampft. Zur Methylierung der
Fettsduren wurden 75 pl TMSH hinzugegeben. Die Proben konnten im Anschluss im

Gaschromatographen analysiert werden.
4.5.3.1.2 Futter

Bei den Futterproben wurden 250 mg eingewogen, mit 4 ml Hexan/Isopropanolgemisch
(3:2, v/v) vermischt und analog der Milchproben der Extraktion unterzogen. Nach
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen konnte von dem Uberstand 250 ul abgenommen
und zum Eindampfen unter Stickstoffatmosphire iiberfiihrt werden. Nach dem Eindampfen
wurden 100 pl TMSH hinzugefiigt. Die Inkubationsbedingungen entsprachen den
Milchproben. Zwischen 75 und 100 pl wurden aus den Gldschen gewonnen und zur

Gaschromatographie verwendet.
4.5.3.2 Gaschromatographie

Verwendet Gerdte und Einstellungen der Analyse sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
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Tabelle 19: Verwendete Geriite und Einstellungen zur Analyse des Fettsduremusters via Gaschroma-

tographie

Chromatograph PE Clarus 580 (PerkinElmer)

Siule FFAP Optima Plus (Macherey-Nagel)
(Sdulennummer: 22678-8), 50 m, 0,25 mm ID, 0,2 um df

Einstellungen Injektor/ Detektor (FID) 260 °C
Trigergas He Vordruck 360 kPA,

25,4 cm/sec
Brenngase H, 45 cm’
Synthetische Luft 450 cm’

Injektionsvolumen 1ul
Injektionsart 5 ul Spritze im Autosampler
Injektionssplit 1:20
Inlay 4mm Quarzinlay mit Glaswatte
Temperaturprogramm :

1. 140 °C fiir 2 min

2. mit 5 °C/min auf 200 °C
3. 15 min auf 200 °C

4. mit 2 °C/min auf 240 °C
5. 25 min auf 240 °C

Die Einstellungen und Auswertung wurden iiber den EZChrom Elite (Version 3.3.1)

vorgenommen.

4.5.3.3 Kalibration

Die Kalibration wurde mit der Fldchenberechnung des 37 Komponenten Fatty Acid Methy!
Ester (FAME)-Mix Standards (Supelco, 18919) der Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deutschland) durchgefiihrt. Einzelstandards von Fettsdure-Methylester, die nicht im FAME-

Standard enthalten waren, wurden ebenfalls von der Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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(Deutschland) bezogen. Hierzu gehorten cis-11-Octadecen-Methylester (C 18:1 7, Supelco,
46904) und all-cis-7,10,13,16,19-Docosapentaen-Methylester (C 22:5, Sigma, 17269).

4.5.3.4 Normprozentbestimmung

Fiir jeden Lauf wurden die Chromatogramme aufgrund ihrer spezifischen Retentionszeiten
den zugehdrigen Fettsduren der Standardchromatogramme zugeordnet und eine
Flachenberechnung unter Zuhilfenahme des Programms EZChrom Elite (Version 3.3.1)
durchgefiihrt. Ein Chromatogramm des FAME-Standards ist zur Veranschaulichung in
Abbildung 2 abgebildet.

Channel A Signal (FID)
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Abbildung 7: Chromatogramm des FAME-Standards. Jeder Peak kann anhand seiner Retentionszeit
zugeordnet werden. An den Peaks ist die entsprechende Retentionszeit, die zugehorige Fliache unter der Kurve und
der entsprechende Name angegeben. Weitere minimale Peaks zwischen den Peaks des FAME-Standards sind zu
vernachldssigen. Sie sind meist Teil des Grundrauschens.

Die Berechnung der Fettsdureverteilung erfolgte als relativer Anteil der Peakfldche an der

Gesamtpeakfldche. Die Fettsduren wurden als Normprozente (g/100g) angegeben.

4.5.4 Bestimmung von L-Carnitin, Acetyl-Carnitin, y-Butyrobetain und Trimethyllysin im

Plasma und Milch

Die Konzentration von Carnitin und dessen Vorstufen wurde mit Hilfe der

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie  (HPLC) kombiniert mit einem Tandem-

W
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Massenspektrometers (MS/MS) nach einer modifizierten Methode von Hirche (Hirche et al.,
2009) ermittelt. Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

4.5.4.1 Probenaufbereitung

4.5.4. 1.1 Milch

100 pl der Milch wurde mit 400 pl eines Methanol-Wassergemischs (1:2 v/v) vermischt.
Nach kréftigem Mischen wurden die Proben im Thermoshaker T S1 (Biometra) bei 50 °C und
150 U/min fiir 30 min inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden sie bei
10°C bei 20.000 g zentrifugiert. 40 ul des Uberstandes wurden mit 200 pl Methanol/interner
Standard (Carnitine-Methyl-D3-HCI 2,54 uM, Acetyl-D3-L-Carnitine-HCI 0,83 uM) versetzt
und Raumtemperatur 10 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation bei
oben genannten Bedingungen. Der Uberstand wurde in Microvials iiberfiihrt und der Analyse

mittels MS-HPLC unterzogen.
4.5.4.1.2 Plasma

Das Plasma wurde bei 600 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. 40 pl Plasma wurde mit 200 pl
Methanol/internem Standard vermischt und fiir 5 min zur besseren Ausfillung der Proteine auf
Eis gelagert. Im Anschluss wurde das Gemisch bei 20000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert
und 75 ul des Uberstandes fiir die Analyse im Autosampler in Mikrovials iiberfiihrt.

4.5.4.2 Messung mittels HPLC-MS/MS

Verwendete Gerite zur Analyse zeigt Tabelle 20.
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Tabelle 20: Geriite zur Analyse der Konzentrationen an L-Carnitin, Acetyl-Carnitin, Trimethyllysin und y-

Butyrobetain mittels HPLC-MS/MS

Saule Kromasil 100 Si; 5 pm, 125 mm x 2 mm

(CS-Chromatographie Service, Langerwehe, Deutschland)

Vorséule Silica 4 x 2 mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

HPLC-System (Fa. Hitachi/VWR, Darmstadt, Deutschland)

Pumpe L-2160U (LaChrom) bindres Pumpsystem
L-6000 HPLC-Pumpe

Séulenofen L-2300 Séulenthermostat
Autosampler L-2200U (LaChrom)
Detektor MS-System (Fa. ABSciex, Darmstadt, Deutschland)

MS/MS 3200 Qtrap

Die Auswertung erfolgte anhand der Software Analyst 1.5.1.

4.5.4.3 Kalibration

Die Kalibrationsstandards, bestehend aus L-Carnitin, Acetyl-Carnitin, Trimethyllysin und -

Butyrobetain, wurden entsprechend der Proben ebenfalls mit Internem Standard versehen und

aufgearbeitet. Die abgedeckten Kalibrationsbereiche zeigt Tabelle 21:

Tabelle 21: Kalibrationsbereiche zur Analyse der Konzentrationen an L-Carnitin, Acetyl-Carnitin,

Trimethyllysin und y-Butyrobetain mittels HPLC-MS/MS

L-Carnitin 1,52 -24,3 uM
Acetyl-Carnitin 0,30 - 4,84 uM
Trimethyllysin 0,28 - 4,45 yM
v-Butyrobetain 0,35 -5,64 uyM
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4.5.4.4 Konzentrationsbestimmung

Die Substanzen wurden anhand der Mutter/Tochter-Fragmente identifiziert und die
Konzentrationen mittels Interner Standard-Korrektur und linearer Regression iiber deren

Peakflichen unter Einbeziehung des Volumens bzw. der Einwaage berechnet.

4.5.5  Bestimmung der Menge an freien Fettsduren im Plasma

Zur Analyse der freien Fettsdurenkonzentration wurde das kommerzielle Testkit NEFA-
HR(2) der Fa. Wako Chemicals GmbH (Neuss, Deutschland) genutzt und teilweise modifiziert
nach den Vorgaben des Herstellers angewendet.

Der Nachweis basiert auf der enzymatischen Umsetzung der freien unveresterten Fettsduren
durch das Enzym Acyl-CoA-Synthetase zu Acyl-CoA, AMP und Phosphorsdure. In weiteren
Schritten unter Einwirkung von Acyl-CoA-Oxidase und Peroxidase wird durch oxidative
Bindung eine blau-violette Férbung erzeugt. Diese kann photometrisch erfasst werden

(Aufenanger und Kattermann, 1995). Verwendete Reagenzien sind in Tabelle 12 zu finden.

4.5.5.1 Probenaufbereitung und Messung

Zu Beginn der Aufbereitung wurden die Reagenzien des Testkits geméfl den Angaben des
Herstellers hergestellt. Folgende Modifikationen wurden vorgenommen:

30 pl unverdiinntes Plasma wurden mit 250 pl des Testreagenz A vermischt und bei 37°C
fiir 10 min inkubiert. Im Anschluss wurde die Extinktion bei 546 nm in einem Cary®50 Bio-
Spektralphotometer (Varian) gemessen (Probenleerwert). Daraufthin wurden 500ul des
Testreagenz B zugegeben, 10 min Inkubationszeit abgewartet und erneut die Extinktion

gemessen. Hierzu wurde die Software Cary Win UV-Kinetics (Version 3.00) verwendet.

4.5.5.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte in Relation zum zugehdrigen NEFA-Standard mit

einer Konzentration von 1 mmol/l anhand der Vorgaben des Herstellers.
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4.5.6  Bestimmung der Enzymaktivitit der Glutathion-Peroxidase (GPX) im Plasma

Die Enzymaktivitit der GPX wurde nach der Methode von Lawrence und Burk (1976)
gemessen.

Grundlage dieser Methode ist die enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff. Bei dieser Reaktion wird reduziertes Glutathion durch die
Glutathionperoxidase zu Glutathiondisulfid oxidiert und dieses durch die Glutathionreduktase
wieder zur urspriinglichen Form unter Verbrauch von NADPH reduziert, was durch einen
Extinktionsabfall begeleitet wird. Dieser kann photometrisch erfasst werden. Verwendete
Reagenzien sind der Tabelle 13 zu entnehmen. Fiir die Analyse wurde der Kaliumphosphat-
Puffer aus Tabelle 15 verwendet.

Fiir den Reaktionsansatz wurde folgender Reaktionsmix bendtigt:

10 ml bestehend aus:
reduziertem Glutathion (1 mmol/l)
NADPH (1 mmol/l)
Glutathion-Reduktase (1 U/1; 39,06 ul)
Kaliumphosphat-Puffer

Zur Messung wurden 50 pl Plasma mit 900 pl Reaktionsmix vermischt und unter Zugabe
von 50 ul CuH,0, die Reaktion gestartet. Bei einer Wellenldnge von 340 nm wurde iiber einen
Zeitraum von exakt 2 min die Extinktionen mit einem Cary®50 Bio-Spektralphotometer
(Varian) erfasst. Hierzu wurde die Software Cary Win UV-Kinetics (Version 3.00) verwendet.

Unter Verwendung der folgenden Formel konnte die Enzymaktivitit der Glutathion-

Peroxidase in Units pro Liter berechnet werden:

V x AE/min ..
A(U/l)=—— x Verdiinnung
exdxv
V = Gesamtvolumen des Testansatz, AE = Extinktionsinderung abziiglich des

Blindwertes, € = Extinktionskoeffizent von NADPH + H' bei 340 nm, d = Schichtdicke
der Kiivette, v = Volumen der Probe. Der Extinktionskoeffizent € von NADPH + H' bei
340 nm betrdgt 0,00622 L/umol*cm.
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4.5.7  Genexpressionsanalyse

Durch die quantitative real time polymerase chain reaction (kurz qPCR) kann ein
gewlinschter Teil der DNA anhand spezifischer Primer amplifiziert (Mullis et al., 1992) und
das Produkt schon wéhrend der Analyse quantitativ gemessen werden. Dies beruht auf der
Anlagerung des fluoreszierenden Farbstoffs Sybr Green an die DNA-Helix. Die Fluoreszenz ist
proportional zur Menge des amplifizierten Produkts.

Hierzu benétigt man komplementire DNA, so genannte cDNA, die durch reverse
Transkription iiber isolierte RNA aus den Gewebeproben hergestellt wird. Die Produkte der
gPCR werden durch Gelelektrophorese auf ihre Grofe mittels Vergleich mit einer DNA-Leiter
bekannter Gréfe untersucht, um die Bildung des gewiinschten Produktes zu iiberpriifen.

Verwendete Reagenzien zeigt Tabelle 14. Die verwendeten Puffer und Losungen mit ihrer

Zusammensetzung sind in Tabelle 15 zu finden.

4.5.7.1 Gerite

Die verwendeten Geridte zur Analyse zeigt Tabelle 22.

Tabelle 22: Verwendete Geriite zur Genexpressionsanalyse

TissueLyser Qiagen GmbH, Deutschland

HERAEUS Fresco 21 Centrifuge Thermo Electron LED GmbH, Deutschland
Thermoschiittler Eppendorf AG, Deutschland

Plattenreader TECAN infinite M200 TECAN Austria GmbH, Osterreich
NanoQuant plate™ TECAN Austria GmbH, Osterreich
Thermocycler TProfessional BASIC Biometra GmbH, Deutschland

Rotorgene Q Qiagen GmbH, Deutschland

4.5.7.2 Isolation der RNA

Zur RNA-Gewinnung aus dem Probengewebe wurde TRIzol® Reagent (Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers verwendet. Hierfiir wurde ca. 15 mg
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Lebergewebe und 30 mg Muskulatur mit 1 ml TRIzol® versetzt. Zur Homogenisation wurde
ein Tissue Lyser (Qiagen GmbH, Deutschland) genutzt. Das Lebergewebe wurde bei 15 Hz fiir
4 min, die Muskulatur bei 17,5 Hz fiir 3 min homogenisiert. Fiir die RNA-Isolation der
Fettgewebs- und Milchdriisenbiopsien wurde das Isolationskit RNEasy Lipid Tissue Mini Kit
der Fa. Quiagen nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Beziiglich des Fettgewebes
wurde eine Einwaage von 100 mg vorgenommen, von den Milchdriisenbiopsien wurden 45-55
mg verwendet.

Nach Zugabe von 200 ul Chloroform wurden die Proben fiir etwa zwei bis drei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 15 min bei 4 °C mit 13.000
U/min zentrifugiert und die obere RNA-haltige Phase abgenommen. Nach Zugabe von 500 pl
Isopropanol erfolgte erneut eine Inkubation fiir 10 min. Nach erneuter Zentrifugation fiir zehn
Minuten bei gleichen Bedingungen wurde der Uberstand restlos entfernt und es blieb ein Pellet
zuriick. Dieses wurde mit 1 ml 75 %igem Ethanol gewaschen und bei oben genannten
Bedingungen fiir 5 min erneut zentrifugiert. Nach Trocknung konnte das isolierte RN A-haltige
Pellet mittels DEPC-H,O in Losung gebracht werden. Hierfiir wurde ein Thermoschiittler
(Eppendorf AG, Deutschland) fiir 10 min bei 60 °C unter 900 U/min genutzt. Fiir die Leber
wurden 75 ul, fiir die Muskulatur 50 ul DEPC-H,0 zum Losen verwendet. Im Falle des Fett-
und Milchdriisengewebes wurden 30 pl bzw. 40 ul des RNase-free water des Isolationskits

eingesetzt. Die RNA wurde bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

4.5.7.3 Qualitdtsbestimmung

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde mit einem Tecan infinite M200-
Spektrometer (TECAN Austria GmbH, Osterreich) bestimmt. 2 pl jeder Probe wurde auf eine
NanoQuant plate™ gegeben und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm erfasst. Zuvor wurde
gegeniiber DEPC-H,0 geeicht. Unter Verwendung der Tecan i-control Software wurde die
Konzentration bestimmt. Die Reinheit wurde anhand des Quotienten aus der Extinktion bei 260
nm und 280 nm ermittelt und lag zwischen 1,8 und 2,0. Die Integritdt der RNA wurde anhand
eines 1 %igen Agarosegels auf das Vorhandensein der 18S- und 28S-Bande {iberpriift (siche
1.5.7.6).
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4.5.7.4 cDNA-Synthese

Zur Herstellung von doppelstringiger cDNA, aus einzelstrangiger RNA wird ein Mastermix

bendtigt. Dessen Zusammensetzung ist in Tabelle 23 zu finden.

Tabelle 23: Zusammensetzung des Mastermix zur cDNA-Synthese

Volumen (pl) *

Sfach Puffer 5
DEPC-H,0O 12,5
dNTP 1,25
Oligo-dT-Primer 1
Reverse Transkriptase 0,3

*Die angegebenen Volumina beziehen sich auf die Herstellung des Mastermixes fiir einen Reaktionsansatz

Die RNA jeder Probe wurde auf einheitliche Konzentration von 1,2 ug pro Syntheseansatz
angepasst. Nach Herstellung des Mastermixes konnte jeder RNA-Probe die entsprechende
Menge Mastermix bis zu einem Endvolumen von 25 pl zugegeben und im Thermocycler

(Biometra) folgendes Temperatur-Zeit-Programm durchlaufen werden:

— reverse Transkription bei 42 °C fiir 1 h (Optimum des Enzyms)
— Abbruchsreaktion bei 72 °C fiir 10 min

Nach Abkiihlung konnten die Proben mittels 50 ul DEPC-H,O verdiinnt und bei -20 °C

gelagert werden, bis weiteren Analysen durchgefiihrt werden konnten.

4.5.7.5 Real-Time-Polymerase chain reaction

Fir die Real-Time-Polymerase chain reaction wurde ein Mastermix angesetzt. Dessen

Zusammensetzung ist in Tabelle 24 dargestellt.
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Tabelle 24: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die -PCR

Volumen (pl)*
DEPC-H,0O 7,2
Primer vorwirts (10mM) 0,04
Primer riickwérts (10mM) 0,04
KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix Universal 10,0

*Die angegebenen Volumina beziehen sich auf die Herstellung des Mastermixes fiir einen Reaktionsansatz

2ul ¢cDNA wurden mit 18 ul des Mastermixes versetzt, der fiir jedes Gen mit den
dazugehorigen Primern neu angesetzt wurde. Die Primer wurden mit Hilfe der Softwares
Primer3web (Version 4.0.0, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge,
Massachusetts) und BLAST (NCBI, National Center for Biotechnology Information) (Ye et al.,
2012) entworfen und iiber Eurofins MWG Operon bezogen. Thren Details sind in Tabelle 25
und 27 gelistet. Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass Vorwérts- und
Riickwértsprimer, wenn moglich, introniiberspannend positioniert wurden und optimaler Weise
eine Annealing-Temperatur von 60 °C aufwiesen. Fiir die PCR wurde ein Rotor-Gene Q

(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.

Folgendes Temperatur-Zeitprogramm wurde durchlaufen:
- Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 3 min
Zyklus (zwischen 35 und 40 Wiederholungen):
— Denaturierungsphase bei 95 °C fiir 5 s
- Anlagerungsphase bei Primer-spezifischer Temperatur (optimal: 60 °C) fiir 20 s
— Amplifikationspahse bei 72 °C fiir 1 s
Zuletzt:

— Schmelzkurvenanalyse von 50 °C auf 95 °C

Zur Kontrolle wurde bei jeder Messung zwei Ansdtze ohne cDNA-Zusatz (NTC, Non-
template-Control) der PCR unterzogen. Hier sollte sich kein Amplifikat bilden. Zur Ermittlung
der relativen mRNA-Expression wurden als Messparameter der Ci-Werte (cycle threshold) bei

0,06 durch die Software Rotor-Gene Q (Version 2.0.2) ermittelt.
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Zu Beginn der Analysen wurden sechs Referenzgene gemessen und mit Hilfe der
Anwendung 'GeNorm' darunter die drei stabilsten Genexpressionsraten ermittelt (Tabelle 26).
Angesichts dieser konnten von dem verwendeten Programm Normalisierungsfaktoren
berechnet werden (Vandesompele et al., 2002), die fiir die Berechnung der Expressionsrate der
Zielgene herangezogen wurden. Hierbei wurden die C-Werte mittels der Methode von Livak
und Schmittgen (2001) unter Verwendung der Formel 2" in relative Mengen transformiert,
der grofite Wert mit dem Wert 'l' gleichgesetzt und die Ergebnisse mit den ermittelten
Normalisierungsfaktoren korrigiert. Aus den hieraus sich ergebenen Werten wurden die
Behandlungsgruppen mit der Kontrollgruppe ins Verhéltnis gesetzt. Die Resultate wurden mit
MW = SD beschrieben.

Die qPCR performance data wurde mittels einer Verdiinnungsreihe fiir alle verwendeten
Primer bestimmt und gemall den Angaben der MIQE-Guidelines (Bustin et al., 2009) berechnet
(Tabellen 25,27). Die Effizienz der Primer ergab sich aus 1051791,

Tabelle 25: Referenzgene, Primereigenschaften fiir g-PCR

Gen Primersequenz (5' — 3") Produkt- Ta NCBI-GenBank  Slope R** E **
anerkanntes -vorwdrts- grofBie (bp)
Symbol -riickwdrts-

ACTB GACATCCGCAAGGACCTCTA 205 60 XM _003124280.2  -3,76 1,000 0,84
ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

ATP5GI CAGTCACCTTGAGCCGGGCGA 94 64 NM 0010252182  -3,34 0,999 0,99
TAGCGCCCCGGTGGTTTGC

GSR AGCGCGATGCCTACGTGAGC 175 60 XM 0034836352  -343 0,997 0,96
GGTACGCCGCCTGTGGCAAT

RPS9Y GTCGCAAGACTTATGTGACC 325 60 XM_005664825.1  -3,78 0,999 0,84
AGCTTGAAGACCTGGGTCTG

SDHA CTACGCCCCCGTCGCAAAGG 380 64  DQ402993 -3,66 0,994 0,87
AGTTTGCCCCCAGGCGGTTG

SHAS?2 GAAAAGGCTAACCTACCCTG 218 60 NM_214053.1 -3,87 0,990 0,81
TGTTGGACAAGACCAGTTGG

*  Bestimmungskoeffizient der Eichkurve

** E = Effizienz. Die Effizienz wurde unter Verwendung der Formel E=10C"5P)_1 ermittelt (Bustin et al., 2009).
Abkiirzungen: ACTB B-Actin; ATP5G1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1
(subunit 9); T, Annealing-Temperatur; bp Basenpaare; GSR Gluthatione reductase; RPS9 40S ribosomal protein
S9-like; SDHA Succinate dehydrogenase complex, subunit A; SHAS2 Hyaluronan synthase 2.
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Tabelle 26: Expressionsstabilititen (M-Werte) der drei stabilsten Referenzgene in den verwendeten

Geweben gemifl 'GeNorm'

Leber Muskel
Gen M-Wert Gen M-Wert
ATP5Gl 0,033 RPS9 0,036
ACTB 0,034 GSR 0,038
RPS9 0,034 ACTB 0,040

Abkiirzungen: ACTB B-Actin; ATP5G1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1
(subunit 9); GSR Gluthatione reductase; RPS9 40S ribosomal protein S9-like.

Tabelle 27: Zielgene, Primereigenschaften fiir gPCR

Gen Primersequenz (5' — 3") Produkt T, NCBI-GenBank Slope R%* E **
anerkanntes -Vorwdrts- -grofle
Symbol -riickwdirts- (bp)

ACACA AACAAGGACCTGGTGGAGTG 256 60 NM 001114269.1  -3,13 1,000 1,09
CAGGAGGCTCTTCCTACGTG

ACOXI CTCGCAGACCCAGATGAAAT 218 60 NM 001101028.1  -3,53 0,999 0,92
TCCAAGCCTCGAAGATGAGT

ALDHY941 GCTGCTGGCCGAAATCTATA 133 60 XM 005663148.1  -3,52 0,998 0,93
CACACTTCCAGTGAAGGAGA

ATF4 AACATGGCCGAGATGAGCTTCC 265 60 NM 001123078.1  -3,36 0,998 0,99
TCTCCACCATCCAGTCTGTCCC

BAK1 AGGACCTGAGAGATGGCGTCC 283 60 XM 001928147.2  -3,07 0,999 1,12
AGTCGTATCGCCGGTTGATGTC

BAX ATGGAGCTGCAGAGGATGATCG 289 60 XM 003127290.2  -4,45 0,999 0,68
ACGTGGGCGTCCCAAAGTAG

BBOXI GTGCCGAAAGCTCAAGGAAAAA 342 60 XM 003122909.3  -3,59 0,999 0,90
CTCTGCCGGCCGTGAAGTAAC

BCL2LI CGTCCCAGCTCCACATCACC 147 60 NM 214285.1 -3,55 0,998 0,91
CCTTGTCTACGCTCTCCACGC

CASP3 CTGCCGAGGCACAGAATTG 135 60 NM 214131.1 -3,38 0,999 0,98
CGCCAGGAATAGTAACCAGGTG

CASPS AGAAAGATGTCCCAGGGGTGAAGA 121 60 NM 001031779.2  -3,50 0,993 0,93
CAGGGTGAAAGTAGGTTGTGGCA

ccL2 CTGCACCCAGGTCCTTGC 199 60 NM 214214.1 -3,33 0,998 1,00
GACCCACTTCTGCTTGGGTTC

CD36 TCCTCTGACATTTGCAGGTCAATCT 107 59  NM_001044622.1  -3,59 0,999 0,90
GGAGATGCAAAAGCTGTGGATGG

CPT14 GCATTTGTCCCATCTTTCGT 198 60 NM 001129805.1 -3,46 0,999 0,95
GCACTGGTCCTTCTGGGATA

CPTIB CACACTGCAGCACCTCACA 183 60 NM 001007191.1  -4,09 1,000 0,76
GTGAGGGCTGCCAGCTTTT

CYPIAI CTGCCATCTTCTGCCTTGTA 314 60 NM 214412.1 -3,58 0,993 0,90
GCTCTGGCCATTAGAGATCA

CYP4A424 GGTTTGCTCCTGTTGAATGG 121 60 NM 214424.1 -3,34 1,000 0,99
GCATCACTTGGACAGACTTG

DDIT3 CTGAGTCATTGCCTTTCTCCTTCG 311 60 NM 001144845.1  -322 0,999 1,05

ACTTTGTTTCCGTTTCCTGGGTC
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DNAJC3

EDEM1

FABPI

FABP3

FABP4

FASN

FBXO032

FGF21

GPAT

GPXI

HMGCR

HMOX1

HP

HSP90B1

HSPAS

1CAM1

ILIB

IL8

LBP

LDLR

LPL

MVK

NOOI

PDIA4

PPPIRI5A

PRDX6

PSMAI

TGTCTCTCAGTGAAGTTCGTGAATG

GATTCATATTTGCTGGTCGCATC

TGGGTTGGAAAGCAGAGTGGC
TTCACATTGACGTAGAGTGGCGG

ATCGTGCAGAATGGGAAGCA
ACTGAACCACTGTCTTGACC

CAACATGACCAAGCCTACCA
CTAGTTCCCGAACAAGCGTT

CACCAGGAAGGTGGCTGGCA
CCTGTACCAGGGCGCCTCCA

AGCCTAACTCCTCGCTGCAAT
TCCTTGGAACCGTCTGTGTTC

TCACAGCTCACATCCCTGAG
GACTTGCCGACTCTCTGGAC

CGATACCTCTACACGGATGA
CGTTGTAGCCATCCTCAAGA

ATCGTGGCCTGCCTGCTCCT
CATAGGCTGGCGGCCTTCCG

CTTCGAGAAGTTCCTGGTGG
CCTGGACATCAGGTGTTCCT

GGTCAGGATGCGGCACAGAACG
CGCCCACGGTCCCGATCTCTATG

AGCTGTTTCTGAGCCTCCAA
CAAGACGGAAACACGAGACA

GTTCGCTATCACTGCCAAAC
CAGTTTCTCTCCAGTGACCT

GCTTGTCCGTAAAACTCTGG
CACATACTGGTCTAGACTAGT

TGGAATGACCCGTCTGTGC
TGGTGCAAATGTCTTTGTTTGC

CGGTGGCAGCCGTGGCTATC
TTGATGCAGCCCCGCTCGTC

GTTCTCTGAGAAATGGGAGC
CTGGTCATCATCACAGAAGG

ACTTCCAAACTGGCTGTTGC
GGAATGCGTATTTATGCACTGG

ACCGCTCCCCAGTTGGCTTC
AGCGCGGCGGACACATTAGT

TGCGAAGATATCGACGAGTG
TACGGTCCAGGGTCATCTTC

TTCTCCCGACGACGCAGATTTT
TGCAATCACACGGATGGCTTCT

CTGTGGCCTTGAACTTGAGA
CTGCTGGATGCCAATGTTTG

CCAGCAGCCCGGCCAATCTG
AGGTCCGACACGGCGACCTC

CAATGACGCCAAGCGCTAC
CACCTCCGTGGCGAAGTC

GGCAGTAACCAGGGCAGACG
TTCCGGGCTCTCTAGGGACG

GGCCGCATCCGTTTCCACGA
ACTGGATGGCAAGGTCCCGACT

CCGGAGGCCGTGACTAGGCT
GCATCGGCAGTAAGTCCCGCA

160

200

133

227

197

196

167

262

404

232

127

130

108

196

120

208

143

120

406

196

166

92

160

178

236

280

274

60

60

57

58

60

58

60

60

64

60

60

60

60

56

60

60

60

60

62

60

60

60

60

60

60

60

60

NM_001190184.1

XM_005669741.1

NM_001004046.1

NM_001099931.1

NM_001002817.1

NM_001099930.1

NM_001044588.1

NM_001163410.1

XM_001927875.1

NM_214201.1

NM_001122988.1

NM_001004027.1

NM_214000.1

NM_214103.1

XM_001927795.4

NM_213816.1

NM_214055.1

NM_213867.1

NM _001128435.1

NM_001206354.2

NM_214286.1

XM_001929184.3

NM_001159613.1

NM_001267834.1

XM_003127275.1

NM_214408.1

XM_003122965.2

-3,46

-3,20

3,43

3,36

-3,55

-3,74

3,30

3,67

-3,50

-3,66

3,25

3,54

-3,52

-3,51

3,57

23,26

3,54

-3,79

3,35

4,03

-3,36

-3,29

3,24

445

-2,78

-3,29

23,50

0,998

0,995

0,999

1,000

0,998

0,992

0,994

0,995

0,994

0,998

0,993

0,998

0,999

0,999

0,998

0,993

0,989

0,990

0,992

0,985

0,988

0,999

0,985

0,997

1,000

0,998

0,999

0,94

1,05

0,96

0,98

0,91

0,85

1,01

0,87

0,93

0,87

1,03

0,91

0,92

0,93

0,91

1,03

0,92

0,84

0,99

0,77

0,98

1,01

1,03

0,68

1,29

1,01

0,93
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PSMBI CTGTGGGGTCCTACCAGAGA 194 60 NM_001244353.1  -3,22 0,996 1,05
CCCAGTGTACACGTCCCTCT

PTGS2 CACCGCAACGCCTCTACC 105 62 NM_214321.1 -3,30 0,996 1,01
GCAGTGCAGAGCGACACG

S4A42 GGCATCATTCCTCAAGGAAG 168 60 NM_001044552.1  -3,38 0,999 0,98
CTGATCACTTTAGCAGCCCA

SCD ACGTTGTGCCAGTGAGTCAG 206 60 NM 213781.1 -3,55 0,999 0,91
GTCTTGGCCTCTTGTGCTTC

SLC2245 TGACCATATCAGTGGGCTA 384 60 XM_003123912.2  -3,47 0,992 0,94
AGTAGGGAGACAGGATGCT

SLC2741 GGTTCCAGCCTGTTGAATGT 275 60 NM_001083931.1  -3,38 0,992 0,98
AACAAAACCTTGGTGCTTGG

SODI TCCATGTCCATCAGTTTGGA 250 60 NM 001190422.1 -3,46 0,997 0,95
CTGCCCAAGTCATCTGGTTT

SREBF1 GCGAGTCAAGACCAGTCTC 267 60 NM _214157.1 -3,87 0,999 0,81
GCTTGCTCCAAGAGGTGTTC

SREBF?2 CGCTCGCGAATCCTGCTGTG 103 60 XM_005658510.1  -3,51 0,996 0,93
GGTGCGGGTCCGCGTCGTG

TMLHE GCACCATACAGCCTCCAAGT 221 60 XM_003135511.2  -3,58 0,998 0,90
TGGTCTCATCCAGACGAACA

TNF CATGAGCACTGAGAGCATGA 180 60 NM_214022.1 -3,52 0,996 0,92
CGATAACCTCGAAGTGCAGT

TP53 ACTAAGCGAGCACTGCCCAC 155 63 NM 2138243 -3,53 0,999 0,92
GTCTGGGCATCCTTCAGCTCC

TRIM63 ATGGAGAACCTGGAGAAGCA 219 60 NM_001184756.1  -3,62 0,998 0,89
ACGGTCCATGATCACCTCAT

TXNRDI CTTTACCTTATTGCCCGGGT 162 60 NM_214154.3 -3,25 0,996 1,03
GTTCACCGATTTTGTTGGCC

UBB GGTGGCTGCTAATTCTCCAG 127 60 NM 001105309.1 -3,51 1,000 0,93
TTTTGGACAGGTTCAGCTATTAC

UBE2B CCAAATAAACCGCCAACTGT 250 60 NM 001257356.1  -3,51 1,000 0,93
GTTCAACAATGGCCGAAACT

UCP3 GCCACTTTGTCTCTGCCTTC 219 60 NM_214049.1 -3,39 1,000 0,97
CAAACATCACCACGTTCCAG

*Bestimmungskoeffizient der Eichkurve

** E = Effizienz. Die Effizienz wurde unter Verwendung der Formel E=10C"51P9_1 ermittelt (Bustin et al., 2009).

Abkiirzungen: ACACA Acetyl-CoA carboxylase alpha; ACOXI Acyl-CoA oxidase 1; ALDH941 Aldehyde
dehydrogenase 9 family, member Al; ATF4 Activating transcription factor 4; BAKI BCL2-antagonist/killer 1;
BAX BCL2-associated X protein; BBOXI Butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase (gamma-
butyrobetaine hydroxylase) 1; BCL2L1 BCL2-like 1; bp Basenpaare; CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine
peptidase; CASPS Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase; CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2; CD36
CD36 molecule (thrombospondin receptor); CPTIA Carnitine palmitoyltransferase 1A (liver); CPT1B Carnitine
palmitoyltransferase 1B (muscle); CYPI1A4I Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1; CYP4A424
Cytochrome P450, family 4, subfamily A, polypeptide 24; DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3; DNAJC3
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3; EDEMI ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1;
FABPI Fatty acid binding protein 1, liver; FABP3 Fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-
derived growth inhibitor); FABP4 Fatty acid binding protein 4, adipocyte; FASN Fatty acid synthase; FBXO32 F-
box protein 32; FGF21 Fibroblast growth factor 21; GPAT Glycerol-3-phosphate acyltransferase; GPXI
Glutathione peroxidase 1; HMGCR 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; HMOX! Heme oxygenase
(decycling) 1; HP Haptoglobin; HSP90B1 Heat shock protein 90kDa beta (Grp94), member 1; HSPAS5 Heat shock
70kDa protein 5; ICAMI Intercellular adhesion molecule 1; /LIB Interleukin 1, beta; /L8 Interleukin 8; LBP
Lipopolysaccharide binding protein; LDLR Low density lipoprotein receptor; LPL Lipoprotein lipase; MVK
Mevalonate kinase; NOOI NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1; PDI44 Protein disulfide isomerase family A,
member 4; PPPIRI5A Protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A; PRDX6 Peroxiredoxin 6; PSMAI
Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1; PSMBI Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta
type, 1; PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2; S442 Serum amyloid A2; SCD Stearoyl-CoA desaturase
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(delta-9-desaturase); SLC22A45 Solute carrier family 22 (organic cation/carnitine transporter), member 5; SLC274 1
Solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 1; SODI Superoxide dismutase 1, soluble; SREBFI
Sterol regulatory element binding transcription factor 1; SREBF2 Sterol regulatory element binding transcription
factor 2; T, Annealing-Temperatur; TMLHE Trimethyllysine hydroxylase, epsilon; TNF Tumor necrosis factor;
TP53 Tumor protein p53; TRIM63 Tripartite motif containing 63, E3 ubiquitin protein ligase; TXNRDI
Thioredoxin reductase 1; UBB Ubiquitin B; UBE2B Ubiquitin-conjugating enzyme E2B; UCP3 Uncoupling
protein 3.

4.5.7.6 Gelelektrophorese

Zur RNA-Gelelektrophorese wurde ein 1 %iges Agarosegel (1,5 g Agarose, 150 ml 1 x
TAE-Puffer) unter Verwendung von 2 pl GelRed"" Nucleic Acid Gel Stain (Biotum, Hayward,
USA) hergestellt. Als Gellaufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. 2 ul RNA wurden mit 8
ul DEPC-H,O und 2 ul 5 x RNA-Ladepuffer versetzt und bei 65 °C und 900 U/min fiir 3 min
im Thermoschiittler (Eppendorf AG, Deutschland) inkubiert. Die Gelelektrophorese erfolgte
bei 80 Volt. Die RNA-Banden wurden mit Hilfe des GeneFlash (VWR, Darmstadt,
Deutschland) durch UV-Fluoreszenz sichtbar gemacht, wobei die intakte 28S-Bande die

doppelte Intensitit der 18S-Bande aufweisen sollte.

Zur DNA-Gelelektrophorese wurde ein 1,5 %iges Agarosegel (2,25 g Agarose, 150 ml 1 x
TAE-Puffer) unter Verwendung von 3,5 pl GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotum,
Hayward, USA) hergestellt. Als Gellaufpuffer wurde ebenfalls 1 x TAE-Puffer verwendet. Die
qPCR-Produkte wurden mit 5 pl Green GoTaq" Flexi Buffer versetzt. Zum GroBenvergleich
wurde eine DNA-Leiter GeneRuler'™ 100 bp  (Fermentas, Schwerte, Deutschland)
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120 Volt. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe
des GeneFlash (VWR, Darmstadt, Deutschland) durch UV-Fluoreszenz sichtbar gemacht. Die
Auswertung erfolgte anhand des Vergleichs mit den bekannten Gro3en der DNA-Leiter.
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Material und Methoden
4.6  Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Statistiksoftware Minitab® (Version 13,
Minitab Ltd., Michigan, USA). Es wurde jeweils eine Behandlungsguppe mit der
Kontrollgruppe verglichen. Die Daten wurden mittels des Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung iiberpriift. Normalverteilte Daten wurden mit Hilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA), nicht normalverteilte Daten mittels des Test nach Kruskal-Wallis
ausgewertet.

Wurden zwei Biopsien im gleichen Gewebe zu unterschiedlichen Zeitpunkten genommen,
wurden die Daten im Verhdltnis zur Kontrollgruppe zum ersten Zeitpunktes angegeben und
mittels allgemeinem linearem Modell (General Linear Model) berechnet. Als Faktoren wurde
der Laktationsstatus, der Biopsieentnahmezeitpunkt, sowie die Interaktion zwischen den beiden
Faktoren beriicksichtigt.

Bei P-Werten kleiner 0,05 wurde das Ergebnis als signifikant angesehen. Im Text

dargestellte Daten reprasentieren Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD).
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse aus Versuch 1 zur Untersuchung laktationsbedingter Verinderungen

5.1.1  Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

5.1 1.1 Relative mRNA-Konzentrationen ausgewéhlter Gene des UPS in der Muskulatur

zur Untersuchung laktationsbedingter Verdnderungen

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Laktation auf Gene des UPS beziiglich des
Proteinsabbaus wurden Muskelbiopsien des 10. (n=20) und 20. Laktationstages (n=20)
untersucht. Fiir die Analyse wurde UBB (Ubiquitin B), das E2-Enzym UBE2B (Ubiquitin-
conjugating enzyme E2B), die E3-Ligasen FBXO32 (F-box Protein 32) und TRIM63
(Tripartite Motif Containing 63), als auch die proteasomalen Untereinheiten PSMAI
(Proteasome subunit, alpha type-1) und PSMBI1 (Proteasome subunit, beta type-1) untersucht.

Wie aus Tabelle 28 hervorgeht, wies die laktierende Gruppe am 10. Tag der Laktation
keine Unterschiede zur Kontrollgruppe auf. Zum Zeitpunkt der zweiten Biopsie waren die
relativen mRNA-Konzentrationen von UBB und PSMAI der Kontrolle als auch der
laktierenden Gruppe angestiegen (P < 0,05). Zusédtzlich zeigten in der Laktationsgruppe
relative mRNA-Konzentrationen von UBE2B und PSMBI erhohte Werte auf (P < 0,05).
Daraus resultierend ergab sich einen signifikanten Einfluss des Biopsieentnahmezeitpunktes
bei allen untersuchten Genen mit Ausnahme von FBX032. Die Laktation spielte bei UBE2B
und PSMB] eine signifikante Rolle. Interaktionen der beiden Faktoren kamen bei UBE2B und

PSMBI in der Laktation zum zweiten Biopsiezeitpunkt vor.
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Tabelle 28: Auswirkungen der Laktation auf die relative mRNA-Konzentrationen ausgewihlter Gene des
UPS in der Muskulatur der nicht-laktierenden (Kontrolle) und laktierenden Gruppe zu
beiden Biopsieentnahmezeitpunkten.

Gen Kontrolle Laktierend Kontrolle Laktierend General Linear Model

1. Biopsie 2. Biopsie Laktation  Biopsie L*B
FBX032 1+0,35 1,19+ 0,53 0,99 £ 0,41 1,14+ 0,46 n.s. n.s. n.s.
PSMAL 1£0,15 0,89+ 0,19 1,22+0,13*  1,33+0,12* 1. s. < 0,001 n.s.
PSMBI 1+0,15 0,97 £ 0,22 1,08 £ 0,14 1,36 £ 0,06* <0,05 <0,001 < 0,05
TRIM63 1+0,14 0,98 + 0,20 1,23+0,36 1,37+ 0,46 n.s. <0,05 n.s.
UBB 1 £0,07 0,99 + 0,09 1,78+ 0,11* 2,00+ 0,33* n.s. < 0,001 n.s.
UBE2B 1+0,14 0,98 0,12 1,10+ 0,13 1,38+£0,21% <0,05 < 0,001 <0,05

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt der ersten Biopsie. * = Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der ersten Biopsie
(P < 0,05). Ergebnisse des General Linear Model beschreiben die Abhéngigkeit von den einzelnen Faktoren,
sowie deren Interaktion (L*B).

Abkiirzungen: FBX032 F-box protein 32; PSMAI Proteasome subunit, alpha type-1; PSMBI Proteasome
subunit, beta type-1; TRIM63 Tripartite motif containing 63; UBB Ubiquitin B; UBE2B Ubiquitin-conjugating
enzyme E2B.

5.1.1.2 Relative mRNA-Konzentrationen ausgewéhlter Gene der UPR in der Leber zur

Untersuchung laktationsbedingter Veranderungen

Untersucht wurden Gene der Unfolded Protein Response, die Chaperone HSPAS,
HSP90BI und DNAJC3, die Proteindisulfidisomerase PDIA4, EDEMI als Vertreter des
ERAD, ATF4 aus dem Signalweg von PERK, DDIT3 als wichtigster Induktor der ER-Stress-
induzierten Apoptose, sowie pro- und antiapoptotische Gene BCL2, BAX, BAK-1, TP53,
CASP3 und 8, als auch PPPIRI5A, als negativen Autoregulationseinheit. Dariliber hinaus
wurde auch das ER-Stress- und PPARa-Zielgen Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21)
analysiert.

In der Leber konnte gezeigt werden, dass die Laktation bei sieben von 14 Gene der UPR zu
einer erhohten Expression fiihrte (P < 0,05; Tab. 29). Hierzu zédhlten ATF4, CASP3, DDIT3,
HSPAS5, HSP90B1 und PDIA4. DNAJC3 zeigte gegeniiber der Kontrolle nur eine tendenzielle
verminderter relative mRNA-Konzentration. FGF2I zeigte ebenfalls eine gesteigerte

Expression. Ergebnisse sind in Tabelle 29 dargestellt.
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Tabelle 29: Auswirkungen der Laktation auf die relative mRNA-Konzentrationen ausgewiihlter Gene der
UPR in der Leber der nicht-laktierenden (Kontrolle) und laktierenden Gruppe

Gen Kontrolle Laktierend
ATF4 1£0,22 2,21 £0,62*
BAK1 1+0,47 0,60+ 0,31
BAX 1£0,19 1,09 +0,18
BCL2 1+0,42 1,05+ 0,57
CASP3 1+0,37 1,97 £0,89*
CASPS 1£0,36 1,06 £ 0,52
DDIT3 1+0,29 1,60 £ 0,23*
DNAJC3 1+0,46 1,91 + 1,09”
EDEM1 1+0,23 1,16 £ 0,55
HSP90B1 1+0,56 2,24 +£0,79*
HSPAS 1+0,38 2,44 +£0,51*%
PDIA4 1+£0,41 3,91 +2,03*
PPPIRIS5A 1£0,20 1,16 £0,37
P53 1+0,34 0,90 £ 0,33
FGF21 1+0,55 7,84 £3,71*%

Werte als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05), # = Tendenziell signifikant (P < 0,1).).

Abkiirzungen: ATF4 Activating transcription factor 4; BAKI BCL2-antagonist/killer 1; BAX BCL2-associated X
protein; BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2; CASP3 Caspase 3; CASPS Caspase 8; DDIT3 DNA-damage-inducible
transcript 3; DNAJC3 DnaJ homolog, subfamily C, member 3; EDEMI ER degradation-enhancing alpha-
mannosidase-1; HSP90B1 Heat shock protein 90kDa beta, member 1; HSPAS5 Heat shock 70kDa protein AS;
PDIA4 Protein disulfide isomerase family A, member 4; PPPIR15A Protein phosphatase 1 15A; TP53 Tumor
protein 53; FGF21 Fibroblast growth factor 21.

In der Muskulatur wurden zwei Biopsieentnahmezeitpunkte (Tag 10 und 20 der Laktation)
beriicksichtigt (Tab. 30). Am 10. Tag der Laktation zeigten nur zwei der 13 gemessenen
Genen (BAX, BCL?2) signifikant erhohte mRNA-Konzentrationen (P < 0,05; Tab. 30), alle
weiteren blieben unverdndert. Zum zweiten Entnahmezeitpunkt waren die mRNA-
Konzentrationen bei vier der gemessenen Gene (HSPAS5, HSP90B1, PPPIR15A4, TP53; P <
0,05; Tab. 30) in der Kontrollgruppe und sechs mRNA-Konzentrationen der gemessenen
Gene in der laktierenden Gruppe (BAX, BCL2, CASP3, HSPAS5, HSP90BI, PPPIRI5A; P <
0,05; Tab. 30) gegeniiber der ersten Probenentnahme erhoht. Der Faktor der Laktation nahm
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signifikanten Einfluss auf den groBten Teil der untersuchten Gene. Zwischen erster und
zweiter Biopsie kamen kaum Unterschiede vor. Eine Interaktion der beiden Faktoren trat nur
bei HSP90BI zum zweiten Biopsiezeitpunkt in der Laktation auf. Eine Bestimmung von

BAK1 war in der Muskulatur, im Gegensatz zur Leber, nicht méglich.

Tabelle 30: Auswirkungen der Laktation auf die relative mRNA-Konzentrationen ausgewihlter Gene der
UPR in der Muskulatur nicht-laktierenden (Kontrolle) und laktierenden Gruppe zu beiden
Biopsieentnahmezeitpunkten

Gen Kontrolle Laktierend Kontrolle Laktierend General Linear Model
1. Biopsie 2. Biopsie Laktation  Biopsie L*B
ATF4 1+0,22 0,97 +£ 0,27 0,88 +£0,20 0,83 +0,19 n.s. n.s. n. s.
BAX 1+0,38 2,24 £ 0,46* 1,24+ 0,51 2,24 +£0,48* < 0,001 n.s. n.s.
BCL2 1 £0,14 1,44 + 0,45%* 0,76 + 0,16* 1,30+ 0,41* <0,001 n.s. n.s.
CASP3 1+£0,20 1,39+ 0,74 1,04+0,13 1,93 £0,26* < 0,001 <0,05 n.s.
CASPS 1+0,22 0,86 + 0,33 0,98 +0,13 0,72 + 0,21 <0,05 n.s. n.s.
DDIT3 1+£0,30 0,82 + 0,31 0,78 £ 0,26 0,48 £ 0,17* <0,05 <0,05 n.s.
DNAJC3 1+0,28 1,01 £0,16 0,87 +0,14 1,00+ 0,24 n.s. n.s. n. s.
EDEM1 1+0,35 1,22+ 0,41 0,97+0,15 1,30+ 0,43 <0,05 n.s. n.s.
HSP90B1 1+0,19 1,07+ 0,23 1,47 +£0,19* 1,99 £ 0,43* <0,05 <0,001 <0,05
HSPAS5 1+£0,20 0,84 + 0,37 1,48 £0,22% 1,55+ 0,27* n.s. <0,001 n.s.
PDIA4 1+£0,35 1,13+ 0,45 0,85+0,12 1,24 £ 0,29 <0,05 n.s. n.s.
PPPIRI5A 1+0,38 1,06 + 0,42 2,84 £ 1,09* 2,61 £0,97* n.s. <0,001 n.s.
P53 1+0,24 0,92 + 0,28 1,22 +£0,15*% 1,06 £ 0,36 n.s. <0,05 n.s.

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt der ersten Biopsie. * = Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der ersten Biopsie
(P < 0,05). Ergebnisse des General Linear Model beschreiben die Abhéngigkeit von den einzelnen Faktoren,
sowie deren Interaktion (L*B). * Signifikanz nach Einzelauswertung der Gruppe gegeniiber der Kontrolle zum
Zeitpunkt der ersten Biopsie.

Abkiirzungen: ATF4 Activating transcription factor 4; BAX BCL2-associated X protein; BCL2 B-cell
CLL/lymphoma 2; CASP3 Caspase 3; CASPS Caspase 8; DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3; DNAJC3
Dnal homolog, subfamily C, member 3; EDEMI ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-1; HSP90B1
Heat shock protein 90kDa beta, member 1; HSPA5 Heat shock 70kDa protein AS; PDIA4 Protein disulfide
isomerase family A, member 4; PPP1R15A Protein phosphatase 1 15A; TP53 Tumor protein 53.
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5.1.1.3 Relative mRNA-Konzentrationen der SREBPs und zughdriger Zielgene in der

Leber zur Untersuchung laktationsbedingter Verdnderungen

Das Lebergewebe, das am Tag 20 der Laktation gewonnen wurde, mittels
Genexpressionsanalysen zu SREBP-1c und SREBP-2 untersucht. Beziiglich der Zielgene von
SREBP-1c wurden die relativen mRNA-Konzentrationen der Acetyl-CoA Carboxylase o
(ACACA), der Fettsduresynthase (FASN), der Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT)
und der Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD) ermittelt. Zu den untersuchten SREBP-2-Zielgenen
zéhlten die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase (HMGCR), der Low Densitiy
Lipoprotein Receptor (LDLR) und die Mevalonatkinase (MVK).

Wie aus Tabelle 31 zu entnehmen ist, ist nur bei SREBFI eine signifikante Erhchung der
relative mRNA-Konzentrationen um das 3,1-fache (P < 0,05) zu beobachten. Andere Zielgene
zeigen zwar eine erhohte Konzentration, jedoch konnte hierbei keine signifikante
Abhidngigkeit gezeigt werden. Die relativen mRNA-Konzentrationen von SREBF2 und dessen

Zielgene blieben gegeniiber der Kontrolle unverandert.
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Tabelle 31: Auswirkungen der Laktation auf die relative mRNA-Konzentrationen der SREBPs und
ausgewihlter Zielgene in der Leber nicht-laktierenden (Kontrolle) und laktierenden Gruppe

Gen Kontrolle Laktierend
SREBF1 1+0,39 3,13+£2,02*
acaca T
FASN 1+0,49 1,37 £0,97
GPAT 1+£0,28 1,01+0,22
SCD 1+£0,19 1,15+ 0,79
SREBF?2 1+0,20 1,17+0,60
- ommeer 1s02  l47sle
LDLR 1£0,15 1,08 + 0,64
MVK 1£0,20 1,57+ 1,13

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe), * = Signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: 4CACA Acetyl-CoA carboxylase a; FASN Fatty acid synthase; GPAT Glycerol-3-phosphat-
acyltransferase; HMGCR 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; LDLR Low densitiy lipoprotein receptor;
MVK Mevalonate kinase; SCD Stearoyl-CoA desaturase; SREBFI Sterol regulatory element binding
transcription factor 1; SREBF?2 Sterol regulatory element binding transcription factor 2.

5.2 Ergebnisse aus Versuch 2 zur Untersuchung der Auswirkungen der

Behandlungen mit Fischol, Clofibrat und Energierestriktion

5.2.1  Gewichtsentwickung, Futteraufnahme und Energiebilanz der Sauen

Die Gewichte der Sauen betrugen zu Versuchsbeginn im Durchschnitt etwa 269 kg (SD +
19,9 kg). Die Lebendmasseverluste im Verlauf der Laktation unterschieden sich nicht von der
der Kontrollgruppe.

Die Kontroll-, Fischdl- und Clofibratgruppe nahmen etwa gleich viel auf Futter auf (Tab.
32). Die Gruppe unter Energierestriktion nahm signifikant weniger Futter gegeniiber den
iibrigen Gruppen auf. Trotz des bedarfdeckenden Angebots an Energie iiber das Futter,
konnten die Kontroll-, Fisch6l- und Clofibratgruppe ihren téglichen Energiebedarf von
durchschnittlich 91,4 £ 8,16 MJ ME nicht vollends decken, da sie nicht jeden Tag die
vorgelegte Menge an Futter vollstindig aufnahmen. Sie befanden sich daher in einer leicht
negativen Energiebilanz (Tab. 32). Die restriktiv gefiitterte Gruppe zeigte gegeniiber den

anderen Gruppen eine signifikant stirker negativere Energiebilanz (Tab. 32).
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Tabelle 32: Tigliche Futteraufnahme, Gewichtsentwicklung und -verluste und Energiebilanz der

Kontroll- und Behandlungsgruppen

Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion

Futteraufnahme (kg/d)

1. Woche p. p. 6,06 + 0,56 5,73+ 0,82 547+0,75 5,22 +£0,09*

2. Woche p. p. 5,88+ 0,91 6,51+0,36 6,26 £ 0,63 5,13+0,16*

3. Woche p. p. 6,29+ 0,57 6,02 + 0,75 6,28 +£0,97 4,69 + 0,96*

1. - 3. Woche p. p. 6,08 + 0,54 6,09 + 0,44 6,00 + 0,67 5,01 £0,33%
Lebendmasse (kg)

1. Tag p. p. 264 + 15,4 267 +£23,6 263 £18,3 282 +17,7

21. Tag p. p. 247 +£21,0 256 +21,9 242 +£279 259 +22.7
Lebendmasseverluste (kg)

1.-21. Tagp. p. 16,9+9,14 10,8 + 7,48 20,9 + 16,4 23,9+ 17,6
Energiebedarf (MJ ME/d)

1.-21. Tagp. p. 91,3+9,73 90,4 + 8,38 92,5+ 7,29 92,7+7,72
Energieaufnahme (MJ ME/d)

1.-21. Tagp. p. 83,8+ 7,39 84,0+ 6,05 82,8 +9,30 69,2 £ 4,61%
Energiebilanz (MJ ME/d)

1. - 14. Tag p. p. -491+13,3 -5,23£8,03 -9,24 + 8,80 -23,5+11,9*

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe), * = Signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (P < 0,05).
Abkiirzungen: p. p. post partum.

5.2.2  Gewichtsentwickung der Ferkel

Alle Wiirfe wiesen dhnliche Lebendmassen auf und ihre tédglichen Zunahmen

unterschieden sich nicht (Tab. 33).
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Tabelle 33: Gewichtsentwicklung der Wiirfe der Kontroll- und Behandlungsgruppen

Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion

Wurfgewichte (kg)

Geburt 12,5+ 1,28 12,7+ 1,65 12,8 +1,58 13,5+ 1,65

14. Tag p. p. 40,4 + 3,70 41,7 £3,55 42,3 +424 44,5 + 6,46

21. Tag p. p. 57,4+ 6,09 56,8 6,13 58,9+ 5,22 58,5+6,57
Wurfzunahmen (kg)

1. - 14. Tag p. p. 28,0 + 4,09 29,0 + 3,20 29,5+3,96 30,9+5,79

1.-21. Tagp. p. 45,0+ 6,88 44,1 + 5,78 46,1 +£5,25 45,0 +5,86

Werte angegeben als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe).
Abkiirzungen: p. p. post partum.

5.2.3  Zusammensetzung der Sauenmilch

Die Milchproben wurden am Hohepunkt der Milchproduktion am 20. Tag post partum
entnommen und auf den Gehalt an Protein, Fett und Laktose untersucht. Des Weiteren wurde
die Konzentration an Vitamin A (Retinol) und Vitamin E (a- und y-Tocopherol) ermittelt und
das Fettsduremuster bestimmt. Es wurden auch die Konzentrationen an L-Carnitin und
Acetyl-Carnitin in der Milch analysiert. Tabelle 34 zeigt einen Uberblick iiber die gemessenen

Werte. Das Fettsduremuster ist separat dargestellt (Tab. 35).

5.2.3.1 Gehalte an Protein, Fett und Laktose und Energie

Im Hinblick auf die Fett- und Laktosegehalte traten keine Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen auf (Tab. 34). Die Gehalte an Protein waren in der Milch der
Behandlungsgruppen mit Fischdl und Clofibrat signifikant héher als in der Kontrollgruppe (P
< 0,05; Tab. 34). Die Milch der Fischolgruppe enthielten 12 %, die der Clofibratgruppe 9 %
mehr Protein als die Milch der Kontrolle. Anhand der Gehalte an Fett, Laktose und Protein
konnte der Energiegehalt der Milch berechnet werden (Tab. 34). Die einzelnen Gruppen
wichen diesbeziiglich nicht maf3gebend von der Kontrollgruppe ab; der Energiegehalt betrug

im Mittel 4,85 MJ/kg.
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5.2.3.2 Fett-Protein-Quotient

Aus den Konzentrationen an Fett und Protein der Milch konnte der Fett-Protein-Quotient
ermittelt werden. Die Fischolgruppe unterschied sich in diesem Wert signifikant von der
Kontrollgruppe (P < 0,05; Tab. 34). Die Behandlungsgruppen waren im Vergleich zur

Kontrollgruppe unverindert.

5.2.3.3 Konzentrationen an Vitamin A und E

Da es sich bei Vitamin A und - E um fettlosliche Vitamine handelt, wurde der
Vitamingehalt neben dem absoluten Gehalt, auch auf den Fettgehalt der Milch bezogen.
Hinsichtlich der Konzentrationen an Retinol pro Liter Milch bzw. pro Gramm Fett lagen in
den drei Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe vor (Tab.
34). Die Konzentration von o-Tocopherol war in der Milch ebenfalls unveridndert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die gemessene Konzentrationen an y-Tocopherol pro Liter
Milch und pro Gramm Milchfett zeigte hingegen in der Gruppe mit Fischolzulage gegentiber
den anderen Gruppen erniedrigte Werte (P < 0,05; Tab 34).

5.2.3.4 Konzentrationen an L-Carnitin, Acetyl-Carnitin und Gesamtcarnitin

Die Konzentration an Gesamtcarnitin ergibt sich aus den Konzentrationen von L-Carntin

und Acetyl-Carnitin. Diese zeigten in den Behandlungsgruppen keinen signifikanten

Unterschied zu den Konzentrationen der Kontrollgruppe (Tab. 34).
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Tabelle 34: Uberblick iiber die Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf

die Zusammensetzung der Milch der Sauen am 20. Tag post partum

Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion

Energiegehalt
MlJ/kg) 4,73 +0,22 4,73+0,43 4,91+047 5,03 +0,53
Protein
(g/100g) 5,19+ 0,39 5,83 £0,24* 5,66 + 0,30* 5,50 £ 0,40
Fett
(g/100g) 6,81+ 0,49 6,46 £ 0,99 6,92 +1,15 7,36 £ 1,36
Laktose
(g/100g) 4,85+ 0,47 4,76 + 0,50 5,04+ 0,42 4,95+ 0,52
Fett-Protein-Quotient 1,32+0,14 1,11 +£0,15%* 1,23 +£0,22 1,35+0,28
Retinol
(nmol/T) 1,10+ 0,25 1,39+ 0,50 1,23+0,33 1,34 +0,58
(nmol/g Fett) 16,1 £3,74 21,8+ 7,64 17,9 +4,46 18,5+7,73
a-Tocopherol
(pmol/T) 5,71+ 1,99 6,43 + 2,06 6,53+ 1,54 6,40 + 2,07
(nmol/g Fett) 83,4+ 27,1 101 £32,5 95,9+ 24,1 89,0+ 31,7
v-Tocopherol
(pmol/1) 0,08 +0,02 0,03 +£0,02* 0,09+ 0,02 0,08 +0,02
(nmol/g Fett) 1,15+£0,34 0,47+ 0,26* 1,35+ 0,46 1,08 +0,33
Gesamtcarnitin
(pmol/T) 94,6 £21,9 842+74 96,4+ 17,1 73,9+ 16,8

L-Carnitin

(pmol/1) 63,8+ 17,6 52,9+ 8,15 66,3+ 10,0 50,2+ 11,7

Acetyl-Carnitin

(pmol/1) 30,8 + 8,59 31,2+ 7,80 30,2 + 8,83 23,7+ 5,84

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe), * = Signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (P < 0,05).
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5.2.3.5 Fettsduremuster

Das Fettsduremuster der gewonnen Milchproben wurde als prozentuale Anteile der
einzelnen Fettsduren an den Gesamtfettsduren ermittelt. Fettsduren unterhalb von C 12:0
(Laurinsdure) waren in nur geringem Maf3e vorhanden (< 0,05 g/100g Gesamtfettsduren) und
wurden daher nicht beriicksichtigt. Tabelle 35 zeigt die Verteilung der Fettsduren der
einzelnen Gruppen.

Die Gruppe mit Fischolzugabe zeigte gegeniiber den anderen Gruppen einen groBeren
Anteil an ®w3-Fettsduren (P < 0,001, Tab. 35), mitunter von C 20:5 3 (Eicosapentaensiure,
EPA) und C 22:5 @3 (Docosapentaensdure). C 22:6 ®3 (Docosahexaensdure, DHA) konnten
ausschlieBlich in der Milch dieser Gruppe nachgewiesen werden. Ebenfalls konnten hier
signifikant hohere Anteile geséttigter Fettsduren im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (C 14:0 (Myristinsdure), C 16:0 (Palmitinsdure), C 18:0 (Stearinsdure),
P <0,05). Obwohl einzelne einfach ungesittigte Fettsduren ebenfalls einen héheren Anteil im
Fettsduremuster gegeniiber der Kontrollgruppe einnahmen (C 16:1 ©9 (Palmitoleinséure), C
18:1 ®7 (Vaccensdure) C 20:1 (Gadoleinsdure)), war der Anteil der gesamten einfach
ungesittigten Fettsiuren aufgrund eines deutlich verminderten Anteils an C 18:1 w9 (Olséure)
in der Fischolgruppe in Vergleich zur Kontrollgruppe niedriger. Der Anteil an w6-Fettsduren
war gegeniiber der Kontrollgruppe erniedrigt (P < 0,05).

In der Clofibratgruppe nahmen die mehrfach ungesittigten Fettsduren in ihrem Anteil ab,
der Anteil der gesittigten Fettsduren stieg hingegen an (P < 0,05; Tab. 35). Auch war der
Anteil an o6-Fettsduren niedriger als in der Kontrollgruppe. Alle weiteren Fettsdureanteile
blieben im Vergleich zur Kontrollgruppe unveréndert.

Die Gruppe mit Energierestriktion zeigte gegeniiber der Kontrollgruppe keine
nennenswerten Verdnderungen beziiglich der Verteilung an gesittigten und ungesittigten

Fettsduren (Tab. 35).
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Tabelle 35: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die Verteilung der

Fettsduren in Sauenmilch; angegeben in g/100g Gesamtfettsduren

Fettsiduren Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
C12:0 0,72+ 0,13 0,56 £ 0,20 0,67+ 0,14 0,67 +0,21
C 14:0 4,53 + 0,66 6,17 +0,55*% 4,59 + 0,64 4,17+043
C 14:1 0,46+ 0,12 0,51+ 0,11 0,42 + 0,09 0,36 £ 0,09*
C 16:0 27,1+1,60 30,4 +£2,44%* 30,1 £ 2,04* 26,1 + 1,08
C16:1 ©9 12,4+ 1,62 14,6 £2,62* 12,1 +1,03 10,8 + 1,45
C 18:0 2,85+0,36 3,35+ 0,53* 3,02+0,38 3,34+ 0,54
C 18:1 09 cis 31,7+ 3,51 23,8 £5,29* 30,8 +3,19 35,2 +£2,45%
C 18:1 07 1,85+ 0,27 2,52 +£0,22% 1,88+0,21 2,26 +0,35*
C 18:2 06 cis 15,2+ 0,35 9,33 +£0,47* 13,7+£0,73% 14,3+ 1,34
C 18:3 06 0,11+0,07 0,18+0,12 0,11+0,05 0,12+ 0,04
C18:3 03 1,18 +0,10 1,01 £0,08%* 1,04 £0,12%* 1,01 £0,02%*
C20:0 0,14+0,14 0,05+0,01 0,08 £ 0,03 0,07 £ 0,02
C 20:1 0,20 + 0,08 0,34+ 0,08%* 0,15+ 0,06 0,24+ 0,10
C20:2 0,15+ 0,07 0,18 £ 0,08 0,13 +0,06 0,18 +0,07
C20:3 06 0,10+ 0,03 0,09 0,03 0,07 £ 0,02* 0,11+0,05
C20:4 06 0,62+0,16 0,55+0,10 0,58+0,13 0,58 +0,16
C20:3 o3 n. n. 0,13+0,14 n. n. n. n.
C20:5 03 0,26 £ 0,10 3,38+ 0,74%* 0,25+ 0,08 0,25+ 0,09
C22:2 n. n. 0,19+0,16 n. n. n. n.
C22:5 w3 0,47+ 0,20 1,10 £0,26* 0,43 +0,19 0,40+0,15
C22:6 ®3 n. n. 1,69 £ 0,42 n. n. n. n.
Summe

SFA 35,3+2,10 40,5+ 3,23* 38,5 + 2,66* 3434 1,73
MUFA 46,6 + 2,55 41,7+ 3,68% 453 +2,61 48.9 + 1,55
PUFA 18,1+ 0,69 17,8 + 1,14 16,3 + 0,85* 16,8+ 1,88
m3-Fettsduren 1,91£0,23 731+ 1.37* 1,71+0,19 1,65 +0,29
w6-Fettsiuren 16,0+ 0,50 10,1+0,50* 14,4 +0,78* 150+ 1,62

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe). * = Signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: n. n. nicht nachweisbar (< 0,05 g/100g Gesamtfettsduren); SF4 Saturated Fatty Acids; MUFA
Monounsaturated Fatty Acids; PUFA Polyunsaturated Fatty Acids.
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5.2.4 Biochemische Parameter im Plasma

5.2.4.1 Plasmakonzentrationen an freien Fettsduren

Zur Untersuchung der Freisetzung von Fettsduren aus dem Fettgewebe wihrend der
Laktation wurden die Konzentrationen an freien Fettsduren im Plasma bestimmt. Hier zeigte
sich nur in der Gruppe mit Clofibratzulage eine verminderte Konzentration (Tab. 36). Die

Werte aller iibrigen Gruppen blieben im Vergleich zur Kontrollgruppe unverindert.

5.2.4.2 Plasmakonzentrationen an L-Carnitin, Acetyl-Carnitin, Gesamtcarnitin, Y-

Butyrobetain und Trimethyllysin

Zur Untersuchung des Carnitinstatus wurde im Plasma die Konzentrationen an L-Carnitin,
Acetyl-Carnitin und dessen Vorstufen y-Butyrobetain und Trimethyllysin bestimmt. Das
Gesamtcarnitin ergibt sich aus den Konzentrationen von L-Carntin und Acetyl-Carnitin. Bei
v-Butyrobetain ergab sich in der Clofibratgruppe eine erhéhte Konzentration und in der restriktiv
gefiitterten Gruppe ein verminderte Konzentration (P < 0,05; Tab. 36). Die iibrigen Parameter
zeigten bei den Behandlungsgruppen keine Verdnderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe

(Tab. 36)
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Tabelle 36: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die Konzentrationen
freier Fettsduren und Gesamtcarnitin, L-Carntin, Acetyl-Carnitin, y-Butyrobetain und

Trimethyllysin im Plasma laktierender Saunen

Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
Freie Fettsiuren
(umol/1) 150 + 65,6 113 +54,7 64 £ 18,2* 83 £ 18,1
Gesamtcarnitin
(umol/1) 10,7+ 0,94 10,8 £ 1,52 10,6 + 1,03 10,2+ 1,40
L-Carnitin
(pumol/l) 9,64+0,73 9,79 + 1,52 9,72+ 0,86 9,17+1,42
Acetyl-Carnitin
(nmol/l) 1,05+0,21 1,05+ 0,07 0,88 + 0,23 1,02+0,10
v-Butyrobetain
(umol/1) 0,91 £ 0,06 0,90 + 0,25 1,10+ 0,05* 0,76 £0,13*
Trimethyllysin
(umol/1) 3,48 +£0,53 3,54+ 0,49 3,46+0,33 3,65+041

Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe). * = Signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (P < 0,05).

5.2.4.3 Aktivitdt der Glutathionperoxidase im Plasma

Der antioxidative Status des Plasmas wurde iiber die Aktivitit der Glutathionperoxidase
(GPX) bestimmt. Die Aktivitit der GPX ergab in allen Behandlungsgruppen signifikant
hohere Werte als in der Kontrollgruppe (P < 0,05). Untereinander zeigten die
Behandlungsgruppen keine Unterschiede (Kontrollgruppe 371 + 16,3 U/l, Fischdlgruppe 459 +
29,5 U/1*, Clofibratgruppe 467 = 31,3 U/1*, Energierestriktionsgruppe 449 + 42,7 U/I*; * =P
< 0,05 gegeniiber der Kontrolle).
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5.2.5  Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

5.2.5.1 Relative mRNA-Konzentrationen von Zielgene des PPARa in der Leber und
Muskulatur und Fettgewebe

Zu den analysierten Genen in der Leber zdhlten Gene der Fettsdureaufnahme und -
Oxidation. Hierzu gehorten Solute Carrier Familiy 2741 (SLC27A1), Fatty Acid Binding
Protein 1 (FABPI), Carnitin-Palityltransferase (CPTIA) und CD36 Molekiil (CD36), Acyl-
CoA Oxidase 1 (ACOXI), Cytochrom P450 4A24 (CYP4A424) und Lipoproteinlipase (LPL).
Zusitzlich wurde in der Muskulatur das Uncoupling Protein 3 (UCP3) und anstelle von
FABPI und CPTIA die muskelspezifischen Varianten FABP3 und CPTIB gemessen. Im
Fettgewebe erfolgten ebenfalls Messungen oben genannter Gene gegebenenfalls mit der
gewebespezifischen Variante. Des Weiteren erfolgte in der Leber die Messung des Fibroblast

Growth Factor 21 (FGF21).

In der Leber zeigte die Fischolgruppe beziiglich der untersuchten Gene in ihren relativen
mRNA-Konzentrationen keine nennenswerten Verdnderungen im  Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tab. 37).

In der Clofibratgruppe war eine Erhdhung der relativen mRNA-Konzentration von CPT1A4
und FGF21 zu beobachten (P < 0,05, Tab. 37). Die relative mRNA-Konzentration von
CYP4A424 zeigte eine tendenzielle Erhohung (P < 0,1).

In der restriktiv gefiitterten Gruppe war die relative mRNA-Konzentration von SLC2741
gegeniiber der Kontrollgruppe leicht vermindert (P = 0,05).
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Tabelle 37: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von PPARa-Zielgenen in der Leber

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
ACOXI 1+£0,61 0,59 + 0,28 1,16 + 0,65 0,57 +0,43
CD36 1+0,38 0,88 £ 0,29 0,91 +0,39 1,11+0,57
CPT14 1+£0,75 0,78 £ 0,36 3,86+ 1,77* 0,78 +0,31
CYP4424 1+0,47 1,16 0,37 1,53 +£0,62" 0,76 = 0,25
FABPI 1£0,36 0,70 + 0,20* 1,32+ 0,42 0,80 + 0,42
FGF21 1+0,80 1,41 +£1,32 8,77+ 1,78% 0,93 +0,45
LPL 1+0,49 1,64+ 0,78 1,48 +0,48 1,69+ 1,17
SLC2741 1+£0,47 0,71+ 0,17 0,96 + 0,14 0,62 +0,21*

Werte als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05), # = Tendenziell signifikant (P < 0,1).

Abkiirzungen: ACOXI Acyl-CoA oxidase 1; CD36 CD36 molecule; CPTIA Carnitine palmitoyltransferase 1A
(liver); CYP4A424 Cytochrome P450 4A24; FABPI Fatty acid binding protein 1, FGF21 Fibroblast growth factor
21; LPL Lipoprotein lipase; SLC27A41 Solute carrier familiy 27A1.

In der Muskulatur zeigte die Fischolgruppe erhohte Werte der mRNA-Konzentrationen
von CD36 und FABP3 (P < 0,05; Tab. 38). Die relative mRNA-Konzentration von FATP
zeigte einen leicht erniedrigten Wert.

In der Clofibratgruppe waren die relativen mRNA-Konzentrationen von 4COX1, CD36,
CPTI1, CYP4A424 und LPL erhoht (P < 0,05).

In der Gruppe der Energierestriktion wiesen lediglich CD36 und ACOXI hohere relative

mRNA-Konzentrationen auf. Ergebnisse sind in Tabelle 38 dargestellt.
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Tabelle 38: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von PPARa-Zielgenen in der Muskulatur

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
ACOXI 1+£0,36 1,28 £0,55 1,62 + 0,38* 1,49 +0,39*
CD36 1£0,16 1,26 +0,29* 1,43+ 0,16* 1,44+ 0,11*
CPTIB 1+0,37 1,42 £ 0,62 1,64 + 0,53* 1,13 £0,60
CYP4424 1+0,38 1,23+0,12 1,52 +£0,31* 1,06 + 0,29
FABP3 1+£0,24 1,97 +0,80* 1,27+ 0,35 1,31+ 0,45
LPL 1+£0,51 1,12+ 0,31 1,68 + 0,48* 1,02+0,33
SLC27A41 1£0,10 0,84 +0,15* 1,12+0,14 0,97 +0,16
UCP3 1+£0,32 1,31£0,63 1,16 £0,20 1,79+ 1,33

Werte als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: 4ACOXI Acyl-CoA oxidase 1; CD36 CD36 molecule; CPTIB Carnitine palmitoyltransferase 1B
(muscle); CYP4A424 Cytochrome P450 4A24; FABP3 Fatty acid binding protein 3; LPL Lipoprotein lipase;
SLC27A1 Solute carrier familiy 27A1; UCP3 Uncoupling protein 3.

Im Fettgewebe waren die relativen mRNA-Konzentrationen von FABP4 und LPL in der
Fischolgruppe erniedrigt (P < 0,05, Tab. 39).

Die Clofibratgruppe zeigte signifikant verminderte mRNA-Konzentrationen bei CYP4A424,
CPTI und LPL.

Die restriktiv gefiitterte Gruppe wies gleichermallen verminderte relative mRNA-

Konzentrationen von CD36, FABP4 und LPL auf (P < 0,05, Tab. 39).
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Tabelle 39: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von PPARa-Zielgenen im weiflen Fettgewebe

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
ACOXI 1+£0,20 0,77 + 0,44 0,78 £ 0,58 0,73 +0,50
CD36 1+£0,32 0,70 + 0,49 0,68 0,50 0,56 +0,27*
CPT1 1+0,59 0,74+ 0,17 0,30 + 0,24* 0,63 +0,29
CYP4424 1+£0,96 0,68 + 0,34 0,24 + 0,09* 0,52 +0,38
FABP4 1+£0,43 0,63 +0,33* 0,66 + 0,42 0,65+ 0,27*
LPL 1+£0,29 0,51 +0,18* 0,52 +0,27* 0,65+ 0,38%*

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: ACOX1 Acyl-CoA Oxidase 1, CD36 CD36 molecule; CPTI Carnitine palmitoyltransferase 1;
CYP4A424 Cytochrome P450 4A24; FAB41 Fatty acid binding Protein 4, LPL Lipoprotein lipase.

5.2.5.2 Relative mRNA-Konzentrationen von Genen der Carnitinaufnahme und

-synthese in der Leber

Die Untersuchung der an der Synthese von Carnitin und dessen Aufnahme in die Zelle
beteiligten Gene filihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen unten den Gruppen. Beriicksichtig
wurden Transporter SLC22A45, sowie die zur Synthese von Carnitin notwenigen Gene
ALDH9A41, TMLHE und BBOXI (siehe Tab. 40).

Die Fischolgruppe zeigte keine Verdanderungen in der Expression dieser Gene.

In der Clofibratgruppe waren die relativen mRNA-Konzentrationen von SLC2245 und
TMLHE gegeniiber der Kontrollgruppe erhdht (P < 0,05; Tab. 40).

In der restriktiv gefiitterten Gruppe zeigten die Gene fir ALDH9A1, BBOX1 und SLC2245
signifikant verminderte relative mRNA-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (P <

0,05; Tab. 40).
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Tabelle 40: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von Genen der Carnitinaufnahme und -synthese in der Leber

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
ALDHY941 1+£0,55 0,57+ 0,14 0,90 + 0,21 0,39+ 0,17*
BBOX1 1£0,56 0,69+ 0,41 0,57+0,15 0,41+ 0,23*
SLC2245 1£0,26 1,05+ 0,39 1,87 +0,24* 0,52+ 0,19*
TMLHE 1+£0,26 1,05+ 0,13 1,62 +0,63* 0,91 +£0,45

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: ALDH9A41 Aldehyde dehydrogenase 9A1; BBOXI Butyrobetaine (y), 2-oxoglutarate dioxygenase
(gamma-butyrobetaine hydroxylase) 1; SLC2245 Solute carrier family 22AS5; TMLHE Trimethyllysine
hydroxylase, epsilon.

5.2.5.3 Relative mRNA-Konzentrationen von Zielgenen des NF-kB in der Leber und

Muskulatur

Zur Untersuchung der Auswirkungen auf den NF-kB-Signalweg wurden als Zielgene die
Cytokine Interleukin 1B (/L/B) und Tumornekrosefaktor (7NF), die Chemokine Interleukin 8
(IL8) und Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2), die Akute-Phase-Proteine Serum
Amyloid A2 (SA42) und Haptoglobin (HP), das Adhésionsmolekiil Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM1), das Lipopolysaccharid bindende Protein (LBP) und aus der Reihe der
Gene der Stressantwort die Prostaglandin-endoperoxide Synthase 2 (PTGS2) gemessen.

Im Lebergewebe zeigten die Sauen der Fischdlgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigte mRNA-Konzentrationen an /CAM und LBP (P < 0,05; Tab. 41). Die
relative mRNA-Konzentration von HP zeigte einen tendenziell erniedrigten Wert (P <0,1).

In der Clofibratgruppe konnten ebenfalls erniedrigte Werte der mRNA-Konzentrationen
einiger Zielgene festgestellt werden, jedoch war davon nur die von SAA2 signifikant
erniedrigt (P < 0,05; Tab. 41). Die relativen mRNA-Konzentrationen von /L8 und LBP waren
nur tendenziell erniedrigt (P < 0,1). Im Gegensatz dazu zeigte CCL2 eine erhohte
Konzentration um 1,8-fache (P < 0,05).

In der restriktiv gefiitterten Gruppe waren fiinf der gemessenen mRNA-Konzentrationen
von Zielgenen des NF-kBs gegeniiber der Kontrollgruppe erniedigt (Tab. 41). Hier zeigten die
mRNA-Konzentrationen von [CAMI, SAA2, ILIB, HP und LBP verminderte Werte im
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Vergleich zur Kontrollgruppe. Einen Uberblick iiber diese Ergebnisse ist in Tabelle 41
gegeben.

Tabelle 41: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von Zielgenen des NF-kB in der Leber

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
CCL2 1+£0,22 0,88 £ 0,21 1,87 +£0,48%* 0,76+ 0,26
HP 1+0,49 0,55+ 0,19" 0,79 0,18 0,41 +0,13*
ICAM1 1+0,28 0,69 +£0,15* 0,94 + 0,24 0,55+0,18*
ILIB 1+£0,50 0,87+ 0,44 0,77 £ 0,21 0,41 £0,23*
ILS 1+£0,56 0,73+ 0,33 0,42 +0,12" 1,09 +£ 0,76
LBP 1£0,61 0,21 £0,07* 0,44 + 0,22" 0,28 £ 0,23*
PTGS2 1+£0,40 1,23+0,43 1,22+0,24 1,05+ 0,53
SAA2 1+0,39 0,75+ 0,34 0,56 £ 0,24* 0,45+0,21*
TNF 1+£0,15 0,90+ 0,21 1,00+ 0,31 1,52 +0,87

Werte als Mittelwert + Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05), # = Tendenziell signifikant (P <0,1).

Abkiirzungen: CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2; HP Haptoglobin; /CAMI Intercellular adhesion
molecule-1; /LIB Interleukin 1B; /LS Interleukin 8; LBP Lipopolysaccharide binding protein; PTGS2
Prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase (prostaglandin-endoperoxide synthase 2); SA4AA42 Serum
amyloid A2; TNF Tumor nekrosis faktor.

In der Muskulatur konnte in der Fischol- und Energierestriktionsgruppe keine signifikanten
Veranderungen gegeniiber der Kontrolle beziiglich der relativen mRNA-Konzentrationen der
NF-kB-Ziele gezeigt werden (Tab. 42).

In der Clofibratgruppe zeigte nur /LB eine hohere relative mRNA-Konzentration als die
Kontrolle (P < 0,05), alle weiteren mRNA-Konzentrationen blieben statistisch unbeeinflusst

(Tab 42).
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Tabelle 42: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von Zielgenen des NF-kB in der Muskulatur

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
CCL2 1+0,45 1,03+0,24 1,09 + 0,23 1,17+0,46
ILIB 1+0,36 1,32+ 0,35 1,47+0,20* 1,11+0,41
PTGS2 1+£0,40 0,81+0,12 1,08 £ 0,29 0,94+ 0,18
TNF 1£0,31 0,73 + 0,22 0,98 + 0,29 0,96 +0,38

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2; IL1B Interleukin 1B; PTGS2 Prostaglandin G/H synthase
and cyclooxygenase (prostaglandin-endoperoxide synthase 2); TNF Tumor nekrosis faktor.

5.2.5.4 Relative mRNA-Konzentrationen von Zielgenen des Nrf2 in der Leber und
Muskulatur

Zur Uberpriifung des antioxidativen Abwehrgeschehens auf Ebene des Transkriptoms
wurden Zielgene des Nrf2 in den Geweben von Leber und quergestreifter Muskulatur
untersucht. Zu den untersuchten Zielgenen zédhlte Cytochrom P450 1A1 (CYPIAI),
Gluthathionperoxidase 1 (GPXI), Hamoxigenase 1 (HMOXI), NAD(P)H-Dehydrogenase,
quinone 1 (NQOI), Peroxiredoxin 6 (PRDX6), Superoxiddismutase 1 (SODI) und
Thioredoxinreduktase 1 (TZXNRD-1).

In der Leber der Fischolgruppe wies nur PRDX6 eine signifikant niedrigere relative
mRNA-Konzentration als die Kontrollgruppe auf (P < 0,05; Tab. 43). Die relative mRNA-
Konzentration von GPX-1 war nur tendenziell niedriger als die der Kontrolle (P < 0,1; Tab
43).

In der Clofibratgruppe war nur bei PRDX6 eine signifikant verminderte mRNA-
Konzentration zur Kontrollgruppe zu beobachten.

Die Gruppe der Energierestriktion zeigte den grofften Effekt. In dieser Gruppe waren die
relativen mRNA-Konzentrationen von GPXI, HMOXI, NQOI, SOD und PRDX6 im
Vergleich zur Kontrolle signifikant vermindert (P < 0,05; Tab. 43).
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Tabelle 43: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von Zielgenen des Nrf2 in der Leber

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
CYPIAI 1+0,80 0,69 + 0,26 1,47+0,70 1,51+£0,47
GPX1 1+£0,33 0,73 + 0,22" 1,13+0,28 0,62 +0,18*
HMOXI 1£0,61 0,64 + 0,29 0,58+ 0,14 0,34 +0,05*
NQOI 1+£0,22 0,99 + 0,37 1,03 + 0,35 0,47 +0,18*
PRDX6 1£0,56 0,53+0,21* 0,46+ 0,12* 0,34+ 0,17*
SOD1 1+£0,52 0,66 + 0,27 1,14+ 0,31 0,33 +0,12*
TXNRD1 1£0,50 0,98 £ 0,23 0,95+ 0,14 0,65+0,10

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05), # = Tendenziell signifikant (P < 0,1).

Abkiirzungen: CYPI1A41) Cytochrome P450 1A1; GPX! Glutathione peroxidase 1; HMOXI! Heme oxygenase
(decycling) 1; NQOI NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1; PRDX6 Peroxiredoxin 6; SODI Superoxide
dismutase 1; TXNRDI Thioredoxin reductase 1.

In der Muskulatur der Fischolgruppe zeigte die GPXI eine erhdhte relative mRNA-
Konzentration gegeniiber der Kontrollgruppe (P < 0,05; Tab. 44). HMOXI wies jedoch eine
geringere relative mRNA-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (P < 0,05; Tab.
44).

In der Gruppe mit Clofibratzulage waren die relativen mRNA-Konzentrationen der Nrf2-
Zielgene mit Ausnahme der SOD und NQO! gegeniiber der Kontrolle vermehrt exprimiert
(Tab. 44). Die mRNA-Konzentration von SOD zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikant niedrigere Konzentration (P < 0,05).

In der restriktiv gefiitterten Gruppe konnte gleichermallen bei GPX1, PRDX6 und HMOX1
eine erhdhte relative mRNA-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (P
< 0,05). Tabelle 44 zeigt die gemessenen relativen mRNA-Konzentrationen der qPCR-
Analyse.
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Tabelle 44: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen von Zielgenen des Nrf2 in der Muskulatur

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
CYPIAI 1£041 1,58+ 0,73 2,99+ 1,21* 1,35+0,53
GPX1 1+0,39 2,11+ 0,64* 2,38 +0,72* 1,95+ 0,17*
HMOXI 1+£0,26 0,68 £ 0,10* 1,49 +0,34* 1,40 +0,21*
NQOI 1£0,24 1,25+ 0,60 1,53+0,70 0,99 + 0,33
PRDX6 1+0,35 1,04 +£ 0,25 1,38 +0,16* 1,39 +0,25*
SOD1 1+£0,07 0,97+0,13 0,85 +0,05* 1,07+ 0,23
TXNRD1 1£0,14 1,09 + 0,38 1,44 +0,38* 1,33+0,58

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: CYPI1A41) Cytochrome P450 1A1; GPX! Glutathione peroxidase 1; HMOXI! Heme oxygenase
(decycling) 1; NQOI NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1; PRDX6 Peroxiredoxin 6; SODI Superoxide
dismutase 1; TXNRDI Thioredoxin reductase 1.

5.2.5.5 Relative mRNA-Konzentrationen ausgewihlter Gene der UPR in der Leber und
Muskulatur

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer PPARa-Aktivierung auf die UPR wurden die
gleichen Gene, die auch zur Untersuchung im ersten Teilversuch (siehe 5.1.1.2) dienten,
analysiert.

Im Lebergewebe der Fischolgruppe waren die relativen mRNA-Konzentrationen von vier
URP-Zielgenen (DNAJC3, GRP94, BCLZ2, DDIT3) im Vergleich zur Kontrolle verringert (P
<0,05; Tab. 45).

In der Gruppe mit Clofibratzulage blieben die relativen mRNA-Kontentrationen aller
gemessenen Gene unbeeinflusst.

In der restriktiv gefiitterten Gruppe waren die grofiten Effekte zu sehen. Hier zeigten zwolf
der 14 gemessenen Gene geringere relative mRNA-Konzentrationen als die Kontrollgruppe (P

< 0,05; Tab. 45). Die Ergebnisse sind in Tabelle 45 dargestellt.
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Tabelle 45: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen ausgewéhlter Gene der UPR in der Leber

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
ATF4 1+£0,54 0,86 + 0,50 1,03 + 0,38 0,45+ 0,20%*
BAK1 1+£0,57 0,75+0,18 0,86+ 0,29 0,55+ 0,29
BAX 1+£0,19 0,88 £ 0,25 1,25+ 0,55 0,44 +£0,10%*
BCL2 1+0,37 0,69 +0,17* 0,94 £ 0,22 0,52+ 0,14*
CASP3 1£0,39 0,91+0,31 0,89 + 0,28 0,50+ 0,11*
CASPS 1+£0,36 0,76 £ 0,26 0,94 + 0,18 0,57 £0,23*
DDIT3 1+£0,28 0,73 +£0,33* 0,87 +0,21 0,51 +0,19*
DNAJC3 1+£0,47 0,57 +£0,16* 0,70 + 0,22 0,46 +0,12*
EDEM1 1+0,37 0,80+ 0,21 0,82 + 0,08 0,67 + 0,24*
HSP90B1 1£0,69 0,42 +0,18%* 0,71+ 0,35 0,28 £ 0,07*
HSPAS5 1+£0,49 0,66 +0,21 0,84+ 0,30 0,57 £0,13*
PDIA4 1+0,38 0,93+0,18 1,47+ 0,67 0,66 +0,16
PPPIRI5A 1+043 0,72+ 0,25 0,78 £ 0,15 0,54 +0,16*
TP53 1£0,23 0,78 £ 0,16 0,94+ 0,20 0,71 £ 0,22*

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: ATF4 Activating transcription factor 4; BAKI BCL2-antagonist/killer 1; BAX BCL2-associated X
protein; BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2; CASP3 Caspase 3; CASPS Caspase 8; DDIT3 DNA-damage-inducible
transcript 3; DNAJC3 Dnal homolog, subfamily C, member 3; EDEMI ER degradation-enhancing alpha-
mannosidase-1; HSP90B1 Heat shock protein 90kDa beta, member 1; HSPAS5 Heat shock 70kDa protein AS;
PDIA4 Protein disulfide isomerase A4; PPP1R15A4 Protein phosphatase 1 15A; TP53 Tumor protein 53.

In der Muskulatur der Clofibrat- und Energierestriktionsgruppe konnten entgegengesetzte
Effekte beobachtet werden (Tab. 46). Die Fischolgruppe blieb im Vergleich zur Kontrolle in
ihren relativen mRNA-Konzentrationen unbeeinflusst (Tab. 46).

In der Gruppe mit Clofibratzulage zeigten PDIA4, EDEMI, DDIT3 und HSP90BI
erhohte relative mRNA-Konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe (P < 0,05).

In der restriktiv gefiitterte Gruppe konnten erhohte relative mRNA-Konzentrationen bei
DNAJC3, BAX, HSP90B1 und TP53 im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (P < 0,05;
Tab. 46).
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Tabelle 46: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen ausgewéhlter Gene der UPR in der Muskulatur

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
ATF4 1+0,30 0,91 + 0,45 1,27 +£0,29 1,10 £ 0,25
BAX 1£0,60 1,00+ 0,33 1,22 +£ 0,40 1,52+041%
BCL2 1+0,30 1,12+ 0,30 1,10+ 0,26 0,96 +0,41
CASP3 1+£0,27 0,91 +0,30 0,95+ 0,26 1,09 £ 0,46
CASPS 1+0,15 1,17+0,36 1,13+0,25 1,02 + 0,38
DDIT3 1£0,22 1,11 +£0,33 1,42 + 0,29* 1,17+0,46
DNAJC3 1+0,23 0,91+0,29 1,12+0,20 1,34 £0,36*
EDEMI 1+£0,32 1,23+0,43 1,64 + 0,38%* 1,69 +0,72
HSP90B1 1+0,34 0,91 +0,26 1,44 £0,22* 1,53 £0,43%
HSPAS 1+£0,31 0,92 + 0,40 1,16 £ 0,33 1,06 + 0,50
PDIA4 1+0,59 1,00 + 0,19 1,61 £0,46* 1,51+0,49
PPPIRI5A 1+0,43 1,05+ 0,27 1,24+ 0,25 1,17+0,39
TP53 1+£041 1,09 + 0,27 1,25+ 0,31 1,55 +0,55*

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: ATF4 Activating transcription factor 4; BAX BCL2-associated X protein; BCL2 B-cell
CLL/lymphoma 2; CASP3 Caspase 3; CASPS Caspase 8; DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3; DNAJC3
DnalJ homolog, subfamily C, member 3; EDEMI ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-1; HSP90BI
Heat shock protein 90kDa beta, member 1; HSPA5 Heat shock 70kDa protein AS; PDIA4 Protein disulfide
isomerase A4; PPPIR15A Protein phosphatase 1 15A; 7P53 Tumor protein 53.

5.2.5.6 Relative mRNA-Konzentrationen der SREBPs und zughdriger Zielgene in der
Leber

Die in Tabelle 47 dargestellten Ergebnisse der relativen mRNA-Konzentrationen der
SREBPs und ausgewéhlter Zielgene ergaben kein einheitliches Bild.

Bei der Fischolgruppe blieben die relativen mRNA-Konzentrationen von SREBF2 und
dessen Zielgene (MVK, LDLR, HMGCR) im Vergleich zur Kontrolle unveréndert (Tab 47).
Die relativen mRNA-Konzentrationen von SREBF I und den Zielgenen GPAT und SCD waren
gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant vermindert (P < 0,05). Bei ACACA war die relative

mRNA-Konzentration zur Kontrolle tendenziell verringert (P <0,1).
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Bei der restriktiv gefiitterten Gruppe konnten verminderte relative mRNA-Konzentrationen
von MVK, LDLR, ACACA, GPAT und FASN (P < 0,05; Tab. 47) im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden.

Dem gegeniiber zeigte die Clofibratgruppe hohere mRNA-Konzentrationen von MVK,
LDLR und SCD als die Kontrolle (P < 0,05).

Tabelle 47: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen der SREBPs und zugehdriger Zielgene in der Leber

Gen Kontrolle Fischél Clofibrat Energierestriktion
SREBF1 1£0,50 0,45+ 0,23* 0,71+ 0,10 1,02+ 0,33
acaca tsote 0735036 0965039 03750145
FASN 1£0,71 0,45+0,30 0,44+0,16 0,25+0,12*
GPAT 1£0,15 0,68 £ 0,07* 0,97 + 0,35 0,57 +0,16*
SCD 1+£0,47 0,50 + 0,28%* 2,37+ 1,07* 0,69 + 0,30
SREBF?2 1£0,29 1,10+0,18 1,17+0,10 0,79 £ 0,18*
HMGeR ts076  Ligsoes L2e07e 0425023
LDLR 1+0,17 1,10+0,22 1,36 + 0,10* 0,49 +£0,19*
MVK 1£0,40 0,91+0,20 1,51+ 0,27* 0,59+0,21*

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05), # = Tendenziell signifikant (P < 0,1).

Abkiirzungen: ACACA Acetyl-CoA carboxylase o; FASN Fatty acid synthase; GPAT Glycerol-3-phosphat-
acyltransferase; HMGCR 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; LDLR Low densitiy lipoprotein receptor;
MVK Mevalonate kinase; SCD Stearoyl-CoA desaturase; SREBFI Sterol regulatory element binding
transcription factor 1; SREBF?2 Sterol regulatory element binding transcription factor 2.

5.2.5.7  Relative mRNA-Konzentrationen ausgewdhlter Gene des UPS in der Muskulatur

Unter den untersuchten Genen des UPS (siehe 5.1.1.1) zeigten in der Fischdlgruppe
FBXO32 und TRIM63 in einen Vergleich mit der Kontrollgruppe eine signifikant erhohte
relative mRNA-Konzentration (P < 0,05; Tab 48).

Die Clofibratgruppe wies bei TRIM63, FBX0O32 und UBB erhohte relative mRNA-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle auf (P < 0,05; Tab 48).
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In der Gruppe der Energierestriktion war eine signifikante Erh6hung der relativen mRNA-
Konzentration von FBXO32 gegeniiber der Kontrollgruppe zu beobachten. Die Ergebnisse
zeigt Tabelle 48.

Tabelle 48: Auswirkungen der vorgenommenen Behandlungen in der Laktation auf die relativen mRNA-

Konzentrationen ausgewihlter Gene des UPS in der Muskulatur

Gen Kontrolle Fischol Clofibrat Energierestriktion
FBX032 1+0,64 2,00+ 0,38* 1,98 £ 0,80* 3,12+2,06*
PSMAL 1£0,22 0,80+ 0,17 0,85+0,13 0,83 +£0,43
PSMBI 1+0,15 0,94 + 0,29 1,08 £ 0,20 1,00+ 0,26
TRIM63 1+0,45 1,78 + 0,81* 2,71 £ 0,97* 1,84+ 1,08

UBB 1+0,23 1,21 +0,09 1,28 +£0,12* 1,12+0,11
UBE2B 1£0,11 0,90 + 0,30 1,09 + 0,21 1,02 +0,35

Werte als Mittelwert = Standardabweichung (n=10/Gruppe) als Vielfaches der Kontrollgruppe angegeben. * =
Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (P < 0,05).

Abkiirzungen: FBXO32 F-box protein 32; PSMAI Proteasome subunit, alpha type-1; PSMBI Proteasome
subunit, beta type-1; TRIM63 Tripartite motif containing 63; UBB Ubiquitin B; UBE2B Ubiquitin-conjugating
enzyme E2B.
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6 Diskussion

Uber die Wirkung des PPARo. wihrend der Laktation bei Sauen ist bisher wenig bekannt.
Studien der eigenen Arbeitsgruppe befassten sich bereits mit den Verdnderungen des
Intermedidrstoffwechsels iiber den PPARa bei der laktierenden Sau (Rosenbaum et al., 2012a,
2012b). In der vorliegenden Arbeit sollten im ersten Versuch, weiterfiihrend zu obig
genannten Studien, die Auswirkungen der Laktation auf den Triglycerid- und
Cholesterinstoffwechsels und die Proteolyse in der quergestreiften Muskulatur auf
Genexpressionsebene untersucht werden. Neben den Ergebnissen zum
Intermedidrstoffwechsel konnte in der eigenen Arbeitsgruppe auch Hinweise auf eine
laktationsbedingte Entziindungsreaktion in der Leber beobachtet werden (Rosenbaum et al.
2012a). Diesbeziiglich wurden auch Untersuchungen zur Wirkung der Laktation auf die UPR
als Antwort auf vermehrt auftretenden ER-Stress angestellt, da eine Entziindungsreaktion
meinst mit einem Auftreten von ER-Stress einhergeht (Kaufmann, 1999; Todd ef al., 2008).

In einem zweiten Versuch sollte iiberpriift werden, ob durch Zufuhr von Fischdl und
Clofibrat und einer Reduktion der Energiezufuhr um 25% des Bedarfs eine Aktivierung des
PPARa als wichtiger Faktor kataboler Stoffwechselwege (Mandard et al. 2004) erreicht
werden kann. Des Weiteren wurden Untersuchungen zu den Auswirkungen der Behandlungen
mit Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene des Fettsdurestoffwechsels, der
Lipogenese, des Cholesterinstoffwechsels und des Muskelabbaus durchgefiihrt. Da auch
bekannt ist, dass der PPARa in die Regulation des Entziindungsgeschehens eingreifen kann
(Delerive, 2000, 2002), wurde in dieser Teilstudie Untersuchungen zu Zielgenen des NF-kB,
Nrf2 und der UPR angestellt.

Im Folgenden werden zunichst die Ergebnisse des ersten Versuchs diskutiert; im

Anschluss daran folgen die Erkenntnisse der zweiten Teilstudie.

6.1 Einfluss der Laktation auf ausgewihlte Stoffwechselwege

Fiir diese Teilstudie wurde eine Gruppe von 20 tragenden Sauen ausgewéhlt, die in Gruppen
zu je 10 Tieren eingeteilt wurden. Nach dem Abferkeln wurde einer Gruppe die Ferkel

entzogen; diese stellten im Anschluss die Milchproduktion ein. Diese Sauengruppe diente als

nicht-laktierende Kontrollgruppe.
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6. 1.1  Einfluss der Laktation auf Gene des Triglycerid- und Cholesterinstoffwechsels

Der Triglycerid- und Cholesterinstoffwechsel wird grundlegend durch die Aktivitdt der
SREBPs kontrolliert. In der Leber reguliert dabei SREBP-1c¢ {iberwiegend die Biosynthese
der Triglyceride, SREBP-2 die des Cholesterins (Shimomura et al., 1997; Horton et al.,
2002). Diese beiden Transkriptionsfaktoren veranlassen die Expression einer Vielzahl von
Genen, welche fiir Enzyme codieren, die umfangreichen an der Synthese von Triglyceriden
und Cholsterin beteiligt sind (Horton et al., 2002). Fiir die Untersuchungen wurden sieben
repriasentative Gene ausgewéhlt. Hierzu zidhlten bei der Triglyceridbiosynthese die ACACA,
FASN, GPAT und SCD, bei der Cholesterinsynthese wurden HMGCR, MVK und der LDLR in
die Analyse einbezogen (Shimano, 2001; Horton ef al., 2002).

Nennenswerten Effekte konnten nicht ermittelt werden. Lediglich die relative mRNA-
Konzentration von SREBF1 wurde durch die Laktation positiv beeinflusst. In menschlichen
Hepatozyten konnte eine positive Wirkung von PPARa-Agonisten auf die Expression des
SREBP-1c¢ nachgewiesen werden (Fernandez-Alvarez et al, 2011). Hier fiihrte eine
Aktivierung des PPARa durch die Agonisten WY 14643 und GW7647 zu einer Stimulation in
der Promotorregion des SREBP-Ic. Da der Organismus des Schweins in seiner
Reaktionsweise hdufig dem des Menschen dhnelt, wird es oft als entsprechendes Tiermodel
ausgewahlt (Sigel et al., 1994; Spurlock und Gabler, 2008). Dies wiirde dafiir sprechen, dass
SREBF1 auch bei Schweinen zu den PPARa-Zielgenen zédhlen konnte und durch die
laktationsbedingte Aktivierung des PPARa simuliert werden wiirde. Jedoch stinde dies im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Luci et al. (2007a). Da auch kein Anstieg der mRNA-
Konzentrationen der Zielgene zu beobachten war, ist davon auszugehen, dass dieser
Signalweg nicht vermehrt aktiviert war.

In einer Studie von Schlegel et al. (2012b) konnte gezeigt werden, dass Kiihe nur in der
ersten Woche post partum eine erhohte Cholesterinkonzentration in der Leber, zusammen mit
gesteigerter Expression der Zielgene von SREBP-2 aufwiesen. Die mRNA-Konzentrationen
der Zielgene fielen jedoch ab der flinften Laktationswoche stark ab, sodass vermutet wurde,
dass ein vermehrter Bedarf an Cholesterin nur zu Beginn der Laktation zur vermehrten
Gallensdureproduktion und Milchsynthese vorliegt (Schlegel ef al., 2012b). Da in der ersten
Teilstudie nur am 20. Tag der Laktation Biopsieproben der Leber gewonnen wurden, konnte
kein zeitlicher Verlauf der Cholesterinbiosynthese dargestellt werden. Sauen konnten ebenso

zu Beginn der Laktation eine Steigerung der Cholesterinbiosynthese aufweisen, die zum
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Zeitpunkt der Probengewinnung des dargelegten Versuches nicht mehr vorlag. Hierzu wiren

weiterreichendere Untersuchungen notwendig.

6.1.2 Einfluss der Laktation auf Gene des Muskelabbaus

Die Muskulatur, als korperinterner Proteinspeicherort, kann in Zeiten negativer
Energiebilanz oder wihrend schwerwiegender Krankheitszustinde genutzt werden, um
Proteine zur Energieversorgung zu rekrutieren (Attaix et al., 2003; Tisdale, 2005). So werden
die aus den Muskelproteinen freigesetzten Aminosduren in der Leber zur Gluconeogenese und
Ketogenese verwendet (Dospil et al., 2005). In der Phase der Laktation werden Proteine
zusitzlich zur Energiegewinnung auch zur Bildung des Milcheiweilles in der Milchdriise
bendtigt (Spincer et al., 1969).

In einer Studie zu laktationsbedingten Verdnderungen bei der Sau konnte gezeigt werden,
dass zu dieser Zeit der Aminosiurestoffwechsel in der Leber zu Gunsten der Glukoneogenese
erhoht ist. Des Weiteren wurde eine Einsparung von Alanin beobachtet, was vermuten lief3,
dass dieses zur Versorgung der Milchdriise genutzt werden konnte (Rosenbaum et al., 2012a).
Um néhere Erkenntnisse zu Proteinabbau in der Muskulatur zu erhalten, wurden in der ersten
Teilstudie Muskelbiopsien zur Untersuchung der Gene des Proteinabbaus herangezogen.
Hierbei lagen Biopsien zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten der Laktation vor (Tag 10 und
Tag 20). Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass zwischen der Kontrollgruppe und
der laktierenden Gruppe zum Zeitpunk der ersten Biopsie keine Unterschiede beziiglich der
Expression von Genen des UPS vorlagen. Auch zeigte die Kontrollgruppe zum zweiten
Entnahmezeitpunkt keine Verdnderungen gegeniiber der ersten Probenentnahme auf. Dies
lasst vermuten, dass wihrend der Laktation zu Beginn noch kein erhohter Abbau an
Muskelprotein vorliegt. Clowes ef al. (2005) beschrieben zum ersten Mal die Entwicklung des
Proteinmetabolismus in der Muskulatur bei tragenden und laktierenden Sauen und konnten
zeigen, dass die Proteolyse nach der Geburt bis zum Ende der Laktation stetig ansteigt. Mit
dem Wachstum der Ferkel steigt auch der Proteinbedarf in der Milchdriise, sodass bei
maximaler Futteraufnahme die Muskulatur stérker als Proteinlieferant dienen muss (Clowes et
al., 2005). Dies konnte den schwachen Anstieg von UBE2B, PSMAI, PSMBI und UBB zum
zweiten Entnahmezeitpunkt gegeniiber der Kontrollgruppe und der ersten Biopsieentnahme
erklaren. Des Weiteren konnte es auch damit zusammenhéngen, dass bei den Kontrolltieren
zwar keine Laktation durch das direkte Absetzen der Ferkel auftrat, jedoch auch bei diesen

Tieren der Tréchtigkeitsanabolismus zuriickgebildet wurde. Da jedoch die mRNA-
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Konzentrationen der beiden essentiellen Gene FBX032 und TRIM63 des Proteinabbaus in
der Muskulatur (Bodine ef al. , 2001) gegeniiber der Kontrollgruppe nicht verdndert waren,
lasst dies vermuten, dass wahrscheinlich keine Steigerung der Proteolyse in der

quergestreiften Muskulatur zu beiden Zeitpunkten der Laktation vorlag.

6.1.3 Einfluss der Laktation auf Gene der UPR

Anhand von Daten der microarray-Technologie wurde von Rosenbaum et al. (2012a) die
Vermutung aufgestellt, dass es wihrend der Laktation bei Sauen vermehrt zu einer Induktion
der UPR aufgrund von ER-Stress kommt. Vermehrt auftretender ER-Stress mit einer
Aktivierung der UPR wurde bereits bei Kiithen wéhrend der Laktation beschrieben (Morris et
al., 2009, GeBner et al., 2014). Die Ursachen von ER-Stress sind vielseitig. Storungen der ER-
Funktion infolge Verinderungen im Ca’-Haushalt, des Redoxstatus und
Néhrstoffunterversorgung werden in diesem Zusammenhang genannt (Shen et al., 2004).
Auch verschiedenste Krankheitsbilder, Entziindungsreaktionen, Verdnderungen im
Cholesterin- und Lipidmetabolismus und Toxine konnen das Auftreten von ER-Stress
bedingen (Kaufman, 1999; Todd et al., 2008; Cnop et al., 2012; Hetz, 2012). Grundlegend ist
jedoch immer der Verlust eines Gleichgewichts zwischen Proteinaufkommen und der
Faltungskapazitit als Ausloser des ER-Stresses anzusehen und wird in der Zelle durch
Einleitung der UPR bekdmpft (Kaufman, 1999; Schréder und Kaufman, 2005b; Cnop ef al.,
2012), da bestehender ER-Stress zu einer Schidigung der Zelle fiihren kann (Barral ef al.,
2004).

Um die ndhere Hinweise auf eine Aktivierung UPR wéhrend der Laktation, zusitzlich zu
den Daten der microarray-Analyse, zu erhalten, wurde im ersten Versuch Biopsieproben von
Leber und Muskulatur mittels qPCR-Analyse gezielt auf ausgewidhlte Gene der UPR
untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung liefern weitere Hinweise, dass bei
der Sau wiéhrend der Laktation vermehrt ER-Stress vorliegt, der eine Aktivierung der UPR
hervorruft. Eine Vielzahl der mRNA-Konzentrationen der gemessenen Gene, welche an der
UPR beteiligt sind, war wahrend der Laktation vermehrt exprimiert. Darunter vor allem Gene
der Foldasen, Chaperone und Proteindisulfidisomerasen, die zur Wiederherstellung des
Gleichgewichts beitragen sollen. Auch zeigt ATF4 und der in dessen Regulation stehende
zentrale Faktor der ER-Stress-induzierten Apoptose DDIT3 (Hetz, 2012) erhohte mRNA-
Konzentrationen. DDIT3 bedingt in Fillen iibermédfBigen ER-Stresses die Einleitung des

programmierten Zelltodes, dessen Signalkaskade vor allem iiber Proteine der BCL2 (B-Cell
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Lymphoma 2)-Familie und Caspasen (Tabas und Ron, 2011; Woehlbier und Hetz, 2011)
fortgeleitet wird. Diese Proteine sind in der vorliegenden Arbeit jedoch nur im geringen Mafle
aktiviert, was vermuten lasst, dass der Grad des ER-Stresses nicht so stark ist, dass die
Einleitung der Apoptose induziert wurde. FGF21, welcher interessanter Weise sowohl zu den
Zielgenen des PPARa (Badman et al., 2007) als auch zu denen des ATF4 (De Sousa-Coelho
et al., 2012) gezéhlt wird, wurde in der vorliegenden Studie analysiert. Auch hier zeigte sich
eine enorme Steigerung der Expressionsrate, die sowohl auf den vorliegenden ER-Stress, als
auch auf die durch Rosenbaum et al. (2012a) dargelegte PPARa-Aktivierung durch die
Laktation zuriickzufiihren sein konnte. In der Muskulatur zeigte sich ein dhnliches Bild.
Durch zwei Biopsien im Abstand von 10 Tagen konnte ein zeitlicher Verlauf des ER-Stresses
aufgezeigt werden. Ein moderater laktationsbedingter ER-Stress trat auch in diesem Gewebe
auf, der iiberwiegend iliber den Zeitraum der Laktation bestehen blieb. Die Effekte waren
hauptsichlich durch die Laktation bedingt, der Zeitpunkt der Probenentnahme spielte keine

nennenswerte Rolle.

6.2 Einfluss der Behandlungen durch Fischol, Clofibrat und Energierestriktion

wiahrend der Laktation

Im zweiten Versuch wurden 40 Sauen in zweiter oder dritter Paritit zur Zeit der
Abferkelung in Gruppen zu je zehn Tieren eingeteilt. Durch unterschiedliche Futterzusitze
wie Fischol oder Clofibrat bzw. durch Reduktion der Energiezufuhr auf 75 % des téglichen
Energiebedarfs sollte eine PPARa-Aktivierung induziert werden und die Auswirkungen

dieser Behandlungen auf ausgewihlte Stoffwechsel- und Signalwege untersucht werden.

6.2.1  Einfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf die Energiebilanz und

Gewichtsentwicklung der Sauen

Die Sauen der Gruppen besallen zu Versuchsbeginn in etwa gleiche Gewichte. Die Wiirfe
wurden auf acht Ferkel pro Wurf standardisiert, sodass alle Sauen eine entsprechende
korperliche Leistung erbrachten und einen Vergleich der Gruppen zulieB. Um eine
Homogenitidt der Wiirfe zu erreichen, wurden Kiimmerer durch Ferkel mit durschnittlichem
Wurfgewicht ersetzt. Somit unterschieden sich die Ferkel nicht in ihren Geburtsgewichten.

In der zweiten Teilstudie nahmen die Sauen der Kontroll-, Fischdl und Clofibratgruppe
trotz ausreichender Futtervorlage nicht durchgehend die volle Menge an Futter und somit

nicht geniigend Energie auf, um ihren Energiebedarf zu decken. Sie befanden sich darher in
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einer leicht negativen Energiebilanz, die sich aber von der der restriktiv gefiitterten Gruppe
signifikant unterschied. Eine unzureichende Futteraufnahme post partum ist bereits bekannt
(Weldon et al., 1994; Revell et al., 1998). Coccurello et al. (2010) konnten zeigen, dass bei
der Maus eine verminderte Futteraufnahme aus einem erh6hten zirkulierenden
Fettsdaurespiegel resultierte. Fettsduren passieren dabei die Blut-Hirn-Schranke und induzieren
im Gehirn ein Séttigungsgefiihl (Coccurello ef al., 2010). Da auch bei Sauen in der Laktation
erhohte Plasmakonzentrationen freier Fettsduren aus der Mobilisierung der Korperfettreserven
zur Energiegewinnung vorliegen (Rosenbaum et al., 2012a), wire ein Fettsdure-induziertes
Sattigungsgefiihl eine Moglichkeit, durch die die nicht ausreichende Futteraufnahme bedingt
werden konnte. Die negative Energiebilanz und die bestehende Belastung durch Energie- und
Substratverbrauch zur Milchproduktion (Etienne et al., 1985; Brendemubhl et al., 1989; Noblet
und Etienne, 1989; Noblet ef al., 1990) sind verantwortlich fiir den wahrend der Laktation
auftretenden Gewichtsverlust der Sauen. Des Weiteren ist eine Abnahme des Korpergewichts,
die beim Menschen in der Stillzeit durch eine Reduktion der schwangerschaftbedingten
Wassereinlagerungen hervorgerufen wird (Sadurskis et al., 1988) auch bei Sauen bekannt
(Zoiopoulos et al., 1983). Der Abbau des Trachtigkeitsanabolismus post partum durch Verlust
an interstitiellem Wasser und dem Verlust von Protein- und Fettreserven kann somit
zusitzlich als Grund der Gewichtsreduktion in Betracht gezogen werden (Shields und Mahan,

1983).

6.2.2  Einfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Zielgene des PPARa

Aus der Literatur ist bekannt, dass freie Fettsduren und Fibrate als Aktivatoren des PPAR«
fungieren (Escher und Wahli, 2000; Berger und Moller, 2002; Ferré, 2004; Mandard et al.,
2004). Neben der alimentdren Zufuhr von freien Fettsduren konnte gezeigt werden, dass auch
durch den Fastenzustand eine endogene PPARa-Aktivierung induziert werden kann, da die
freigesetzten Fettsduren aus dem Fettgewebe als Liganden am PPARa binden und diesen
aktivieren (Kersten et al., 1999). Untersuchungen von Rosenbaum et al. (2012a, 2012b)
zeigten, dass es bei Sauen wéhrend der Laktation zu einer Aktivierung des PPARa in der
Leber kommt und dieser vielfaltig in den Metabolismus eingreift. In der vorliegenden Studie
sollte untersucht werden, inwiefern sich durch natiirliche oder synthetische Aktivatoren
(Fischol, Clofibrat) bzw. durch eine Energierestriktion eine Steigerung der PPARa-
Aktivierung hervorgerufen werden kann und ob sich hierdurch einzelne Signal- und

Stoffwechselwege weiter beeinflussen lassen. Es konnte jedoch nur eine begrenzte Menge an
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Gewebeproben in den Biopsien gewonnen werden, was die Untersuchungen auf Analysen der
Genexpression beschrinkte und zusétzliche Untersuchungen, wie DNA-Bindungsaktivititen
von Transkriptionsfaktoren oder translatierte Proteinmengen der untersuchten Gene nicht
ermdglichte. Verschiedene Studien beschrieben jedoch, dass sich die Expression von
Zielgenen des PPARa, Nrf2, NF-kB oder der SREBPs zusammen mit der Menge an
zugehorigen translatierten Proteinen verdndert und dies auf eine Aktivierung oder Hemmung
der Transkriptionsfaktoren schlieBen lidsst (Keates et al., 1997; You, 2002; Goto et al., 2005;
Wagner et al., 2010).

Um die Auswirkungen der Behandlungen durch Fischdl, Clofibrat und Energierestriktion
zu bestimmen, wurden klassische PPARa-Zielgene auf die relativen Mengen ihrer
exprimierten mRNA gegeniiber der der Kontrollgruppe in den zur Verfligung stehenden
Geweben untersucht. Bisher bekannte Zielgene sind Gene des Fettsduretransportes, der
peroxisomalen und mitochondrialen B-Oxidation und der Glukoneo- und Ketogenese (Kersten
et al., 1999; Mandard et al., 2004; Rakhshandehroo et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit konnte nur durch die Behandlung mit Clofibrat eine moderate
PPARa-Aktivierung in der Leber laktierender Sauen erreicht werden. Die Analysen zeigten,
dass SLC27A41, CD36 und das FABPI, die die Aufgabe des Transportes der Fettsduren in die
Zellen vermitteln (Rakhshandehroo et al., 2010), keine signifikante transkriptionelle
Verdnderungen aufwiesen. Nur in der Clofibratgruppe war der Wert von F4BP leicht erhoht,
jedoch konnte durch eine starke Streuung kein statistischer Effekt und somit kein Hinweis auf
einen erhohten Fettsduretransport in die Hepatozyten beobachtet werden. CPTIA katalysiert
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Transport der Fettsduren in das
Mitochondrium (Berger und Moller, 2002). Diesbeziiglich konnte eine vermehrte
Transkriptionsrate ausschlieBlich in der Clofibratgruppe beobachtet werden. Die peroxisomale
B-Oxidation reprasentierte das Enzym ACOXI, die aber in der Leber des vorliegenden
Versuches keinerlei Verdanderung durch die Behandlungen erfuhr. Weitere Untersuchungen
von Zielgenen des PPARa beliefen sich auf LPL und CYP4A424, wobei LPL die Spaltung der
Triglyceride aus Lipoproteinen zur Bereitstellung freier Fettsduren im Verlauf des
Fettsaurestoffwechsel katalysiert (Mandard et al., 2004) und CYP4424 zur o-Hydroxylierung
der Fettsdauren beitrdgt (Lundell, 2002). Jedoch konnte bei LPL trotz erhohter Werte aufgrund
der starken Streuung keine statistische Relevanz nachgewiesen werden. Nur beziiglich
CYP4A424 war eine tendenziell gesteigerte mRNA-Konzentrationen in der Clofibratgruppe zu
beobachten. Im Bereich der Glukoneogenese, des Fettsduremetabolismus und der Ketogenese

existiert mit dem PPARa-Zielgen FGF21 ein weiterer zentraler Faktor (Woo et al., 2013).
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Auch dessen Expression wurde in der vorliegenden Studie gemessen und es zeigte sich, dass
durch den potenten Aktivator Clofibrat eine hochgradige Expressionssteigerung bewirkt
werden konnte. Durch Fisch6l und Energierestriktion lie sich die realtive mRNA-
Konzentration von FGF21 nicht nennenswert beeinflussen.

In der Muskulatur war eine Wirkung von Clofibrat auf die PPARa-Zielgene stirker als in
der Leber zu beobachten. In der Fischdl- und Energierestriktionsgruppe waren ledigtlich zwei
der acht gemessenen relativen mRNA-Konzentrationen leicht erhoht, was folglich keine
Aktivierung des PPARa durch die jeweilige Behandlung vermuten lésst.

Die mit Clofibrat behandelte Gruppe war bei fiinf der acht gemessenen Genen mit einer
verstdrkten Expression gegeniiber der Kontrollgruppe vertreten. Da dies auf eine moderate
Aktivierung des PPARa hindeutet, was mit einer Erhdhung des Fettsdurestoffwechsels
einhergehen wiirde, unterstiitzen dies die Aussage von Ringseis et al. (2011). Sie zeigten,
dass der bei Sauen wihrend der Laktation ein erhohter Fettsdureverbrauch in der Muskulatur
auftrat und dies aus der Aktivierung des PPARa resultierte. Durch die Zufuhr von Clofibrat
wurde diese bereits vorherrschende katabole Stoffwechsellage noch verstirkt. Des Weiteren
konnte die verminderte Konzentration freier Fettsduren im Plasma der Clofibratgruppe
dadurch begriindet werden, dass diese durch einen erhéhten Verbrauch von Fettsduren in der
Muskulatur genutzt werden. Da sich die Milchfettgehalte in allen Gruppen auf dem gleichen
Niveau befanden, kann eine vermehrte Verwertung von Fettsduren zur Milchfettproduktion

ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass lediglich durch die
Verabreichung von Clofibrat eine moderate Aktivierung des PPARa erreicht wurde. Fischol
und Senkung der Energiezufuhr schienen, an der schon grundsitzlich durch die Laktation
hervorgerufene PPARa-Aktivierung in der Leber (Rosenbaum et al., 2013), keinen Effekt zu

hervorzurufen.

Im Gegensatz zur Leber und Muskulatur zeigt die gemessenen mRNAKonzentrationen der
PPARa-Zielgene im Fettgewebe erniedrigte Werte. Die Studie von Ringseis et al. (2011)
zeigte, dass es in diesem Gewebe wihrend der Laktation zu einer Verminderung der
Expression einiger PPARa-Zielgen kommt. Die Regulationsweise, die in diesem Gewebe zu
einer Verminderung dieser Zielgene fiihrt, ist bisher noch nicht bekannt. Durch
Energierestriktion konnte die durch die Laktation auftretende Senkung der relativen mRNA-
Konzentrationen bei vier der sechs gemessenen Gene im Fettgewebe wéhrend der Laktation

verstarkt werden. Die Zugabe von Clofibrat scheint mit drei der sechs gemessenen Gene einen
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leicht verstdrkenden Effekt zu haben. In der Fischolgruppe war kein nennenswerter Effekt zu
beobachten. Auf welchen Wirkmechanismus diese Beobachtung beruht, ist leider noch nicht
bekannt. Jedoch scheinen durch einen negative Energiebilanz Fettsduren vermehrt anderen
Geweben als dem Fettgewebe zugefiihrt zu werden, wo sie wahrscheinlich der

Energiegewinnung dienen.

6.2.3 FEinfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene des

Carnitinstoffwechsels

Fir die Nutzung der Fettsduren im Mitochondrium spielt Carnitin eine entscheidende
Rolle. Es fungiert als Transporter der langkettige Fettsduren aus dem Zytosol in die
Mitochondrien, wo sie iiber die B-Oxidation der Energiegewinnung dienen (McGarry und
Brown, 1997; Rebouche und Seim, 1998). Carnitin wird entweder liber das Futter zugefiihrt
oder vom Korper selbst aus den zuvor in Proteinen gebundenen Aminosduren Lysin und
Methionin hergestellt (Carter et al., 1995; Rebouche und Seim, 1998; Steiber et al., 2004).
Am Beginn der Synthese steht die Verbindung N®*-Trimethyllysin (TML), die iiber das
mitochondriale =~ Enzym  e-Trimethyllysinhydroxylase = (TMLHE), 3-Hydroxy-N°-
Trimethyllysin-Aldolase und die cytosolische Aldehyd-Dehydrogenase 9A1 (ALDH9AL) zu
y-Butyrobetain (BB) umgewandelt wird (Carter et al., 1995). Dieser Vorgang kann in den
meisten Korperzellen von statten gehen (Rebouche und Seim, 1998). Aus BB wird in einem
letzten Schritt durch die y-Butyrobetain-Dioxygenase (BBOX1) L-Carnitin gebildet (Steiber
et al., 2004). Dieser Vorgang ist hauptsdchlich in der Leber und Niere vorzufinden, welche im
Anschluss an die Synthese diese Form des Carnitins {iber den Blutstrom anderen Organen zur
Verfiigung stellen (Steiber et al., 2004). Der wichtigste Transporter des Carnitins in die
Gewebe stellt der Solute Carrier Family 22, member 5 (SLC22AS5) dar (Tamai et al., 1998).
In den Geweben werden die aktivierten Fettsduren iiber die CPT1 mit Carnitin zu Acylcarntin
verbunden und tiiber den Solute Carrier Family 25, member 20 (SLC25A20) in das
Mitochondrium zur B-Oxdation transportiert (Carter et al., 1995). Die Abspaltung der
Fettsdure und Wiedergewinnung des Carnitins wird durch das Enzym CPT2 katalysiert
(Carter et al., 1995).

Da bewiesen wurde, dass bei Schweinen die Carnitinaufnahme und -synthese durch den
PPARa stimuliert wird (Ringseis et al., 2009), wurde im Rahmen der vorliegenden Studie
sowohl die Genexpression der zugrunde liegenden Enzyme in der Leber, als auch die

Verbindungen L-Carnitin, Acylcarnitin, TML und BB untersucht. Die Plasmakonzentrationen
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dieser Verbindungen wurden durch die vorliegende Behandlung nicht nennenswert
beeinflusst. Da wihrend der Laktation auch Carnitin zur Versorgung der Nachkommen in die
Milch abgegeben wird (Hahn, 1982; Kerner et al., 1984; Penn et al., 1997; Woollard et al.,
1999), wurde auch diese auf Carnitin untersucht. Jedoch zeigten sich auch hier durch die
vorgenommenen Behandlungen keine Effekte. Auf Genexpressionsebene waren teilweise
verminderte mRNA-Konzentrationen zu finden. In der Fischolgruppe waren keine
verminderten mRNA-Konzentrationen zu beobachten. Die restriktiv gefiitterte Gruppe
reagierte mit einer Verminderung der Expression der Gene der beteiligten Enzyme ALDH9A1,
BBOXI und SLC22A435. Insgesamt liegen keine Studien vor, die diesen senkenden Effekt zuvor
beobachteten. Daher ergibt sich keine Erkldrung, wodurch es zu einer Absenkung der Gene
im Carnitinstoffwechsel durch die Energierestriktion kam. Sowohl beim Nager als auch beim
Schwein konnten bisher nur ein Anstieg des Carnitintransports und der -biosynthese wiahrend
des Fastenzustand beobachtet werden (Luci et al., 2008; Ringseis et al., 2009). Da sich jedoch
kaum Auswirkungen auf die Carnitinsynthese in der Milch und im Plasma ergeben, scheinen
die Effekte auf Expressionsebene keinen betrachtlichen Einfluss zu besitzen.

Die Clofibratgruppe zeigte einen engegengesetzten Effekt gegeniiber den anderen
Behandlungsgruppen. SLC2245 und TMLHE wurden vermehrt exprimiert, was auf einen
erhohten Carnitintransport und dessen Synthese hindeutet. Da in dieser Gruppe eine moderate
PPARa-Aktivierung in der Leber beobachtet wurde, kann diese fiir die vermehrte Expression
der Gene die Carnitinaufnahme und -synthese verantwortlich sein. SLC2245 wurde bereits als
PPARa-Zielgen beschrieben (Ringseis et al., 2009) und reagierte in der vorliegenden Arbeit
durch Clofibrat erwartungsgemdll mit einer gesteigerten Expressionsrate. Im Plasma dieser
Gruppe konnten leicht erhohte Konzentrationen an BB gemessen werden, in der restriktiv
gefiitterten Gruppe war diese leicht vermindert. Eine Studie von Rebouche et al. (1986)
beschrieb, dass bei der Syntheserate von Carnitin nicht die beteiligten Enzyme den
limitierenden Faktor fiir die Carnitinsynthese darstellen, sondern dass die Verfligbarkeit der
Vorstufen TML und BB fiir die Menge an synthetisiertem Carnitin entscheident ist
(Rebouche et al., 1986). Warum es jedoch zu Verdnderungen in der Plasmakonzentration von
BB kam, bleibt ungewiss. Da sich jedoch die Konzentrationen an synthetisiertem Carnitin im
Plasma der Behandlungsgruppen nicht verdnderte, spielt dieser Effekt nur eine untergeordnete

Rolle.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass nur durch Clofibrat eine moderat gesteigerte
PPARoa-Aktivierung in der Leber und Muskulatur hervorrufen werden konnte. Die Zugabe

von Fischol zeigte keinen Effekt. Die Reduktion der Energiezufuhr fiihrte zu einem
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senkenden Effekt bei den Genen der Carnitinaufnahme und -synthese. Milch- und
Plasmaspiegel von Carnitin blieben unbeeinflusst. Die Carnitin-Vorstufe BB zeigte in der
Clofibratgruppe leicht erhohte Plasmaspiegel, in der Energierestriktionsgruppe eine leicht

verminderte Plasmakonzentration.

6.2.4  Einfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene des Triglycerid-

und Cholesterinstoffwechsel

In der ersten Teilstudie konnte gezeit werden, dass die Laktation keinen Effekt auf den
Stoffwechsel von Triglyceriden und Cholesterin hatte. Da bekannt ist, dass der PPARa
Einfluss auf die Regulation der SREBPs nehmen kann (Roglans et al., 2001; Patel et al.,
2001; Shiota et al., 2003; Knight et al., 2005; Konig et al., 2007), sollte im Anschluss
untersucht werden, ob sich die Expressionsraten der Gene des Triglycerid- und
Cholesterinstoffwechsels durch die vorgenommenen Behandlungen mit Fischdl, Clofibrat und
Energierestriktion verdndern und somit Riickschliisse auf eine Stimulation oder Hemmung der
Stoffwechselwege geben.

Luci et al. (2007a) konnten zeigen, dass bei Schweinen nach PPARa-Aktivierung durch
Clofibrat zwar Zielgene des PPARa vermehrt exprimiert wurden, diese Aktivierung jedoch
keinen Verdnderungen der SREBPs und ihrer Zielgene verursachten. Nur vereinzelte Gene,
wie SCD erfuhren eine Verdnderung, die der PPARa-Aktivierung zugeschrieben wurde (Luci
et al., 2007a). Dies stand jedoch im Gegensatz zu den bei Nagern beobachteten Ergebnissen.
Maiuse reagierten nach einer synthetischen Aktivierung des PPARa mit einer Steigerung der
Triglyceridbiosynthese (Knight et al., 2005). Ratten zeigten eine Hemmung der Expression
der am Cholesterinstoffwechsels beteiligten Enzyme (Konig ef al., 2007). Jedoch existieren
auch Studien, die eine Unabhéngigkeit des SREBP-System von dem des PPARa beschreiben
(Kim, 1999; Tanaka et al., 2010). In der Studie von Rosenbaum (2012a) konnte gezeigt
werden, dass bei Sauen eine PPARa-Aktivierung durch die Laktation hervorgerufen wird.
Ergebnisse der ersten Teilstudie weisen jedoch darauf hin, dass diese in keinem
Zusammenhang mit der Expression der Zielgene der SREBPs und den dazugehorigen
Stoffwechselwegen stand.

Sowohl SREBF2, als auch eine Vielzahl der dazugehdrigen Zielgene reagierten in der
restriktiv geflitterten Gruppe mit einer Verminderung der Genexpression. Auch einige der
Zielgene des SREBFI verhielten sich gleichermallen. In der Literatur ist die Verminderung

von SREBFI und SREBF?2 zusammen mit ihren Zielgene im Fastenzustand und deren Anstieg
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bei Wiederauftnahme der Fiitterung an Ratten bereits beschrieben worden (Horton et al.,
1998). Ein Abfall der Konzentrationen der SREBFI ist wire dadurch zu erkldren, dass die
Triglyceridsynthese iiber die Insulinsensitivitdt der /msigs gesteuert wird (Rawson, 2003).
Dabei ist Insig-2a die leberspezifische Isoform, die am stirksten von Anderungen des Insulin
beeinflusst wird. Bei hohen Insulinkonzentration ist die Expressionsrate von Insig-2a sehr
niedrig. Bei Energiemangel mit niedrigen Insulinspiegeln wird Insig-2a stark erhoht, was eine
Blockade der Translokation des SCAP/SREBP-Komplexes und somit der Aktivierung zu
nSREB-Ic zur Folge hat (Rawson, 2003). Die Steuerung der Expression von SREBF2 und
dessen Zielgene wird iiber die Sterolsensitivitit von SCAP vermittelt (Nohturftt, 1998; Brown
und Goldstein, 1999). Bei Energiemangel kommt es zu einer Erhohung der High Densitiy
Lipoproteine (HDL) im Blut (Adlouni et al., 1997), denen die Aufgabe zukommt, Cholesterin
aus der Peripherie der Leber zuzufiihren (Dospil et al, 2005). Bei einem hohen
Cholesterinaufkommen in der Zelle, bindet es an SCAP wund fiihrt zu einer
Konformationsdanderung, die den SCAP/SREBP-Komplex an der ER-Membran gebunden hélt
(Brown et al., 2002; Radhakrishnan et al., 2004).

Auch Fischol, mit hohen Anteilen an mehrfach ungesittigten Fettsduren, wird eine
senkende Wirkung auf die Expression der SREBPs zugeschrieben. Diese wurde besonders fiir
SREBFI bewiesen (Kim, 1999; Xu et al., 1999; Yahagi, 1999; Tanaka et al., 2010; Takeuchi
et al., 2010). In einer weiteren Studien konnte auch ein Effekt auf SREBF2 nachgewiesen
werden (Worgall, 1998). Die vorliegende Arbeit bestdtigt die Ergebnisse dieser
Untersuchungen, da auch bei Sauen eine Reduktion der mRNA-Konzentrationen von SREBF']
und einiger Zielgene eintrat, jedoch keine Verdanderungen des SREBF2 beobachtet werden
konnte. Als Ursache wurde einerseits eine hemmende Wirkung der PUFAs auf die
proteolytische Spaltung des SREBP-1¢ zum aktiven nSREBP-1¢ nachgewiesen (Takeuchi et
al., 2010). Zum anderen wurde die Hypothese beschrieben, dass PUFAs als Aktivatoren der
neutralen Sphingomyelinasen die Freisetzung von Cholesterin erhdhen wiirden und daraufhin
iiber einen erhohten Cholesterinspiegel eine Hemmung hervorrufen, die die Translokation der
SREBPs zum Golgi-Apparart verhindern konnten (Worgall, 1998).

Die Ergebnisse der Clofibratgruppe bestitigen das durch Luci et al (2007a)
hervorgebrachten Ergebnis, dass durch Clofibrat beim Schwein die Expressionsrate von SCD
gesteigert wird. SCD, die bei Méusen als PPARa-Zielgen bekannt ist (Miller und Ntambi,
1996), erfuhr in der Clofibratgruppe ebenfalls eine verstirkte Expression. Sonstige SREBFI-
betreffende Gene waren unverdndert. Hier zeigte selbst SREBFI keine Abweichungen zur

Kontrolle. Interessanter Weise lagen bei den Genen der Cholesterinbiosynthese in der Leber
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der Clofibratgruppe zum Teil erhohte mRNA-Konzentrationen vor. Dies konnte in der Studie
von Luci et al. (2007a) jedoch nicht beobachtet werden; die Gene der SREBPs blieben hier
bis auf SCD durch Clofibrat unbeeinflusst blieben. Daher scheint der Effekt auf die Gene der
Cholesterinsynthese nicht auf eine durch den PPARa vermittelte Wirkung zu basieren,

sondern iiber einen bisher unklaren Wirkmechanismus hervorgerufen zu werden.

6.2.5  Einfluss von Fischdl, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene des Muskelabbaus

Ringseis et al. (2013) gelang es erstmals zu beweisen, dass bei Nagern die Gene des UPS
im Bereich des Muskelabbaus durch den PPARa beeinflusst werden konnten. Die vorliegende
Arbeit bietet Hinweise darauf, dass dies ebenfalls bei der Zuchtsau der Fall ist, da auch hier
durch die Behandlung mit Clofibrat iiber die moderate Aktivierung des PPARa im Bereich
der Gene des UPS bei den E3-Ligasen FBX0O32 und TRIMG63, sowie UBB eine erhohte
Expression beobachtet werden konnte. Jedoch bleibt nicht auszuschlieen, dass es ebenfalls
eine PPARa-unabhingige Wirkung sein konnte, da die Gruppe mit Fischdlzufuhr ebensolche
Effekte analog der Clofibratgruppe zeigte und hier keine PPARa-Aktvierung ersichtlich war.

Die restriktiv gefiitterte Gruppe reagierte ebenfalls mit einer Erhéhung eines dieser Gene
(FBXO032). TRIM63 zeigte trotz erhohtem Wert aufgrund hoher Streuung keine Signifikanz.
Da Energierestriktion als allgemeine Ursache der Aktivierung des UPS und der vermehrten
Rekrutierung von Proteinen gilt (Li und Wassner, 1984; Lowell et al., 1986) ist es nicht
verwunderlich, dass auch in der vorliegenden Arbeit in der restriktiv gefiitterten Gruppe eine
leichte Aktivierung des UPS vorliegt. Die erhohte Proteolyse soll die Versorgung des
Organismus mit Energie und der Aufrechterhaltung der Milchsynthese gewéhrleisten, die liber
das Futter nicht zu erbringen ist (Clowes et al., 2005). Ob allerdings die PPARa-Aktivierung
oder ein weiterer Reaktionsweg flir die Steigerung des UPS verantwortlich ist, konnte mittels
dieser Studie nicht dargelegt werden. Die Gruppen mit Fischolzufuhr und Energierestriktion
zeigten bei der Untersuchung der PPARa-Aktivierung keine Effekte durch die Behandlung,
jedoch wiesen alle Gruppen im Bereich des UPS ein gleich hohes Niveau auf. Daher kann
eine andere Regulationsweise nicht ausgeschlossen werden.

In der Milch der Fischol- und Clofibratgruppe konnten erhohte Konzentrationen an Protein
gemessen werden. Durch die Stimulation der essentiellen Gene des UPS liegt eine verstérkte
Mobilisation von muskuldrem Protein nahe. Die erhohten Milchproteingehalte der Fischol-
und Clofibratgruppe konnten iiber vermehrt freiwerdende Aminosduren, die der Milchdriise

der Proteinsynthese zur Verfiigung stiinden, bedingt werden. Daher fiihrten die die
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Behandlungen mittels Fischol und Clofibrat zu einer verbesserten Proteinversorgung der

Wiirfe.

Zusammenfassend ergeben sich Hinweise darauf, dass die Zufuhr von Fisch6l und
Clofibrat zu einer Stimulation der Gene des UPS und dies zur einer besseren

Proteinversorgung der Ferkel fiihrt.

6.2.6 FEinfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene des

Entziindungsgeschehens und der antioxidativen Abwehr

Sauen durchleben mit der Umstellung von der Phase der Trachtigkeit zur Laktation eine
moderate anpassungsbedingte Entziindungsreaktion mit einer entsprechend gesteigerten
Synthese an Akute-Phase Proteinen (Sorrells et al., 2007; Verheyen et al., 2007; Rosenbaum
et al., 2012a). Mit dem Geburtsvorgang kommt es zu korperlichem und metabolischem Stress
(Sordillo et al., 2009). Im Endometrium findet zu diesem Zeitpunkt eine Infiltration mit
Entziindungszellen statt (Jiwakanon et al., 2006), was in einer Freisetzung von Zytokinen
resultiert (Loor et al., 2005). All diese Vorginge enden in einer Aktivierung des zentralen
Transkriptionsfaktors der Entziindung, dem NF-«B (Siebenlist et al., 1994; Pahl, 1999). Mit
Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors kann es im Laufe der Inflammation zur Freisetzung
von ROS kommen, die im Zuge des oxidativen Stresses weitere Entziindung bedingen.

In einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe konnte ein Hinweis auf die Aktivierung der
antioxidativen Abwehr iiber den Anstieg oxidativen Stresses in der Phase der Laktation
beobachtet werden (Rosenbaum ez al., 2012b). Diese Reaktionen wurden bei klinisch
gesunden Tieren beobachtet. Nehmen diese Reaktion Uberhand, kann es zu schweren Fillen
postpuerperaler Erkrankungen kommen, die ein groles Problem im Bereich
landwirtschaftlicher Nutztiere darstellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob durch die durchgefiihrten
Behandlungen mittel Fischdl, Clofibrat und Energierestriktion positive Effekte mit
einhergehender Reduktion der vorhandenen Entziindungsreaktion wéhrend der Laktation
erzielt werden konnten.

Beziiglich marinen Ols ist eine antiinflammatorische Wirkung bereits bekannt. Fischo] ist
reich an Eicosapentaensédure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA) (Sargent et al., 1999,
Calder und Grimble, 2002). Wird Fischol {iber Nahrung vermehrt zugefiihrt, werden diese im
Fischo6l vorkommenden w3-Fettsduren verstirkt in den Zellmembranen zu Lasten des Anteils

der Arachidonsiure (AA) eingebaut (Calder und Grimble, 2002). Im physiologischen Zustand
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fungiert AA als Substrat zur Synthese von Eicosanoiden, wozu die Prostaglandine,
Leukotriene und Thromboxane gezihlt werden (Dospil et al., 2005). Diese sind tief greifend
am Entziindungsgeschehen beteiligt (Lewis et al., 1990; Tilley et al, 2001). Steht nun
vermehrt EPA und DHA zur Verfiigung, werden diese iiber die gleichen Enzyme wie AA
umgebaut, was zur Entstehung dhnlicher Eicosaniodmolekiile fiihrt, die jedoch eine geringere
Aktivitdt an den entsprechenden Rezeptoren aufweisen (Calder, 2012). Somit fiihrt eine
Zufuhr von Fischol zu einer Verminderung aktiver Eicosanoide aus AA und zu einer
verstarkten Bildung von minderpotenten EPA und DHA-Derivaten (Calder, 2012). Des
Weiteren fiihren EPA und DHA zur Bildung von Resolvinen und Protektinen, die iiber die
Hemmung von TNFa, LTB4 und der T-Zellmigration eine ebenso antiinflammatorische
Wirkung besitzen (Serhan et al., 2002; Serhan et al., 2008).

Diese Wirkung des Fischdls konnte in der vorliegenden Arbeit in schwacher Form
beobachtet werden. Ein Grof3teil der gemessenen Zielgene des NF-xB in der Leber zeigte
numerisch verminderte Expressionsraten, wobei drei signifikant erniedrigt waren. In der
Muskulatur war unter den gemessenen Genen ein solcher Effekt nicht zu finden. Ebenfalls
konnte in der Leber eine Verminderung der relativen mRNA-Konzentrationen einiger Nrf2-
Zielgene verzeichnet werden, was auf eine Verminderung der Aktivitit der antioxidativen
Abwehr hindeutet. Dies konnte darauf beruhen, dass mit einer Absenkung der
inflammatorischen Zielgene das Entziindungsgeschehen und darauthin die Bildung von ROS
vermindert wurde. Dadurch wére eine erhohte Aktivitdt des Nrf2 nicht mehr vonnéten und
wiirde folglich ebenfalls vermindert werden. In der Muskulatur zeigten die Zielgene des Nrf2
aufgrund teilweiser hoher Streuung keine eindeutigen Effekte.

Wie bereits beschrieben kann der PPARa ebenfalls ins Entziindungsgeschehen eingreifen.
Uber die vermehrte Expression des Inhibitormolekiils IxBo wird der NF-kB in seiner
Bindungsaktivitdt gehemmt (Delerive, 2002). Dies fiihrt zu einer verminderten Expression
weiterer  proinflammatorischer ~ Proteine und somit zur  Unterdriickung des
Entziindungsgeschehens (Delerive, 2002). Da Fischol iiber seine enthaltenen PUFAs ebenfalls
als PPARa-Aktivator agieren kann, wire dies ebenfalls eine Moglichkeit {iber die Fischol eine
antinflammatorische Wirkung erzielen konnte. Jedoch war in der vorliegenden Arbeit kein
PPARa-aktivierende Effekt durch Fischdl zu beobachten, sodass die direkte Wirkung iiber die
Bildung minderpotente Eicosanoide plausibler erscheint.

In der Leber der Clofibratgruppe ist ein schwacher entziindungshemmender Effekt {iber
den PPARa zu beobachten. S44, IL8 und LBP zeigten eine verminderte Expression ihrer

mRNA, was auf eine verminderte Bildung der reifen Proteine hindeutet. Die Ergebnisse der
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Messung der Nrf2-Zielgene in der Leber zeigen keinen Effekt von Clofibrat auf Gene der
antioxidative Abwehr. Da jedoch auch nur geringe Anzeichen auf eine antiinflammatorische
Wirkung zu beobachten war, wurde womoglich das ROS-Aufkommen als auslosende Stimuli
des Nrf2 nicht in dem Malle vermindert, sodass eine Herunterregulierung des Nrf2 eintreten
konnte.

In der Muskulatur war ebenso kein durch Clofibrat vermittelter antiinflammatorischer
Effekt zu beobachten. Auch sah man hier keinen senkenden Effekt auf Gene des Nrf2.
Tatséchlich fiihrte Clofibrat bei einer Vielzahl von Nrf2-Zielgenen zu einer Erhohung der
Expressionsrate. Da in dieser Behandlungsgruppe die Genexpressionsanalyse Hinweise auf
einen gesteigerter Fettsdurestoffwechsel gaben, ist es denkbar, dass eine Steigerung dieses auf
die Energiegewinnung ausgelegten Stoffwechselabschnitts zu einer verstirkten Produktion
von ROS fiihrt (Lenaz, 2001). Dies wiirde folglich die Aktivierung der antioxidativen Abwehr
bedingen und die Transkription der Gene antioxidativer Enzyme einleiten.

In der restriktiv gefiitterten Gruppe fiihrte der Energiemangel ebenso zu einer Reduktion
des Entziindungsgeschehens in der Leber. Hier war gegeniiber den anderen
Behandlungsgruppen sogar der grofite Effekt zu verzeichnen. Diese Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass die negative Energiebilanz wahrscheinlich nicht Ursache der
laktationsbedingten Entziindungsreaktion ist, sondern dass moderater Energiemangel sogar
positive Effekte auf das hepatische Inflammationsprofil haben kann. Studien bei Menschen
zeigten vermehrt auf, dass eine Verminderung in der Kalorienzufuhr mit einer Verminderung
von Entziindungsmediatoren und der vermehrten Bildung antiinflammatorsicher Substanzen
einhergeht (Ziccardi et al., 2002; Clément et al., 2004; Selvin et al., 2007; Shoelson et al.,
2007). Entsprechende Ergebnisse konnte gleichermallen bei Nagern beobachtet werden
(Spaulding et al., 1997; Chandrasekar et al., 2001; Ugochukwu und Figgers, 2007).

Aus der Literatur ist allgemein bekannt, dass die Gegenspieler Insulin und Glukokortikoide
zum Gleichgewicht des Energiechaushalt beitragen (Strack et al.,, 1995). Glukokortikoide
werden bei Energiemangel freigesetzt und bewirken eine Induktion der Glukoneogenese,
Proteo- und Lipolyse (Dospil et al., 2005). Des Weiteren weisen Glukokortikoide eine
antiinflammatorische Wirkung auf (Leakey, et al., 1994). Dies wird einerseits iiber die
Hemmung des NF-«B durch eine Steigerung der Produktion von IkB-Proteinen vermittelt
(Auphan et al., 1995), andererseits liber Aktivierung von Lipokortin, welches die Produktion
von Eicosanoide {liber die Hemmung der Phosphorlipase A, vermindert (Flower, 1988). Daher
wire es moglich, dass in der vorliegenden Arbeit der antiinflammatorische Effekt {iber die

freigesetzten Glukokortikoide vermittelt wird.
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Da auch in der restriktiv gefiitterten Gruppe die mRNA-Konzentrationen der Zielgene des
Nrf2 in der Leber vermindert waren, ist wiederum anzunehmen, dass dies eine
Begleiterscheinung des antiinflammatorischen Effekts darstellen konnte.

In der Muskulatur fiihrte die Restriktion der Energiezufuhr zu keinen Verédnderungen der
gemessenen Zielgene des NF-kB. Jedoch konnte Hinweise auf einen geringer Anstieg der
antioxidativen Abwehr beobachtet werden. Als stellvertretendes Enzym des antioxidativen
Status im Plasma wurde auch die Aktivitit der GPX gemessen. Diese wies in allen drei
Behandlungsgruppen ebenfalls eine erhohte Aktivitdt auf und deckt sich daher mit den
Ergebnissen, die in der Muskulatur beobachtet wurden. Daher ist es moglich, dass eine
erhohte Aktivitit der antioxidativen Abwehr im Organismus vorliegt; die Wirkung der
Behandlungen mittels Fischdl und Energierestriktion scheinen nur in der Leber Effekte zu
erzielen. Da im Folgenden erdrtert wird, dass bei der Messung von Genen der UPR ein
leichter Effekt einer Aktivierung der UPR in dieser Behandlungsgruppe vorlag und der Nrf2
eines der Zielgene der UPR darstellt (Cullinan et al., 2003), konnte dieser fiir die erhohten
Expressionsraten der Nrf2-Zielgene verantwortlich sein. Nach einer Theorie von Ristow und
Schmeisser (2011) (Theorie der Mitohormese) fiihrt eine Reduktion der téglichen
Energiezufuhr zu einer Steigerung der mitochondrialen Aktivitdt, was mit einer Produktion
von ROS einhergeht. Diese ROS dienen im Folgenden zur Stimulieren so genannter 'longevity
genes', wozu Gene der oxidativen Abwehr, der Phase-II-Reaktion gezdhlt werden, die positive
Effekte einer lebensverlingernde Wirkung haben (Ristow und Schmeisser, 2011). Diese
Theorie der Mitohormese wire in unserem Fall ebenso moglich und konnte in der restriktiv

gefiitterten Gruppe zu der schwachen Nrf2-Aktivierung fiihren.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die vorgenommenen
Behandlungen mit Fischdl, Clofibrat und Energierestriktion eine antiinflammatorische
Wirkung in der Leber aufwiesen, wobei der Effekt in der restriktiv gefiitterten Gruppe am
starksten war. In der Muskulatur waren die mRNA-Konzentrationen der NF-kB-Zielgene
nicht nennenswert verdndert. Zielgene des Nrf2 waren in der Leber analog der NF-kB-
Zielgene vermindert, was als Begleiterscheinung der Hemmung zu vermuten ist. In der
Muskulatur wies die Clofibratgruppe moglicherweise aufgrund des erhohten

Fettsdurestoffwechsels eine Aktivierung der antioxidativen Abwehr auf.
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6.2.7  Einfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf Gene der UPR

Basierend auf den Erkenntnissen zur UPR aus dem ersten Versuch, die zeigten, dass durch
die Laktation Gene der UPR erhdhte Expressionsraten aufzeigten, wurde die Wirkung von
Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf diese Gene untersucht. Hier konnte gezeigt
werden, dass in allen drei Behandlungsgruppen Verminderungen der relativen mRNA-
Konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe auftraten, die in der restriktiv gefiitterten
Gruppe am stérksten zur Geltung kamen. Die Clofibratgruppe zeigte den geringsten Effekt.
Daher ist zu vermuten, dass die Verminderung des ER-Stresses womoglich weniger iiber den
PPARa sondern eher durch die antiinflammatorische Wirkung von Fischdl und
Energierestriktion vermittelt wird. Eine Reduktion des Entziindungsgeschehens konnte iiber
eine verminderte Freisetzung von ROS, analog zu Nrf2, zu einer Verminderung auslésender
Stimuli von ER-Stress und somit zu einer Absenkung der UPR fiihren.

In der Muskulatur konnte bei Genen der UPR ein dhnliches Bild der Ergebnisse beobachtet
werden, wie es auch bei der Analyse der Zielgene des Nrf2 der Fall war. In der Gruppe mit
Fischolzulage zeigten sich keine Verdnderungen. In der Clofibratgruppe wiesen vier der 13
gemessenen UPR-Gene erhohte relative mRNA-Konzentrationen auf, wie es auch in der
restriktiv gefiitterten Gruppe der Fall war. Daher konnte oxidativer Stress durch den
gesteigerten Fettsdurekatabolismus in der Clofibratgruppe, der auch zur Aktivierung des Nrf2
fiihren konnte, ebenfalls zur Verstarkung von ER-Stress beitragen. Des Weiteren ist bekannt,
dass der Nrf2 durch die Stimulation des Signalwegs von PERK aktiviert wird (Cullinan et al.,
2003). Demzufolge konnte die leichte Aktivierung der UPR in der Clofibrat- und
Energierestriktionsgruppe zur Stimulation des Nrf2 filhren wiirde. Daher wire es moglich,
dass in der Clofibratgruppe der gesteigerte Fettsdurestoffwechsel an sich, als auch die
Aktivierung der UPR, als Antwort auf ein erh6htes Vorkommen von ER-Stress, Ursache fiir
die Stimulation der Expression des Nrf2 und dessen Zielgene ist. Was in der restriktiv
geflitterten Gruppe Ursache der leichten Aktivierung der UPR und des Nrf2 darstellt, bleibt
bislang unklar, da weder Hinweise auf eine Aktivierung des PPARa, noch eine Stimulation
des NF-kB gegeben sind. Jedoch konnten auch die nach der bereits beschriebene Theorie der

Mitohormese durch Energierestriktion entstehenden ROS zu Aktivierung der UPR fiihren.

Zusammenfassend konnte mittels dieser Studie gezeigt werden, dass sowohl die Zugabe
von Fischol und Clofibrat, als auch die Senkung der Energiezufuhr in der Leber zu einer
Senkung der Gene der UPR fiihrte. Dieser Effekt konnte in der Muskulatur nicht beobachtet

werden. Hier zeigte sich durch Clofibrat und Energierestriktion ein schwacher,
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entgegengesetzter Effekt, der in der Clofibratgruppe womoglich auf den erhdhten

Fettsdurekatabolismus in der Muskulatur beruht.

6.2.8  Einfluss von Fischol, Clofibrat und Energierestriktion auf die Zusammensetzung

der Milch

Anhand der Analyse der gewonnenen Milch des 20. Tags der Laktation konnte dargelegt
werden, dass die Milchzusammensetzung durch die vorgenommenen Behandlungen keine
nennenswerte Verdnderung erfuhren. Allein der Proteingehalt war in den Gruppen mit
Fischol- und Clofibrat leicht erhoht. Erhohte realtive mRNA-Konzentrationen der essentiellen
Gene des UPS in der Muskulatur geben Hinweise auf eine eventuell verstirkt vorliegende
Proteloyse. Diese konnte die Ursache der erhohten Konzentrationen des Milchproteins
darstellen. Der Fett-Protein-Quotient, der bei Milchkiihen hiufig als Indikator einer negativen
Energiebilanz verwendet wird (Heuer et al., 2000, 2001), ist bei Kiihen ab einem Wert iiber
1,5 verstdrkt mit metabolischen Erkrankungen assoziiert (Geishauser et al., 1997; Heuer ef al.,
1999). Dieser Wert wurde auch in der vorliegenden Studie bestimmt und zeigte in diesem Fall
nur einen erniedrigten Wert in der Fischolgruppe gegeniiber der Kontrolle. Die {ibrigen
Gruppen waren diesbeziiglich unveridndert; alle lagen aber unterhalb des Grenzwerts der
Kiihe. Jedoch existieren in der Literatur spezielle fiir die Spezies Schwein kein gesonderter
Grenzwert, was lediglich Vermutungen zuldsst. Da jedoch nach Berechnungen der
Energiebilanz iiber den Bedarf der Sauen und das aufgenommene Futter in der restriktiv
gefiitterten Gruppe definitiv eine negative Energiebilanz vorlag, scheint der Fett-Protein-
Quotient der Milch als Indikator bei Schweinen weniger geeignet zu sein.

Die Konzentrationen an Carnitin und seinen Vorstufenverbindungen zeigten keine
Veranderungen. Die Vitamingehalte blieben ebenso anndhernd unbeeinflusst. Nur vy-
Tocopherol wies in der Fischdlgruppe eine geringere Konzentration gegeniiber den anderen
Gruppen auf. Sojadl besitzt einen der hdchsten Gehalte an y-Tocopherol unter den
pflanzlichen Olen (Fisher, 1945; Sheppard et al., 1993). Fischél stellt zwar eine Quelle fiir o-
Tocopherol dar, jedoch ist sein y-Tocopherolgehalt verschwindend gering bis nicht
detektierbar (Sheppard et al., 1993). Da die Fischolgruppe als Fettgrundlage ausschlielich
marines Ol aufnahm und keine zusitzliche Versorgung an Soja- oder Palmél erhielten,
spiegelt sich diese geringere Zufuhr an y-Tocopherol auch in der Milch wieder. Alle anderen
Gruppen erhielten zur Diit pflanzliche Ole (Soja- und Palmél) und wiesen alle einen

einheitlichen y-Tocopherolspiegel in der Milch auf.
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Im Plasma der Clofibratgruppe konnte eine geringere Konzentration an NEFA und eine
erhohte Expression von LPL in der Muskulatur beobachtet werde. Die NEFA dienten
vermutlich als Substrate der gesteigerten Energiegewinnung in der Muskulatur. Eine erhdhte
Bildung von LPL in der Muskulatur spricht des Weiteren fiir eine verstarkte Gewinnung von
Fettsduren aus triglyceridhaltigen Lipoproteinen.

Die Fettsdureverteilung der Majorfettsduren in der Milch der Kontrollgruppe entsprach in
etwa der in der Literatur beschriebenen Anteile von C 16:0 von ca. 24 - 26 %, von C 18:1 ©9
von etwa 32 - 51 % und C 18:2 ©w6 mit 7 - 21 % (KirchgeBner, 2008; Cordero et al., 2011;
Rekiel et al., 2011). Innerhalb des Fettsduremusters der Milch spiegelte sich ebenfalls die
Verabreichung von Fischdl mit hohen Maflen an mehrfach ungesittigten Fettsduren bzw. ®3-
Fettsduren wieder. Fischol enthédlt FEicosapentaensdure (EPA, C 20:5 ®3) und
Docosahexaensdure (DHA, C 22:6 ®3) mit Anteilen von 20 bzw. 26 % (Sargent et al., 1999),
Calder und Grimble, 2002). Diese Fettsduren konnten mit stark erhohten Anteilen im
Fettsduremuster detektiert werden. Der Literatur zu entnehmen weist Sauenmilch
iiblicherweise einen Gehalt dieser beiden Fettsduren von jeweils unter 0,5 % auf
(KirchgeBner, 2008; Cordero et al., 2011). Diese Werte stimmen in etwa mit der Milch der
Kontrolle des zweiten Versuch iiberein. Durch die Verabreichung von Fischol konnte der
Anteil von EPA von 0,2 % auf etwa 3,4 % gesteigert werden; der Anteil von DHA von unter
0,05% auf etwa 1,7 %. Die Zufuhr von Fischol mit ca. 34 % 3-Fettsduren steigerte den
Gesamtanteil an ®3-Fettsduren in der Milch etwa um das 4-fache. Diese Fettsduren standen
somit auch den Ferkeln iiber die Milch zur Verfiigung, was auf deren Stoffwechsel ebenso
positive Effekte haben konnte. Die restriktiv gefiitterte Gruppe reagierte bei der
Fettsdurezusammensetzung lediglich mit Verdnderungen vereinzelner Fettsdureanteile.
Clofibrat bedingte in der Milch eine Verschiebung des Gleichgewichts der Fettsdureverteilung
zu Lasten der PUFA mit Erhéhung des Anteils an SFA. Im Plasma konnte eine geringere
Konzentration an NEFA und eine erhdhte Expression von LPL in der Muskulatur beobachtet
werde. Die NEFA dienten vermutlich als Substrate der gesteigerten Energiegewinnung in der
Muskulatur. Eine erhohte Bildung von LPL in der Muskulatur spricht des Weiteren fiir eine
verstarkte Gewinnung von Fettsduren aus triglyceridhaltigen Lipoproteinen. Aufgrund der
Erhohung des Fettstoffwechsels in der Muskulatur standen womdglich trigycerinhaltige
Lipoproteine weniger der Milchsynthese zur Verfligung und konnte als Ursache fiir den
Abfall an PUFA in der Milch in Betracht gezogen werden. Eine Studien von Ringseis et al.
(2007) an laktierenden Ratten zeigte, dass eine PPARa-Aktivierung durch oxidierte Fette mit

einem Einbruch der Triglyceridkonzentration in der Milch, durch eine Einschriankung der
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Transportleistung von Fettsduren in die Milchdriise, einherging. Sie fiihrte zu einer
Beeintrachtigung der Entwicklung der Nachkommen (Ringseis et al., 2007). Hier nahm der
Triglyceridgehalt der Milch der Behandlungsgruppe etwa um 35 % gegeniiber der
Kontrollgruppe ab (Ringseis et al.; 2007). Da in der vorliegenden Teilstudie durch die
Behandlung von Clofibrat in der Leber ein schwacher PPARa-aktivierender Effekt zu
beobachten war, wire bei einer Ratten-dhnliche Reaktionsweise bei Sauen ebenso eine
Verminderung des Milchfettgehaltes aufgetreten. Da sich jedoch die Milchfettgehalte aller
Gruppen nicht signifikant von einander unterschieden, liegt die Vermutung nahe, dass Sauen
nicht mit einer verminderten Triglyceridsynthese in der Milchdriise auf eine PPARa-
Aktivierung reagieren. Da sich auch die Wurfzunahmen der Gruppen nicht unterschieden,
scheinen sich sowohl die Zusétze von Fischol und Clofibrat, als auch die Verminderung der

Energiezufuhr nicht negativ auf die Entwicklung der Ferkel auszuwirken.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die vorgenommenen Behandlungen
mit der Intention einer PPARa-Aktivierung die Milchzusammensetzung beziiglich ihrer
Komponenten nicht beeintrichtig wird. Dies stand im Gegensatz zur zuvor aufgestellten
Hypothese, dass Sauen ebenso wie Ratten mit einer Unterversorgung der Nachkommen
aufgrund einer Aktivierung des PPARa reagieren wiirden. Des Weiteren konnte beobachtet
werden, dass die Behandlungen sogar zu einer verstérkten Proteinversorgung beitrugen. In der
Fischolgruppe konnte eine Weitergabe der w3-Fettsduren an die Ferkel liber die Milch

dargestellt werden.
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7 Fazit

Die erste Teilstudie sollte, zusétzlich zu den Erkenntnissen der Studie von Rosenbaum et
al. (2012a), weitere Hinweise auf laktationsbedingte Verdanderungen im Metabolismus der
Sau liefern. Rosenbaum et al. (2012a) zeigten, dass Gene des Fettsdurekatabolismus, der
Carnitinaufnahme, des Citratzyklus, der Zellatmung und Gene zur Nutzung glycogener
Aminosdure in der Leber durch die Laktation vermehrt exprimiert waren und eine
Aktivierung des PPARa vermuten lieB. Die vorliegende erste Teilstudie deutete darauf hin,
dass Sauen durch die Laktation im Bezug auf den Triglycerid- und Cholesterinstoffwechsel in
der Leber und den muskuldren Proteinabbau keine Verdnderungen erfahren. Ebenfalls
lieferten Rosenbaum et al. (2012a, 2012b) Hinweise, dass Sauen, ebenso wie Milchkiihe
wihrend der Laktation eine anpassungsbedingte Entziindungsreaktion mit Aktivierung der
antioxidativen Abwehr in der Leber aufweisen. Die Ergebnisse des vorliegenden ersten
Versuchs ergaben zudem Hinweise auf eine Stimulation der UPR.

Im zweiten Versuch sollte iiberpriift werden, inwiefern sich eine Behandlung mit Fischol,
Clofibrat und Energierestriktion, als natiirliche oder synthetische Aktivatoren des PPARa, auf
ausgewdhlte Stoffwechsel- und Signalwege, die im Bezug zum PPARa stehen, in der
Laktation auswirken. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigten, dass nur durch Clofibrat in
Leber und Muskulatur eine moderate PPARa-Aktivierung hervorgerufen werden konnte,
wobei der Effekt in der Muskulatur stirker zu sehen war. Es gab Hinweise auf einen erhohten
Fettsdurestoffwechsels in der Muskulatur, was im Einklang mit einer verminderten
Konzentration von NEFAs im Plasma steht. Im Fettgewebe fiihrte Clofibrat zu einer
Hemmung von PPARa-Zielgenen. Ebenso gab es Hinweise auf einen verstirkten
Carnitinstoffwechsel und Cholesterinsynthese in der Leber. Des Weiteren lieBen die
Ergebnisse die Vermutung auf eine erhohte Proteolyse zu, was im Zusammenhang mit einer
erhohten Konzentration an Milchprotein steht. Im Bereich des laktationsbedingten
Entziindungsgeschehens zeigte Clofibrat in der Leber einen schwachen antiinflammatorischen
Effekt. Zielgene des Nrf2 waren womdoglich aufgrund des gesteigerten Fettsaurestoffwechsels
in der Muskulatur erhoht. Ebenso zeigten Gene der UPR in der Muskulatur erhdhte
Expressionsraten.

Die Zufuhr von Fischodl zeigte in Leber und Muskulatur keine Effekte auf Zielgene des
PPARa. Des Weiteren konnten Hinweise geliefert werden, dass durch die Behandlung mit
Fischol eine Aktivierung des Muskelabbaus hervorgerufen werden konnte, was wie in der

Clofibratgruppe mit der Erh6hung des Milchproteins in Verbindung gebracht werden kann.



Fazit

Neben dem Anstieg des Milchproteins flihrte die Zufuhr von Fischdl in der Milch zu einer
Erhohung des Anteils an w3-Fettsduren. Dariiber hinaus legen die Ergebnisse nahe, dass
durch Fischdl eine Hemmung der Triglyceridsynthese in der Leber bedingt wird. Im Bereich
des laktationsbedingten Entziindungsgeschehens deuten die Ergebnisse darauf hin, dass durch
die Gabe von Fischol das Entziindungsgeschehen in der Leber abgeschwicht werden konnte,
was sich auch bei Gene der UPR bemerkbar machte. Verdnderungen beziiglich der Gene
antioxidativen Abwehr konnten nicht beobachtet werden.

Die Energierestriktion ergab entsprechend des Fischols keine Effekte auf die Zielgene des
PPARa. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse lieferten Hinweise auf eine verminderte
Carnitinsynthese und -aufnahme, einen leicht erh6hten Muskelabbau und einer Hemmung der
Trigylcerid- und Cholesterinsynthese. Eine restriktive Fiitterung hitte demzufolge keinen
negativen Einfluss auf den Stoffwechsel der Sauen. In der Leber deuten die Genexpressionen
auf eine Abschwichung des Entziindungsgeschehens, der antioxidativen Abwehr und der
UPR hin, in der Muskulatur zeigten sich entgegengesetzte Effekte.

Alle drei Behandlungen wirkten sich nicht negativ auf die Milchzusammensetzung und die
Ferkelentwicklung aus. Fischol konnte daher eingesetzt werden, um die Tiergesundheit der

laktierenden Sau zu verbessern, ohne die Wurfentwicklung zu beeintrachtigen.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit der Bedeutung des Peroxisomenproliferator-
aktivierten Rezeptor a wahrend der Laktation der Sau. Bei Ratten wurde beobachtet, dass es
in der Laktation durch eine Herunterregulierung des PPARa zu einer verminderten
Fettsdureoxidation und Verringerung der Thermogenese kommt, um Energie und Substrate
zur Milchproduktion einzusparen. Des Weiteren fiihrten PPARa-Aktivatoren zu einer Storung
dieser Adaptationsmechanismen, was in einem Einbruch der Milchfettsynthese und der
Entwicklung  der  Nachkommen  resultierte.  Kiirzlich  wurden  verschiedene
Adaptationsmechanismen von Stoffwechselwegen der Sau wéhrend der Laktation
beschrieben, welche zeigten, dass die bei der Ratte vorkommenden Adaptationsreaktionen bei
der Sau nicht auftreten. Im Gegenteil kommt es in der Laktation bei der Sau zu einer
Aktivierung des PPARa und Stimulation der abhédngigen Stoffwechselwege. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es den Einfluss der Laktation auf den Triglycerid- und
Cholesterinstoffwechsel und den muskuldren Proteinabbau zu untersuchen. Dariiber hinaus
wurde jlingst gezeigt, dass es bei der Sau wéhrend der Laktation zu einer
anpassungsbedingten Entziindungsreaktion in der Leber kommt. Auf Grund dessen sollte
untersucht werden, ob durch die vorhandene Entziindung auch Verinderungen der Unfolded
Protein Response auftreten. Des Weiteren war es Ziel der Studie durch synthetische
(Clofibrat) oder nutritive (Fischdl) Agonisten des PPARa oder durch eine physiologische
Situation, die zu einer PPARa-Aktivierung fiithrt (Energierestriktion) zu untersuchen, ob die
Anpassungsmechanismen des Stoffwechsels der Sau wéhrend der Laktation wie bei Ratten
durch eine PPARa-Stimulation gestort werden und in einer Beeintrachtigung der
Ferkelentwicklung resultiert. Zusatzlich wurde auch die Wirkungen der Behandlungen auf die
anpassungsbedingten Entziindungsreaktion und zelluldrer Anpassungsmechanismen (Nrf2,
UPR) untersucht.

Hierzu wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Im ersten Versuch wurden 10 von 20
tragenden Sauen nach dem Abferkeln die Ferkel entzogen, die im Folgenden die
Milchproduktion einstellten und als nicht-laktierende Kontrollgruppe dienten. Im zweiten
Versuch erhielten Gruppen von je 10 laktierenden Sauen entweder ein Kontrollfutter
(Kontrollgruppe), dasselbe Futter, das mit 50 g Fischol (Fischolgruppe) oder 2 g Clofibrat
(Clofibratgruppe) pro kg ergidnzt wurde oder sie erhielten das Kontrollfutter, dass in seiner

Menge reduziert wurde, sodass die Sauen nur 75 % ihres téglichen Energiebedarfs erhielten.
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Die Ergebnisse lieferten Hinweise darauf, dass sowohl der Triglycerid- und
Cholesterinstoffwechsel in der Leber als auch der muskuldre Proteinabbau nicht durch die
Laktation beeinflusst wurde und dass eine Stimulation der UPR wéihrend der Laktation
vorliegt.

Durch die verschiedenen Behandlungen mit der Intention einer PPARa-Aktivierung
konnte nur Clofibrat in Leber und Muskulatur zu einer moderaten Stimulation des PPAR«
fithren. Fischol und Energierestriktion zeigten hierbei keine Effekte. Dariiber hinaus legten
die Genexpressionen nahe, dass durch Fischol wihrend der Laktation der muskuldre
Proteinabbau angeregt, die Triglyceridsynthese in der Leber gehemmt und das
Entziindungsgeschehen und die UPR abgeschwicht werden konnte. Die Ergebnisse der
Behandlung mit Clofibrat deuten an, dass es durch diese Behandlung zu einer Stimulation des
Carnitinstoffwechsels und der Cholesterinsynthese in der Leber und des muskuldren
Proteinabbau wihrend der Laktation kam. Jedoch war ein antiinflammatorischer Effekt in
Leber und Muskulatur nicht oder nur schwach zu beobachten. Genexpressionen der Zielgene
der UPR legen sogar eine schwache Stimulation der antioxidativen Abwehr und der UPR in
der Muskulatur nahe. Die Reduktion der tdglichen Energiezufuhr schien zu einer Hemmung
der Cholesterin-, Triglycerid- und Carnitinsynthese zu fitlhren und den muskuldren
Proteinabbau zu stimulieren. Die Studie lieferte Hinweise darauf, dass durch
Energierestriktion eine Abschwichung des Entziindungsgeschehens, der antioxidativen
Abwehr und der UPR in der Leber erfolgte. In der Muskulatur konnte dieser Effekt nicht
beobachtet werden.

Die Milchzusammensetzung und die Ferkelentwicklung wurden in allen
Behandlungsgruppen nicht negativ beeinflusst. Daher konnte Fischol eingesetzt werden
konnen, die Tiergesundheit laktierender Sauen zu verbessern, ohne die Wurfentwicklung zu

beeintrachtigen.
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9 Summary

The present study dealt with the significance of the peroxisome proliferator-activated
receptor o during lactation of the sow. In rats, it has been observed that during lactation down-
regulation of PPARa lead to a decreased fatty acid oxidation and reduction of thermogenesis
to save energy and substrates for milk production. Furthermore PPARa-activators led to a
disruption of these adaptation mechanisms which resulted in a drop in milk fat synthesis and
development of the offspring. Recently various adaptation mechanisms of metabolic pathways
of the sow during lactation have been described which showed that adaptation reactions
occurring in the rat do not occur in the sow. On the contrary occurs an activation of PPARa
and stimulation of the dependent pathways during lactation in the sow. The aim of the present
study was to investigate the influence of lactation on the triglyceride and cholesterol
metabolism and muscle protein degradation. Moreover it was recently shown that during
lactation of the sow occurs an adaptation-related inflammatory response in the liver. Because
of this it should be investigated whether changes in the unfolded protein response are caused
by the presence of inflammation. Furthermore it was the aim of the study to investigate by
synthetic (clofibrate) or nutritional (fish oil) agonist of PPARa or by a physiological situation
that leads to a PPARa activation (energy restriction) whether the adaptation mechanisms of
metabolism of the sow during lactation are disturbed by PPARa-stimulation like in rats
resulting in an impairment of the piglet development. In addition, the effects of the treatments
on adaptation-related inflammatory response and cellular adjustment mechanisms (Nrf2,
UPR) were examined.

For this purpose two experiments were performed. In the first experiment piglets were
removed from 10 of 20 pregnant sows after farrowing who stopped milk production in the
following and served as non-lactating control group. In the second experiment groups of 10
lactating sows received either a basal diet (control group), or the same diet supplemented with
50 g of fish oil (fish oil group) or 2 g clofibrate (clofibrate group) per kg or received the basal
diet that was reduced in quantity so that the sows received only 75% of their daily energy
needs (energy restriction group).

The results provide evidence that both the triglyceride and cholesterol metabolism as well
as the muscular protein degradation were not affected by lactation and that a stimulation of
the UPR is present during lactation.

Due to the different treatments with the intention of a PPARa activation only clofibrate

could result in a moderate stimulation of PPARa in liver and muscle. Fish oil and energy
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restriction showed no effects in this case. Moreover gene expressions suggested that during
lactation fish oil stimulated muscular protein degradation, inhibited triglyceride synthesis and
the inflammatory process and the UPR in the liver was attenuated. The results of the treatment
with clofibrate suggest that by this treatment there was a stimulation of carnitine metabolism,
cholesterol synthesis and degradation of muscle protein during lactation. However, an anti-
inflammatory effect in the liver and muscles were not or only weakly observed. Gene
expressions of the target genes of the UPR even suggest a weak stimulation of antioxidant
defence and the UPR in the muscles. The reduction of daily energy intake seemed to lead to
an inhibition of synthesis of cholesterol, triglycerides and carnitine and stimulate the muscle
protein degradation. The study provided evidence that energy restriction attenuates
inflammatory response, antioxidant defence and the UPR in the liver. In the muscle this effect
was not observed.

The milk composition and piglet development were not adversely affected in all treatment
groups. Therefore fish oil could be used to improve animal health of lactating sows without

compromising litter development.
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