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Einleitung

| Einleitung

1.1 Zusammenhang zwischen Typ 2 Diabetes und
Lipidstoffwechsel

1.1.1 Diabetes

I.1.1.a  Grundlagen

Unter dem Terminus ,Diabetes Mellitus* wird eine Gruppe metabolischer
Erkrankungen zusammengefasst, welche durch Hyperglykamie gekennzeichnet sind.
Diese entsteht durch Defekte in der Insulinsekretion und / oder der Insulinwirkung
(THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2002).

HIMSWORTH unterschied 1936 erstmals zwischen einer insulin-sensitiven
und einer insulin-insensitiven Form des Diabetes Mellitus. Letztere wird als Typ 2
Diabetes bezeichnet.

1.1.1.b  Epidemiologie

Der Diabetes Mellitus stellt momentan eine der gréBten Bedrohungen fur die
menschliche Gesundheit dar (ZIMMET, 2000). Im Jahr 2000 waren weltweit 150
Millionen Menschen betroffen. Es wird erwartet, dass die Zahl der Erkrankten bis
zum Jahr 2010 auf ca. 220 Millionen anwachsen wird (ZIMMET et al, 2001). Dabei ist
der Typ 2 Diabetes mit Gber 90% die haufigste Form der Erkrankung.

Waéhrend beim Typ 2 Diabetes friher auch von ,Alterszucker gesprochen
wurde, tritt die Erkrankung heute bereits in jingeren Jahren auf (BROSNAN et al,
2001).

Als Ursachen far die steigende Pravalenz werden vor allem die vermehrt
sitzende Lebensweise bei kalorien- und fettreicher Erndhrung gesehen (DIAMOND,
2003). Epidemiologische Studien zeigen, dass das Risiko, an Typ 2 Diabetes zu
erkranken, mit der Hoéhe des ,Body Mass Index” (BMI = Kérpergewicht in Kilogramm
/ KorpergréBe in Meter?) als Indikator des Korper-Fettgehaltes ansteigt. Dies
impliziert, dass die ,Dosis“ an Korperfett einen wesentlichen Einfluss auf die
Insulinsensitivitat hat (COLDITZ et al, 1990).
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I.1.1.c  Typ 2 Diabetes

Waéhrend beim Typ 1 Diabetes ein absoluter Insulinmangel vorliegt, ist das
Kennzeichen von Typ 2 Diabetes eine verminderte Wirkung des vorhandenen
Insulins und somit ein relativer Insulinmangel.

Der Typ 2 Diabetes ist eine multifaktorielle Erkrankung. Neben der
genetischen Komponente spielen Umweltfaktoren bei der Pathogenese eine groB3e
Rolle. Ubergewicht und Bewegungsmangel erhdhen die Diabetespravalenz.

Verantwortlich fir die Entwicklung eines manifesten Typ 2 Diabetes ist sowohl
das verminderte Ansprechen der Zielorgane auf Insulin (Insulinresistenz) als auch
eine inadaquate Insulinsekretion durch die pankreatischen B-Zellen (GOLDSTEIN,
2002).

Der Krankheitsverlauf kann in verschiedene Stadien eingeteilt werden: In einer
Jahre bis Jahrzehnte andauernden pradiabetischen Phase ist der Organismus in der
Lage, die Insulinresistenz durch vermehrte Insulinsekretion auszugleichen. Wahrend
dieser Zeit ist die Insulinkonzentration im Serum erhdht. Die Blutglukose liegt dabei
im Normbereich. Mit Fortschreiten der Erkrankung ist die Blutglukose postprandial
erhdht (GROOP, 1999). Die Glukosetoleranz ist vermindert. Parallel dazu kommt es
zu einem progressiven Verlust der B-Zellfunktion. Der manifeste Diabetes Mellitus ist
erreicht, wenn die Insulinsekretion nicht mehr ausreicht, um die Blutglukose im

Normbereich zu halten.

1.1.2 Insulinresistenz

1.1.2.a Definition

Insulinresistenz ist die Unfahigkeit einer definierten Menge Insulins, die
Glukoseaufnahme und den Glukoseverbrauch in dem selben MaBe zu erhéhen, wie
dies in einer normalen Population der Fall ware (LEBOVITZ, 2001).

Die Empfindlichkeit gegenliber dem Hormon Insulin ist herabgesetzt. (,A
normal dose produces less than a normal response” (KAHN, 1978))

Der Begriff der Insulinresistenz wird auf verschiedenen Ebenen des
Stoffwechselgeschehens verwendet: Neben dem Gesamtorganismus gilt er auch fur
ein mangelndes Ansprechen einzelner Organe oder Zellen auf Insulin.
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1.1.2.b  Betroffene Organe

Insulinresistenz manifestiert sich in Skelettmuskulatur, Leber, Fettgewebe
(REAVEN, 1995) und in den pankreatischen 3-Zellen (BODEN et al, 2002).

Die Skelettmuskulatur Obernimmt quantitativn. den Hauptanteil der
insulinstimulierten Glukoseutilisation (DEFRONZO, 1988). Insulinresistenz in der
Skelettmuskulatur tritt gemeinsam mit einer Abnahme von Glykogensynthese
(SHULMAN, 2000) und oxidativer Glukoseutilisation (DEFRONZO, 1988) auf.
Insulinresistenz des Fettgewebes resultiert in einer gesteigerten lipolytischen
Fettsaurefreisetzung. In der Leber flhrt Insulinresistenz zur Erhéhung der
hepatischen Glukoseproduktion.

Insulinresistenz fihrt also UOber vermehrte hepatische Produktion und
verminderte muskulare Utilisation zu einer Erhéhung der intravasalen
Glukosekonzentration. Um dies zu verhindern erfolgt eine Erhéhung der
pankreatischen Insulinsekretion. Stimuli fUr die Insulinsekretion sind neben Glukose
und Aminoséauren auch eine akute Erhéhung der freien Fettsauren (FFS) (PORKSEN
et al, 2002).

1.1.3 Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und Lipidstoffwechsel

1.1.3.a  Pathophysiologie der Insulinresistenz

Die molekularen Mechanismen die zur Insulinresistenz flhren sind nicht
vollstandig aufgeklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass Lipide bei der Pathogenese der
Insulinresistenz eine Rolle spielen (RAVUSSIN et al, 2002; YU et al, 2002; ABADIE
et al, 2001; KRAEGEN et al, 2001; THOMPSON et al, 2000; DRESNER et al, 1999;
GRIFFIN et al, 1999; BODEN, 1997; TURINSKY et al, 1990).

RANDLE et al postulierten 1963, dass eine erhdhte Verfugbarkeit von FFS zu
einer kompetitiven Hemmung der Glukoseoxidation fihrt (Abb. 1.1.3.a-1 / a). Der als
,Glukose-Fettsdure-Zyklus“ bezeichnete Mechanismus beschreibt die Interaktion
dieser beiden Substrate fur die Energiegewinnung. Bei erhdhter Lipidverfligbarkeit
werden bevorzugt Fettsduren zur Energiegewinnung oxidiert. Die gesteigerte -
Oxidationsrate bewirkt eine Erhéhung intramitochondrialer Konzentrationen von
Acetyl-Coenzym A  (Acetyl-CoA) und NADH+H". Beide hemmen die
Pyruvatdehydrogenase (PDH) und bewirken somit eine verminderte mitochondriale
Glukoseoxidation. Die Glykolyse wird durch Hemmung der Phosphofruktokinase
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inhibiert. Die Hemmung der Phosphofrukiokinase wird durch die, aufgrund der
gesteigerten Lipidoxidationsrate, erhdéhten Citratspiegel vermittelt. Die Hemmung
bewirkt einen Anstieg der Glukose-6-Phosphat- (G6P) Konzentration. Uber negative
Ruckkopplung wird daraufhin die Hexokinase (HK) gehemmt. Eine verminderte HK-

Aktivitdat konnte Dbei insulinresistenten Individuen nachgewiesen werden
(KRUSZYNSKA et al, 1989; PENDERGRASS et al, 1998).

FS ﬂ Glukose

b _} Mitochondrium

Krebs
f Zyklus ¢
! .(\ Cltrat ﬂ
B-Oxidation NADH+H+ﬂ

—o—> R

Pyruvat

Abb. 1.1.3.a-1 Hemmung des katabolen Glukosestoffwechsels durch Fettsduren

a Glukose-Fettsaure-Zyklus nach RANDLE
Durch gesteigerte p-Oxidation kommt es zu einer Erhéhung von
intrazellularem Acetyl-CoA, Citrat und NADH+H'. Diese
Metaboliten hemmen die Pyruvatdehydrogenase (PDH) und die
Phosphofruktokinase (PFK). Uber ein negatives Feedback der
erhdhten Glukose-6-Phosphat- (G6P) Konzentration wird die
Hexokinase (HK) gehemmt (Diese Hypothese setzt eine erhéhte
G6P-Konzentration voraus)

b Hemmung der HK und der Translokation des insulinabhangigen
Glukosetransportproteins (GLUT 4) durch Fettsdauren (diese
Modellvorstellung deckt sich mit der Tatsache, dass die G6P-
Konzentration bei Insulinresistenz verringert ist)

FSTP: Fettsauretransportprotein

Die HK kann, neben dem beschriebenen Weg, allerdings auch direkt durch
aktivierte Fettsauren (Long Chain Acyl Coenzyme A; LCACo0A) inhibiert werden
(THOMPSON et al, 2000). Dies fuhrt sowohl zu einer verminderten Glukoseoxidation

als auch zu einer Hemmung der Glykogenbildung (Abb. 1.1.3.a-2 / c). Letztendlich
gelangt in Folge der gehemmten intrazellularen Glukosephosphorylierung weniger
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Glukose in die Zelle (RANDLE et al, 1963), was eine Erhéhung der intravasalen
Glukosekonzentration nach sich zieht.

Die von Randle postulierte Substratkompetition, sowie die Hemmung der HK
bewirken unabhangig von einer Stimulation durch Insulin eine verminderte
Glukoseutilisation. Die insulinvermittelte Glukoseaufnahme in die Zelle ist nicht direkt
gestort.

Der von Randle beschriebene Mechanismus zur Substratkompetition ist auf
der Ebene mitochondrialer Adenosintriphosphat- (ATP) Gewinnung noch immer
gultig. RODEN et al zeigten jedoch 1996, dass die intrazelluldare G6P-Konzentration
bei lipidinduzierter Insulinresistenz verringert ist. Dies deutet entweder auf eine HK-
Hemmung durch Fettsduren (Abb. I.1.3.a-2 / ¢) oder auf die Hemmung eines der HK
vorgelagerten Schrittes hin. Die Glukosephosphorylierung durch die HK stellt den
ersten enzymatischen Schritt nach Aufnahme der Glukose in die Zelle dar. Die
Hemmung von Glukosetransportproteinen (GLUT) durch Fettsduren erscheint daher
neben einer direkten HK-Hemmung als pathologischer Mechanismus wahrscheinlich.

SHULMAN entwickelte 2000 eine Hypothese, die eine direkte Interaktion von
Fettsauren mit der Insulinsignalkaskade postuliert (Abb. 1.1.3.a-1 / b; Abb. I.1.3.a-2 /
a). Das Phanomen der Insulinresistenz tritt vermehrt bei obesen Individuen auf. Eine
Zunahme des Kérpergewichts korreliert mit verminderter Insulinsensitivitat (BODEN
et al, 2002). Obese Menschen zeigen erhdhte Fettsdurespiegel im Blut (GORDON,
1960). Shulman postulierte eine direkt durch LCACoA’s oder Uber die Bildung von
Diacylglyzerol (DAG) vermittelte Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Die
Aktivierung von PKC hat eine Hemmung nachgeordneter Signalkaskaden zur Folge:
Vermittelt durch die Phosphorylierung von Serin- (Ser) und Threonin- (Thr)
Bindungsstellen an Insulin Rezeptor Substraten (IRS), kommt es zur Inhibition der
Insulinsignalkaskade. Dies fuhrt letztendlich zu einer Hemmung der
insulinvermittelten Translokation des insulinabhangigen GLUT4 aus intrazellularen
Vesikeln zur Zellmembran.

Uber die Bildung von Ceramid aus aktivierten Fettsduren wird nach
SUMMERS (1998) die Proteinkinase B (PKB) gehemmt, was ebenfalls zu einer
Hemmung der insulinstimulierten Translokation von GLUT4 zur Zellmembran flhrt
(Abb. 1.1.3.a-2 / b). Neue Studien beim Menschen zeigen, dass der muskulare
Ceramidgehalt bei Obesitas erhéht ist (ADAMS et al, 2004).
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Beide Mechanismen fihren durch direkte Blockade der Insulinsignalkaskade
zu einer reduzierten Insulinwirkung, einer verminderten Glukoseaufnahme in die
Zelle und somit zur Hyperglykédmie. Letztere kann in frihen Stadien der Erkrankung

durch eine kompensatorische Hyperinsulinamie verhindert werden.

Insulin

IRS
Ser/Thr Phosphorylierung f!

4« Tyr Phosphorylierung
Ser/Thr Kinase
l: KKaskade fi

Glykogen | Glykolyse | AN T 4
K X Ceramid 1!
G6P |

THK S p-Oxidation
Glukose |

Triglyceride

Glukose

FS !

Abb. 1.1.3.a-2 Mégliche Mechanismen der Lipid-induzierten Insulinresistenz in
der Skelettmuskelzelle (FS: Fettsdure; FSTP: Fettsauretransportprotein;
IMCL: intramyozelluléres Lipid)

a Vermittelt durch aktivierte Fettsduren (LCACoA) oder Diacylglycerol (DAG)
kommt es liber die Proteinkinase C zur Aktivierung einer Serin-/Threonin-
Kinase-Kaskade. Dies fiihrt zur Phosphorylierung von Serin- (Ser) und
Threonin- (Thr) Bindungsstellen an Insulin Rezeptor Substraten (IRS).
Dadurch ist die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
vermindert. Dies resultiert in einer verminderten Translokation des
Glukosetransporterprotein 4 (GLUT 4) zur Zellmembran und somit zu einer
verminderten Glukoseaufnahme in die Zelle (SHULMAN, 2000).

b Durch vermehrte Bildung von Ceramiden wird die Proteinkinase B (PKB)
gehemmt. Auch dies fiihrt zu einer verminderten Translokation von GLUT4
zur Zellmembran (SUMMERS, 1998).

¢ LCACoA hemmen die Hexokinase (HK). Die Glukose-6-Phosphat- (G6P)
Konzentration ist somit erniedrigt. Dadurch ist sowohl die Glykogenbildung
als auch die Glykolyse gehemmt (THOMPSON, 2000).
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1.1.3.b Rolle der LCACOA

Die in Kapitel (I1.1.3.a) aufgefihrten Postulate zur Pathogenese der
Insulinresistenz bringen die LCACOA in eine SchlUsselposition. Es gibt Hinweise,
dass nicht die LCACoA-Konzentration, sondern einzelne LCACOA-Spezies in
besonderem Maf3 an der Entstehung der Insulinresistenz beteiligt sind.

Dabei rlicken Palmitat sowie dessen aktivierte Form in den Mittelpunkt des
Interesses: Diese Fettsdure hemmt die Glykogensynthase (KAUSCH et al, 20083;
WITITSUWANNAKUL et al, 1977). Als essentieller Baustein von Ceramiden kann
Palmitat die Insulinsignalkaskade beeinflussen. Eine palmitatabhangige Hemmung
der insulinstimulierten Glukoseaufnahme ist an der isolierten Skelettmuskelzelle
beschrieben (MONTELL et al, 2001).

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Analysen der LCACoA
zeigten jedoch, dass die Konzentration einer anderen Fettsaure, der
Palmitoleinsdure, bei Insulinresistenz erhdht ist. Auch zeigte diese Fettsaure in der
Leber bei postabsorptiver Lipolyse eine von allen anderen LCACoA’s abweichende

Dynamik.

1.1.3.c  Rolle des intramyozelluldren Lipids (IMCL)

Insulinresistenz bedeutet ,lipid in the wrong places® (FRIEDMAN, 2002). Bei
insulinresistenten Individuen kdnnen vermehrt Lipidablagerungen innerhalb der
Muskelzelle beobachtet werden (KUHLMANN et al, 2003; SINHA et al, 2002, JACOB
et al, 1999; KRSSAK et al 1999; PERSEGHIN et al, 1999; PAN et al, 1997).

Die als IMCL (intramyozellulare Lipide) bezeichneten Lipide liegen in Form
kleiner Droplets vor. Aufgrund deren Lage in der N&dhe der Mitochondrien stellen sie
eine direkt verfigbare Energiequelle dar (MASORO, 1967).

IMCL kann durch 'H-NMR-Spektroskopie (Protonen-Kernspinspektroskopie;
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) quantifiziert werden. Mit dieser
Methode kann IMCL erstmals nichtinvasiv in vivo bestimmt werden. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode besteht in der exklusiven Bestimmung intramyozellularer
Lipide. Bei biochemischen Analysen besteht ein Teil des gemessenen Lipids immer
aus adipozytaren Triglyzeriden.

Obesitas ist durch exzessive Fettablagerung gekennzeichnet. Durch die groBe

Menge an Fettgewebe ist die Gesamtmenge lipolytisch freigesetzter Fettsduren im
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Serum erhéht. Diese kénnen von nicht-adipozytédren Geweben wie Skelettmuskulatur
oder Leber aufgenommen und als Triglyzeride in Form von IMCL und HepCL
(hepatozellulares Lipid) gespeichert werden. Eine experimentelle Erhéhung der FFS
fihrt zu einer Erhéhung des IMCL (BODEN et al, 2001; Brechtel et al, 2001). Die
Lipidspeicherung obeser Individuen ist somit nicht auf die Adipozyten beschrankt,
sondern erstreckt sich auch auf nicht-adipozytare Gewebe.

Triglyzeride per se sind metabolisch relativ inert (UNGER et al, 2001). Daher
scheinen IMCL und Insulinresistenz nur mittelbar eine kausale Verbindung zu haben.
Aktuell wird die Akkumulation von Lipiden in der Skelettmuskelzelle als ein Surrogat
fir biochemische Prozesse diskutiert, welche die Insulinsensitivitdt der Muskelzelle
herabsetzen (MCGARRY et al, 1999).

Eine Erhéhung von IMCL tritt nicht nur im Zusammenhang mit Insulinresistenz
auf. IMCL ist bei Marathonlaufern (SCHRAUWEIN-HINDERLING et al, 2003),
prapubertar (NEUMANN-HAFELIN et al, 2003 (Ratte)) und nach langerer
Hungerphase (STANNARD et al, 2002 (Humandaten)) ebenfalls erhéht. Aufgrund
der Altersabhangigkeit von IMCL erfolgten die im Rahmen dieser Dissertation
durchgefuhrten Untersuchungen bei Tieren unterschiedlicher Altersklassen.

Unterschiede in der IMCL-Konzentration konnten auch bei verschiedenen
Muskelfasertypen beobachtet werden: Muskeln, die einen hohen Anteil an
glykolytischen Fasern aufweisen, haben einen niedrigeren IMCL-Gehalt als Muskeln
mit vornehmlich oxidativen Fasern (HWANG et al, 2001). Im Rahmen dieser
Dissertation wurde der IMCL-Gehalt sowohl in glykolytischen als auch in oxidativen

Muskeln bestimmit.

1.1.3.d  Rolle des hepatozelluldren Lipids (HepCL)

Die Rolle von HepCL bei der Pathogenese der Insulinresistenz ist weniger gut
untersucht als diejenige des IMCL. Jedoch gibt es beim Menschen hinsichtlich dieser
ektopischen Lipidablagerungen Hinweise auf einen Zusammenhang mit hepatischer
Insulinresistenz (ANDERWALD et al, 2002; SEPPALA-LINDROOS et al, 2002;
MARCEAU et al, 1999). Die in Verbindung mit Insulinresistenz gemessene HepCL-
Konzentration liegt deutlich niedriger als bei Patienten mit klinischem
Fettlebersyndrom (RYYSY et al, 2000).

Ebenso wie fiir die Analyse von IMCL steht mit der 'H-NMR-Spektroskopie
erstmals ein Verfahren zur Verfigung, HepCL nichtinvasiv zu quantifizieren.
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1.2 Pharmakologische Beeinflussung von Typ 2
Diabetes

Zur Therapie von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes gehéren neben der
pharmakologischen Intervention auch didtetische MaBnahmen sowie moderate
korperliche Aktivitat und Gewichtsreduktion (NATIONALE
VERSORGUNGSLEITLINIE DIABETES MELLITUS TYP 2, 2003).

Da die Diagnose ,Typ 2 Diabetes“ in der Regel erst im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung erfolgt, reichen die beschriebenen nicht-pharmakologischen
MaBnahmen meist nicht aus. Eine pharmakologische Intervention wird notwendig.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Ausbruch des Diabetes bei
insulinresistenten Ratten durch die Verabreichung von Metformin, Rosiglitazon oder
einem Agonisten des Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptors o (PPAR-o-
Agonisten) verhindert. Der Erfolg der Diabetespravention wurde, neben dem
kontinuierlichen Monitoring verschiedener Serumparameter, durch Stimulation der

adipozytaren Lipolyse getestet.

1.2.1 Biguanide

Von dieser Substanzklasse ist nur ein Wirkstoff im Handel erhaltlich:
Metformin.

Diese Substanz, deren molekularer Wirkmechanismus nicht im Detail bekannt
ist, senkt die endogene Glukoseproduktion (HUNDAL et al, 2000). Die Verbesserung
der Insulinsensitivitat durch Metformin wird diskutiert (CUSI et al, 1998). Eine weitere
Wirkung von Metformin liegt in der Hemmung der enteralen Glukoseresorption
(FORTH et al, 2001): Die Substanz reichert sich nach oraler Applikation in den
Epithelzellen des Darmtraktes an. Dort wird tber eine Hemmung der Atmungskette
die Glukoseaufnahme verhindert. Neuste Untersuchungen in Zellkultur zeigen einen
weiteren moglichen Wirkmechanismus: Metformin flhrt zur Aktivierung der
Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK). Dies fuhrt zur Hemmung
der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und zur Induktion der Fettsaureoxidation.
Gleichzeitig wird die Expression lipogener Enzyme gehemmt (ZHOU et al, 2001).

Metformin gilt momentan bei adip6sem Typ 2 Diabetes als Medikament der
ersten Wahl (NATIONALE VERSORGUNGSLEITLINIE DIABETES MELLITUS TYP
2, 2003).
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1.2.2 Sulfonylharnstoffe

Vertreter dieser Substanzklasse wirken primar Uber die Bereitstellung von
Insulin. Dieser Effekt tritt jedoch auch bei niedrigen Blutglukose-Konzentrationen auf.
Vermittelt durch diese Substanzen kénnen daher Hypoglykdmien ausgelést werden.
Sulfonylharnstoffe  sind aufgrund ihres Wirkmechanismus auBerdem auf
funktionsféhiges Inselgewebe angewiesen. Da durch Anwendung von Préparaten
dieser Substanzklasse eine Zunahme des Kodrpergewichts beobachtet wird, sind
Sulfonylharnstoffe fir die Therapie Ubergewichtiger Typ 2 Diabetiker als
Langzeittherapie ungeeignet (NATIONALE VERSORGUNGSLEITLINIE DIABETES
MELLITUS TYP 2, 2003).

.2.3 o~-Glukosidase-Inhibitoren

Die im Handel verfligbaren Substanzen Acarbose und Miglitol hemmen die
enzymatische Spaltung von Disacchariden im Darm. Dadurch ist die
Glukosefreisetzung aus der Nahrung verzdgert, eine langsamere enterale Resorption
ist die Folge. Extreme postprandiale Schwankungen der Blutglukose kénnen so
vermieden werden. Als Nebenwirkungen werden Meteorismus, Flatulenz und Diarrhd
beschrieben. Die Verabreichung von a-Glukosidase-Inhibitoren erfolgt vor allem bei
Patienten, bei denen Uber andere therapeutische MaBnahmen kein ausreichender
Behandlungserfolg zu erzielen ist (NATIONALE VERSORGUNGSLEITLINIE
DIABETES MELLITUS TYP 2, 2003).

1.2.4 PPAR-Agonisten

PPAR-Agonisten (PPAR: Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor) sind
eine relativ neue Mdglichkeit zur pharmakologischen Beeinflussung von Typ 2
Diabetes. Aufgrund ihrer insulinsensitivierenden Wirkung stellt diese Substanzklasse
einen kausalen Therapieansatz dar.

Die PPAR gehdren zur Familie der nukledren Steroid-Rezeptoren. Steroid-
Rezeptoren sind spezifische Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren, mit deren
Hilfe Liganden Einfluss auf die Proteinsynthese nehmen. Bisher konnten 3
Hauptvertreter der PPAR identifiziert werden: «, y und 6 (LEMBERGER et al, 1996).
Eicosanoide werden als Liganden von PPAR-a diskutiert. Als natlrliche Liganden
von PPAR-§ gelten Fettsduren. Prostaglandine und Thromboxane werden als
Liganden fur alle Rezeptortypen diskutiert (MATTHAEI et al, 2001). PPAR-a-
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Agonisten befinden sich als ,Lipidsenker, PPAR-y-Agonisten als ,Insulinsensitizer®
im Handel.

Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch Bindung eines Liganden. Der
aktivierte Rezeptor bildet ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor. Dieser
Rezeptorkomplex bindet an das Peroxisomen-Proliferator Responsive Element
(PPRE) in der Promotor-Region verschiedener Gene, welche durch Insulin reguliert
sind (VERSPOHL et al, 2002). Dadurch wird die Expression spezifischer PPAR-
abhangiger Gene induziert (DESVERGNE et al, 1999). Die Aktivierung von PPAR-o
verbessert dabei den katabolen Lipidmetabolismus. Eine PPAR-y-Aktivierung
dagegen fuhrt zu einer gesteigerten Triglyzeridspeicherung, verbessert also den

anabolen Lipidstoffwechsel.

1.24.a  PPAR-y-Agonisten (Thiazolidindione)

PPAR-y wird primar im Fettgewebe exprimiert. Eine geringe Expression ist in
Leber und Skelettmuskulatur zu finden.

Die Hauptwirkung von Agonisten dieses Rezeptors ist, entsprechend dem
Hauptexpressionsort, im Fettgewebe zu finden. Dort kommt es durch PPAR-y-
Aktivierung zur Neubildung maturer Adipozyten aus Praadipozyten (OKUNO et al,
1998). Die neugebildeten Adipozyten besitzen ein erhdhtes Potential zur
Lipidspeicherung (DE SOUZA et al, 2001). Uber eine PPAR-y vermittelte verstarkte
Expression lipogener Enzyme fuhrt eine Behandlung mit PPAR-y-Agonisten zu einer
Umverteilung der Lipide aus nicht-adipozytaren Geweben ins Fettgewebe. Dies ist,
ohne gleichzeitige strenge diatetische MaBnahmen, verbunden mit einer deutlichen
Erhéhung des Kérpergewichts.

Eine Therapie mit Thiazolidindionen resultiert in einer Verbesserung der
Blutglukosehomdbostase (JUCKER et al, 2002, SREENAN et al, 1996) sowie in einer
Absenkung der Triglyzerid- und Fettsdurespiegel im Serum (IDE et al, 2000;
OLEFSKY, 2000; UPTON et al, 1998).

Als Vertreter dieser Substanzklasse sind in Deutschland Rosiglitazon und
Pioglitazon seit Mitte 2000 zur oralen Behandlung von Typ 2 Diabetes zugelassen.
Die Zulassung ist auf die Kombinationstherapie mit Metformin oder

Sulfonylharnstoffen beschrankt.
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1.2.4.b  PPAR-a-Agonisten

PPAR-a wird in den meisten Organen exprimiert. Hauptexpressionsorgan ist
jedoch die Leber. Eine Aktivierung des Rezeptors flhrt zu einer gesteigerten j-
Oxidation sowie zur Reduktion von Triglyzeridsynthese und -freisetzung (STAELS et
al, 1998). Dies geschieht Uber die Modifikation des Expressionsprofils von Genen,
welche in den Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel involviert sind. Studien an
insulinresistenten Ratten zeigen dartber hinaus eine insulinsensitivierende Wirkung
stark wirksamer PPAR-o-Agonisten (YE et al, 2001).

Mit den Fibraten sind schwach wirksame PPAR-a-Agonisten als synthetische
Liganden zur Behandlung von Hypertriglyzeriddmie im Handel (Clofibrat, Fenofibrat,
Benzafibrat und Gemfibrozil). Eine Verbesserung der Insulinsensitivitdt durch diese
Substanzen konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Mittlerweile stehen jedoch stérker wirksame PPAR-o-Agonisten zur
Verfugung, mit denen die Wirkung auf die Insulinsensitivitat getestet werden kann.
Aufgrund des beschriebenen Wirkmechanismus ist eine Steigerung der
Insulinsensitivitat durch diese Substanzen zu erwarten.

Die Aktivierung von PPAR-a zur Verbesserung der Insulinsensitivitat stellt

somit ein neues potentielles Indikationsgebiet dieser Substanzklasse dar.

.2.5 Insulin

Die Behandlung mit Insulin erfolgt bei Typ 2 Diabetikern erst nach
Ausschopfen aller anderen therapeutischen Mdglichkeiten. Sie dient der Substitution

von Insulin bei Nachlassen der pankreatischen Sekretion.
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1.3 Lipidstoffwechsel unter postabsorptiven
Stoffwechselbedingungen

In der friihen postabsorptiven Phase sinkt aufgrund der fehlenden enteralen
Glukosezufuhr zun&chst die Blutglukose bis auf den Nuchternglukosespiegel ab. Der
nun fehlende Stimulus von Glukose auf die Insulinsekretion fihrt sodann zu
sinkenden Insulinspiegeln. Gleichzeitig wird die Ausschittung von Glukagon
stimuliert, was eine Entleerung der Glykogenspeicher zur Folge hat. Hier spielt die
Leber eine groBe Rolle: Dieses Organ tragt aufgrund seiner Glukose-6-Phosphatase-
Aktivitat maBgeblich zur Glukosehomd@ostase bei. Bei den im Rahmen dieser
Dissertation durchgefihrten Analysen konnte bei Wistar-Ratten bereits nach 12-
stindiger Nahrungskarenz eine nahezu vollstandige Entleerung der hepatischen
Glykogenspeicher nachgewiesen werden.

Durch den niedrigen Insulinspiegel ist dessen antilipolytische Wirkung auf das
Fettgewebe vermindert. Die Expression von PPAR-y ist im Fettgewebe unter
postabsorptiven Bedingungen vermindert (SHIMOIKE et al, 1998). FFS werden in die
Blutbahn abgegeben (CAHILL et al, 1968). Diese Fettsduren dienen der
Energieversorgung peripherer Gewebe. Postabsorptiv deckt der Organismus seinen
Energiebedarf zunehmend durch Lipidoxidation. In der Leber resultiert die erhéhte -
Oxidationsrate in einem Mangel an oxidierten wasserstoffibertragenden Coenzymen
fir den Zitratzyklus. Lipide werden nur vermindert vollstandig oxidativ abgebaut. Die
Leber ist somit zur Ketonkdrperproduktion gezwungen.

Neben der gesteigerten Lipidoxidation kommt es unter postabsorptiven
Bedingungen auch zu einer Hemmung des anabolen Lipidstoffwechsels. Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Hemmung der hepatischen
Triglyzeridsynthese unter postabsorptiven Bedingungen Uber eine verminderte
Expression von PPAR-y in der Leber vermittelt wird (HERZIG et al, 2003).

Durch die Energiegewinnung aus Lipiden wird die bereitgestellte Glukose flir
die Versorgung von Nervensystem, Erythrozyten und Nierenmark aufgespart. Die
Glukosebereitstellung fur die obligaten Glukoseverwerter erfolgt nach Ausschépfen
der Glykogenreserven durch hepatische und, in geringerem MaBe, renale
Glukoneogenese. Die Synthese erfolgt aus Glycerin und Laktat sowie Uber den
Abbau glukogener Aminosauren.

Mit fortschreitender Dauer der postabsorptiven Periode kommt es in
extrahepatischen Geweben zunehmend zur Verwertung von Ketonkdrpern flr die
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Energiegewinnung. Diese entstehen zum einen aus der glukagonvermittelten,
gesteigerten hepatischen B-Oxidation, zum anderen, mit zunehmender Dauer der
postabsorptiven Periode, aus dem Abbau ketogener Aminosauren. Die Ketogenese
wird durch die unter postabsorptiven Bedingungen erhdhte PPAR-a-Aktivitat weiter
stimuliert (KERSTEN et al, 1999; RODRIGUEZ et al, 1994).

Die postabsorptive Energiegewinnung durch Lipidoxidation beeinflusst auch
den Triglyzeridgehalt in der Muskelzelle. Biochemische Analysen erbrachten dabei
gegensétzliche Resultate: Eine Studie beschreibt einen Anstieg des
Triglyzeridgehaltes infolge der Nahrungskarenz (MASORO 1967). In einer anderen
Veroffentlichung wird dagegen unter postabsorptiven Bedingungen von einer 50%-
igen Abnahme des muskularen Triglyzeridgehaltes berichtet (JAROMOWSKA et al,
1985). Die in vivo 'H-NMR-Spektroskopie bietet eine neue Méglichkeit, muskulare
Triglyzeride zu bestimmen. Der Vorteil dieser Methode liegt in der ausschlieBlichen
Analyse intramyozelluldrer Lipide ohne den stérenden Einfluss perimyozellularer,
adipozytarer Triglyzeride. Letztere stellen bei biochemischen Analysen eine nicht zu
vermeidende  Fehlerquelle dar. Aufgrund der postabsorptiv  erhdhten
Lipidoxidationsrate wurde, bei den im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten
Untersuchungen, ein Absinken von IMCL erwartet. Die Resultate zeigten jedoch das
Gegenteil: Bei allen Studien konnte ein IMCL-Anstieg in glykolytischen Muskeln
beobachtet werden.

Zwischen dem Phanomen der Insulinresistenz und der postabsorptiven
Stoffwechselsituation bestehen hinsichtlich von Lipid- und Glukosestoffwechsel viele
Gemeinsamkeiten: Beide Stoffwechselsituationen beschreiben die
Energiegewinnung ohne den Einfluss von Insulin. Sowohl postabsorptiv als auch bei
Insulinresistenz / Diabetes kommt es zur gesteigerten adipozytaren Lipolyse. Durch
Verlangerung der postabsorptiven Periode kann eine chronische Erhdéhung der FFS,
wie sie bei insulinresistenten / diabetischen Individuen vorliegt, simuliert werden. In
beiden Situationen kommt es auBerdem zur Erhéhung der hepatischen
Glukoseproduktion.

Ob durch Nahrungskarenz experimentell eine Insulinresistenz im
Gesamtorganismus erzeugt werden kann, ist umstritten. Wahrend bei Studien an
Wistar-Ratten keine Anderung der Insulinsensitivitat in Abhangigkeit von der Dauer
des Nahrungsentzuges festgestellt werden konnte (YOUN et al, 1993;
KRUSZYNSKA et al, 1989), vermindert eine 48-stindige Nahrungskarenz beim
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Menschen die Glukoseaufnahme in die peripheren Gewebe (WEBBER et al, 1994;
MANSELL et al, 1990).

1.4 Problemstellung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte eine  pharmakologische
Charakterisierung eines neuen PPAR-Agonisten (PPAR-a) durchgeflhrt werden. Der
Schwerpunkt sollte in der Untersuchung seiner Potenz als Insulinsensitizer und
Antidiabetikum mit primarer Wirkung auf den Lipidstoffwechsel liegen. Die
pharmakologische Charakterisierung erfolgte im Vergleich zu Metformin und
Rosiglitazon als Referenzsubstanzen.

Neben dieser Charakterisierung beinhalteten die Studien Untersuchungen zur
engen Verzahnung zwischen Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel bei
Insulinresistenz  unter postprandialen (erhéhte Kohlenhydratoxidation) und
postabsorptiven (erhdhte Lipidoxidation) Bedingungen wéahrend einer 72-stiindigen
nahrungskarenten Phase. Als ,postabsorptive Phase“ wird im Rahmen dieser
Dissertation der gesamte Zeitraum des Nahrungsentzuges bezeichnet.

Hierzu wurden Untersuchungen an insulinsensitiven, insulinresistenten nicht
diabetischen und an diabetischen Ratten durchgefihrt. Im Rahmen dieser Studien
wurde der Zusammenhang zwischen Lipidstoffwechsel und Insulinresistenz durch
biochemische Analysen und 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen néher

untersucht.
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1.4.1 Analysen

Die durchgefihrten Studien beschreiben zum einen die bekannten
metabolischen Veranderungen unter postabsorptiven Bedingungen. Daflr wurden
die relevanten Parameter im Blutserum analysiert.

AuBerdem wurden Analysen von Parametern durchgefiihrt, die an der

Pathogenese der Insulinresistenz beteiligt sein sollen:

l.4.1.a intrazellulédre Lipide

Intrazellulare, nicht-adipozytare Lipide dienen als Surrogatparameter flr
Insulinresistenz im entsprechenden Organ. Die im Rahmen dieser Dissertation
durchgefiihrten "H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen sollten die Rolle von
IMCL und HepCL unter postabsorptiven Bedingungen aufzeigen. Die intrazellularen
Lipidkonzentrationen wurden in der Leber und in drei verschiedenen Muskeln (M.
Tibialis Anterior (TIB), M. Extensor Digitorum Longus (EDL), M. Soleus (SOL))
bestimmt. Die Muskeln unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Fasertypzusammensetzung: Wahrend TIB vorwiegend aus glykolytischen Fasern
besteht, besitzt SOL eine hohe oxidative Kapazitat. EDL enthalt sowohl oxidative als

auch glykolytische Faseranteile.

1.4.1.b  LCACOA

Die LCACoA sollen eine kausale Rolle bei der Pathogenese der
Insulinresistenz spielen. Welchen Verdnderungen sie im normalen postabsorptiven
Stoffwechsel unterworfen sind, und ob daraus ein Zusammenhang mit dem
Ph&anomen der Insulinresistenz abzuleiten ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit geklart
werden.

Es sollte auBerdem untersucht werden, ob das Phanomen der Insulinresistenz
mit einzelnen LCACoA-Spezies in Verbindung gebracht werden kann.

Die Methode zur qualitativen und quantitativen Analyse verschiedener
LCACoA-Spezies wurde im Rahmen dieser Arbeit fur Skelettmuskulatur und Leber
validiert. Fir die Analytik der LCACoA in der Skelettmuskulatur wurde mit dem M.
Longissimus Dorsi (LONG) ein glykolytischer Muskel gewahilt.
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1.4.1.c  Malonyl-CoA

Malonyl-CoA ist der endogene Inhibitor der Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1
(CPT-1), dem Transporter von Fettsduren durch die duBere Mitochondrienmembran.
Die Fettsaureoxidationsrate wird somit von Malonyl-CoA reguliert. Im Rahmen dieser
Studien diente Malonyl-CoA als Marker fir die Lipidoxidation.

1.4.2 Strukturierung der Dissertation

Die Ergebnisse jeder Studie zeigen zunachst bekannte Stoffwechselparameter
unter postabsorptiven Bedingungen (Koérpergewicht, Blutglukose, Insulin,
Triglyzeride, FFS, Ketonkoérper). Es folgen Parameter, die mit Insulinresistenz und
dem Lipidstoffwechsel in Zusammenhang stehen (IMCL, HepCL, Malonyl-CoA,
LCACOoA), oder fir die Validierung der durchgefihrten Methoden (Gesamt-Kreatin
(tCr), Lebergewicht, Glykogengehalt der Leber, Wassergehalt der Leber) erforderlich
waren.

Im Anhang (Kapitel VIII) sind Ergebnisse von Analysen aufgefihrt, die im
Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation oder durch Auftragslabors
durchgefuhrt wurden. Diese Daten beschreiben das Fettsauremuster in
verschiedenen Geweben (Fraktion der FFS im Blut, subkutanes und viszerales
Fettgewebe) und im Futter. Die Daten stellen eine Ergédnzung der LCACoA-Analysen
dar. Sie zeigen die Dynamik der Lipide bei adipozytérer Lipolyse vom Fettgewebe
Uber das Blut hin zu Skelettmuskulatur und Leber.

Weitere im Anhang aufgefihrte Daten dienen der Bestatigung der in der
Literatur beschriebenen Faserzusammensetzung der untersuchten Muskeln. Eine
Charakterisierung der oxidativen Kapazitat ist nach unserem Kenntnisstand fur das
Modell der Zucker Diabetic Fatty (ZDF) -Ratte bisher nicht beschrieben. Die Kenntnis
des Fasertyps ist fir die Interpretation der IMCL-Daten unerlasslich.
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1.4.3 Wichtigste Resultate

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte eine rasche Dynamik des IMCL
nachgewiesen werden. Diese Dynamik war in Abhangigkeit der oxidativen Kapazitat
des untersuchten Muskels unterschiedlich ausgepragt.

Die beobachtete Erhéhung von IMCL bei hohen intravasalen FFS-
Konzentrationen scheint ein protektiver Mechanismus zur Vermeidung hoher
intramyozellularer LCACoA-Konzentrationen zu sein. Dieser Mechanismus scheint
bei insulinresistenten und diabetischen Tieren gestort zu sein.

In der Leber trat eine Erhéhung des HepCL ausschlieBlich bei
insulinresistenten Tieren auf. Der Anstieg der LCACoA-Konzentration unter
postabsorptiven Bedingungen wurde in der Leber nicht verhindert.

Die Diabetespravention mit dem PPAR-a-Agonisten bewirkte die Senkung von
IMCL und HepCL unter gefltterten Bedingungen. Postabsorptiv stiegen beide
Parameter Uberproportional stark an. Trotz dieses Anstiegs konnte die LCACoA-
Konzentration im LONG auf niedrigem Niveau gehalten werden.

Die Analyse der LCACOoA fluhrte zu einem weiteren wichtigen Ergebnis: Die
Konzentration von C16:1 war bei allen obesen ZDF-Ratten erhéht. C16:1 entsteht
ausschlieBlich durch endogene Synthese. Die Hemmung des hierfir bendtigten
Enzyms (Stearoyl-CoA-Desaturase, SCD) wird aktuell als potentielles Zielprotein flr
die Entwicklung neuer antidiabetisch wirksamer Substanzen diskutiert.
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| Material und Methoden

1.1 Versuchstiere
I.1.1 Tiermodelle

Far die Studien wurden méannliche Wistar-Ratten im Alter von 16 Wochen und
mannliche schlanke und obese ZDF-Ratiten im Alter von 8 und 16 Wochen

verwendet.

I.1.1.a Wistar-Ratte

Den Ursprung dieser Tiere stellt die braune Ratte (Rattus norvegicus) dar. Aus
deren Albinoform wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts die Wistar-Ratte gezichtet
(KRINKE, 2000).

Der verwendete Stamm (HsdCpb:WU) wurde von der Firma Harlan
Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Es handelt sich um einen
Auszuchtstamm. Durch die breite genetische Variabilitdt ausgezichteter Tierstdmme
wird die Situation in Humanpopulationen imitiert (KRINKE, 2000).

I1.1.1.b  Zucker Diabetic Fatty-Ratte

Die ZDF-Ratte dient als Tiermodell zur Erforschung des humanen Typ 2
Diabetes.

Den genetischen Hintergrund bildet die Zucker Fatty (ZF) -Ratte, welche als
Tiermodell fur Insulinresistenz und Obesitas verwendet wird. Die ZF-Ratte entstand
spontan bei der Kreuzung von Sherman- und Merck Stamm M Ratten (ZUCKER,
1965). Diese Ratten haben einen Defekt in der extrazellularen Domane des Leptin-
Rezeptors (TAKAYA et al, 1996). Der Defekt dieses ,fa-Gens“ wird autosomal
rezessiv vererbt (KARASIK et al, 1985). Homozygote (fa/fa) Tiere sind hyperphag,
insulinresistent und extrem obese.

Aus einzelnen obesen ZF-Ratten, welche spontan diabetisch waren, wurde die
ZDF-Ratte als Inzuchtstamm herausgezlchtet. Diese Inzuchtlinie war 1985 etabliert
(ZDF/Gmi-fa/fa).
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Das Tiermodell zeigt, ebenso wie der humane Typ 2 Diabetiker, sowohl das
Ph&anomen der Insulinresistenz als auch dessen inadaquate Kompensation durch die
pankreatischen B-Zellen (GRIFFEN et al, 2001).

Zwei unabhéngig voneinander vererbte Defekte sind fir den Phanotyp
verantwortlich: Zum einen liegt bei den obesen Tieren der, auf den ZF-,Background®
zurickzufihrende, Leptinrezeptordefekt vor. Zum anderen zeigen sowohl die
schlanken als auch die obesen ZDF-Ratten einen Defekt in der A2-C1-E1-Region
des Insulin-Genpromotors. Dieser Defekt resultiert in verminderten mRNA-
Konzentrationen. Bei den schlanken Ratten kann der Defekt posttranskriptional
kompensiert werden. Nur die Kombination aus Leptinrezeptordefekt und B-Zell-
Genexpressionsdefekt kann den Phanotyp eines Typ 2 Diabetes hervorrufen
(GRIFFEN et al, 2001).

Méannliche homozygote (fa/fa) Tiere der ZDF-Ratte werden spontan
diabetisch. Ab der 7. Lebenswoche beginnt sich eine Hyperglykdamie zu
manifestieren. Zwischen der 7. und der 12. Lebenswoche zeigen die Tiere erhdhte
Insulinspiegel im Blut. Ab einem Alter von 12 Wochen werden die Tiere
insulindefizient.

Heterozygote Tiere (fa/+) und homozygot schlanke Tiere (+/+) unterscheiden
sich phanotypisch nicht voneinander. Sie sind schlank und insulinsensitiv. Diese
Tiere (+/?) wurden im Rahmen dieser Arbeit als Kontrolltiere verwendet.

Die Tiere wurden von Charles River Laboratories (Wilmington, USA) bezogen.

11.1.2 Haltung der Tiere

Die Versuchstiere wurden paarweise auf Standardeinstreu flir Labortiere in
Makrolonkafigen (GroBe 4) untergebracht. Die Raumtemperatur betrug 20°C bei
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55%. Die Hell-Dunkel-Phasen wechselten in 12-
stiindigem Rhythmus.
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1.1.3 Fltterung der Tiere

Die Tiere wurden ad libitum mit der ,SSNIFF® R/M-H Alleindiat fir Ratten und
M&ause — Haltung® der Firma SSNIFF® (Soest, Deutschland) gefiittert. Das Futter
enthalt 19% Rohprotein, 3% Rohfett, 5,2% Rohfaser sowie 6,7% Rohasche. Die
Versuchstiere hatten stets freien Zugang zu Trinkwasser.

11.2 Testsubstanzen

Zur Pravention von Typ 2 Diabetes wurden verschiedene Substanzen
getestet. Metformin und Rosiglitazon dienten dabei als Referenz fur den PPAR-a-

Agonisten.

11.2.1 Metformin

Metformin (1,1-Dimethyl-Biguanid) zahlt zur Klasse der Biguanide. Die
Substanz wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) als
Reinsubstanz bezogen.

Die Verabreichung erfolgte Uber das Trinkwasser in einer Dosierung von 400
mg / kg KGW und Tag.

11.2.2 PPAR-y-Agonist (Rosiglitazon)

Rosiglitazon, welches sich unter dem Namen Avandia® (GlaxoSmithKline
(MUnchen, Deutschland)) im Handel befindet, wurde in Tablettenform bezogen.

Die Verabreichung erfolgte nach Pulverisieren der Tabletten durch
Einmischung ins Futter in einer Dosierung von 3 mg Rosiglitazon / kg KGW und Tag.

11.2.3 PPAR-o-Agonist

Bei dem getesteten PPAR-a-Agonisten handelt es sich um eine Testsubstanz
der Firma Aventis Pharma Deutschland GmbH.

Die Substanz wurde ebenfalls Uber Einmischung ins Futter verabreicht. Die
Dosierung betrug 1 mg / kg KGW und Tag.
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1.3 Studiendesign

Die durchgeflihrten Studien beinhalteten ein flnftagiges Versuchsprotokoll.
Die Untersuchungen des ersten Tages ergaben Kontrollwerte an gefltterten Tieren.

Nach den Untersuchungen des ersten Tages wurde den Tieren das Futter
entzogen. Die Ratten hatten weiterhin uneingeschrankten Zugang zu Trinkwasser.

Die Untersuchungen an den Tagen 2, 3 und 4 der jeweiligen Studie lieferten
Werte von Tieren, welche seit 24, 48 und 72 Stunden nlchtern waren.

Nach der 72-stindigen postabsorptiven Periode wurde den Tieren Futter ad
libitum angeboten, so dass die Untersuchungen des flunften Versuchstages die
Stoffwechselsituation der Tiere nach 24-stindiger Wiederanfltterung beschrieben.

Alle  Untersuchungen wurden unter Beachtung des Deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

11.3.1 Studie bei 16 Wochen alten Wistar-Ratten (Abb. 11.3-a)

I1.3.1.a  Bestimmung des intrazelluldren Lipidgehaltes mittels 'H-NMR-
Spektroskopie (NMR-Gruppen)

Bei dieser Studie wurden an 5 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils die selben
8 Tiere im Rahmen des oben beschriebenen Versuchsprotokolls untersucht
(intraindividuelle Studie).

Bei weiteren 8 Tieren wurde der Tag-Nacht-Rhythmus 2 Wochen vor
Versuchsbeginn geandert. Den Tieren wurde am Vorabend des Versuches zu
Beginn der Helligkeitsphase die Nahrung entzogen. Da Ratten nachtaktive Tiere sind
und vor allem in Phasen der Dunkelheit Futter aufnehmen, hatten diese Tiere bei
Futterentzug soeben die Zeit der Nahrungsaufnahme hinter sich gebracht. Somit
waren die Ratten bei der Messung am nachsten Vormittag seit 12 h nichtern.

Es wurde der IMCL-Gehalt in TIB, EDL und SOL ermittelt. Bei weiteren 8
Tieren wurde der HepCL-Gehalt mittels 'H-NMR-Spektroskopie gemessen.

Bei den 3 Gruppen erfolgte zu jedem Messzeitpunkt eine Blutentnahme zur
Bestimmung metabolischer Parameter.
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I1.3.1.b  Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und Leber
(Satellitengruppen)

Bei je 8 Tieren je Messzeitpunkt (SAT | und Il) erfolgte unter Isofluran-Narkose
eine terminale Blutentnahme zur Bestimmung metabolischer Parameter. AuBerdem
wurden die Leber, ein Aliquot des LONG und beiderseits TIB, EDL und SOL zur

biochemischen Analyse entnommen (interindividuelle Studie).

11.3.2 Studie bei 8 Wochen alten ZDF-Ratten (Abb. 11.3-b)

I1.3.2.a Bestimmung des intrazelluldren Lipidgehaltes mittels 'H-NMR-
Spektroskopie (NMR-Gruppe)

Diese Studie erfolgte mit je 8 obesen und 8 schlanken ZDF-Ratten. Die Studie
wurde als intraindividuelle Studie durchgefihrt.

Die Tiere durchliefen das 5-tagige Studienprotokoll. Bei beiden Gruppen
wurden taglich der IMCL- (TIB, EDL, SOL) sowie der HepCL-Gehalt bestimmt.

Es erfolgten tagliche Blutentnahmen zur Analyse metabolischer Parameter.

Die genaue Aufstellung der verwendeten Tiergruppen ist der Abb. I1.3-b zu

entnehmen.

I1.3.2.b  Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und Leber
(Satellitengruppe)

Fir die Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und Leber
erfolgte je Messzeitpunkt bei 8 schlanken und 8 obesen Tieren unter Isofluran-
Narkose eine terminale Blutentnahme zur Bestimmung metabolischer Parameter.
AuBerdem wurden die Leber sowie ein Aliquot des LONG und beiderseits TIB, EDL
und SOL entnommen (interindividuelle Studie).
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Studiendesign:
Wistar-Ratten

Versuchstiere:

mannliche Wistar Ratten (HsdCpb:WU)

5-Tage-Studiendesign: geflttert, 12 h postabsorptiv, 24 h postabsorptiv, 48 h postabsorptiv,

72 h postabsorptiv, angefittert

12 h postabsorptiv: umgedrehter Tag-Nacht-Zyklus

NMR-Gruppen:

geflttert, 24 h, 48h, 72h, angefiittert: n=8,

(intraindividuelle Studie) 12 h:n=8

Satellitengruppen:

geflttert (n=8), 12 h (n=8), 24 h (n=8), 48 h (n=8),
8)

(interindividuelle Studie) 72 h (n=8), angefittert (n=

Alter zum Zeitpunkt der
Postabsorptionsstudie: 16 Wochen (O)

Alter (Wochen):

123456789101112131415

NMR-Gruppen

IMCL:
SOL, TIB, EDL

HepCL:

gefittert > angefittert (n=8) QIICD
geflttert > angefiittert (n=8) @p@
12 h (n=8) HepCL+IMCL

Satellitengruppen

I:

Muskelparameter:
tCr
(SOL, TIB, EDL)
Malonyl-CoA
(SOL, TIB, EDL)
LCACOA (LONG)

Leberparameter:
Malonyl-CoA
LCACoA

IH

Leberparameter:
Lebergewicht
Trockenmasse
Glykogen
Trigylzeride

gefiittert > angefittert (n=5x8) Q+D
12 h postabsorptiv (n=8) Q+D

Blutparameter:

Glukose, Insulin, Triglyzeride, FFS, Ketonkdrper

Abb. I1.3-a

Studie bei 16 Wochen alten Wistar-Ratten. Die Abbildung zeigt die

fiir die Messung der verschiedenen Parameter verwendeten Tiergruppen.
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1.3.3 Studie bei 16 Wochen alten ZDF-Ratten (Abb. 11.3-b)

11.3.3.a  Bestimmung des intrazelluldren Lipidgehaltes mittels 'H-NMR-
Spektroskopie (NMR-Gruppe)

Im Rahmen des 5-tagigen Versuchsprotokolls wurden bei 8 schlanken und 8
obesen ZDF-Ratten taglich der IMCL-Gehalt in TIB, EDL und SOL sowie der HepCL-
Gehalt bestimmt.

An jedem der 5 Messzeitpunkte wurde auBerdem eine Blutentnahme zur
Analyse metabolischer Plasmaparameter durchgefihrt.

Die genaue Einteilung der verwendeten Tiergruppen ist Abb. 11.3.b zu

entnehmen.

11.3.3.b  Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und Leber
(Satellitengruppe)

Bei einer Gruppe von je 8 schlanken und 8 obesen ZDF-Ratten erfolgte unter
Isofluran-Narkose eine terminale Blutentnahme zur Bestimmung metabolischer
Parameter. Bei diesen Tieren wurden auBerdem die Leber sowie ein Aliquot des
LONG und beidseitig TIB, EDL und SOL enthommen.
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Studiendesign:

ZDF-Ratten (unbehandelte Kontrolle)

Versuchstiere:

méannliche schlanke (—) und obese (==) ZDF Ratten (+/?, fa/fa Gmi)

5-Tage-Studiendesign: gefittert, 24 h postabsorptiv, 48 h postabsorptiv, 72 h postabsorptiv,

NMR-Gruppen:

angefttert
geflttert, 24 h, 48h, 72h, angefittert: n=8,

(intraindividuelle Studie)

Satellitengruppen: gefittert (n=8), 24 h (n=8), 48 h (n=8), 72 h (n=8), angefuttert (n=8)
(interindividuelle Studie)

Alter zum Zeitpunkt der
Postabsorptionsstudie: 8 und 16 Wochen (O)

Alter (Wochen):

®

12345679101112131415

NMR-Gruppen
(IMCL; HepCL)

gefittert > angefittert (n=8

!

IMCL: efuttert > angefittert (n=8 -

SOL, TIB, EDL E : ( ) @

HepCL: gefittert > angefittert (n=8) @
geflttert > angefiittert (n=8 HepCL+I@ @epCL
gefuttert > angefittert (n=8) QIICL

Satellitengruppen
(SAT)

Muskelparameter:
tCr

(SOL, TIB, EDL)
Malonyl-CoA
(SOL, TIB, EDL)
LCACOA (LONG)

Leberparameter:
Malonyl-CoA
LCACoA

geflttert > angefittert (n=5x8)

geflttert > angefittert (n=5x8)

geflttert > angefittert (n=5x8)

geflttert > angeflttert (n=5x8)

Blutparameter:
(NMR- und
Satellitengruppen)

Glukose, Insulin, Triglyzeride, FFS, Ketonkorper

Abb. 11.3-b Studie bei 8 und 16 Wochen alten ZDF-Ratten. Die Abbildung zeigt
die fir die Messung der verschiedenen Parameter verwendeten
Tiergruppen.
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11.3.4 Behandlung von ZDF-Ratten mit Antidiabetika (Abb. 11.3-c)

Je 8 obese ZDF-Ratten wurden, beginnend im Alter von sechs Wochen, mit
Metformin in einer Dosierung von 400 mg / kg Kdérpergewicht (KGW) / Tag; mit
Rosiglitazon in einer Dosierung von 3 mg / kg KGW / Tag oder mit einem PPAR-a-
Agonisten, in einer Dosierung von 1 mg / kg KGW / Tag, behandelt.

Metformin wurde Uber das Trinkwasser, die beiden anderen Substanzen durch
Einmischung ins Futter verabreicht.

Als Kontrollgruppe dienten 8 unbehandelte, obese ZDF-Ratten.

I1.3.4.a  Monitoring

Die Tiere wurden einmal wochentlich gewogen. Weiterhin wurde der Futter-
und der Wasserverbrauch pro Tier und 24 Stunden einmal pro Woche bestimmt.

In 2-wdchigem Abstand wurde den Tieren Blut aus der Schwanzspitze zur
Bestimmung von Blutglukose und Glykoh&dmogloblin (HbA1c) enthommen.

Im Abstand von 4 Wochen wurde den Tieren Blut zur Bestimmung der
Serumkonzentrationen von Insulin, Triglyzeriden, Ketonkdrpern sowie der FFS aus

dem sternalen Venenplexus entnommen.

11.3.4.b  Bestimmung des Kérperfettanteils

Im Alter von 12 Wochen wurde bei den Tieren der Kérperfettanteil mittels 'H-

NMR-Spektroskopie bestimmt.

I1.3.4.c  Bestimmung von Malonyl-CoA und LCACoA

Im Alter von 18 Wochen wurden die Tiere nach einer 24-stiindigen
postabsorptiven Phase getotet.

Es wurden die Leber zur Bestimmung von Malonyl-CoA und der LCACoA
sowie ein Aliquot des LONG zur Bestimmung der LCACoA entnommen.
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Studiendesign:
ZDF-Ratten (behandelt mit Antidiabetika)

Versuchstiere: mannliche obese ZDF Ratten (fa/fa Gmi)
5-Tage-Studiendesign: gefittert, 24 h postabsorptiv, 48 h postabsorptiv, 72 h postabsorptiv,
angeflttert
NMR-Gruppen: Rosiglitazon (3mg/kg/Tag oral im Futter):
(intraindividuelle Studie) geflttert, 24 h, 48h, 72h, angefittert: n=8

PPAR-Agonist (1mg/kg/Tag im Futter):
geflttert, 24 h, 48h, 72h, angefittert: n=8
Metformin (400mg/kg/Tag im Trinkwasser):
geflttert, 24 h, 48h, 72h, angefittert: n=8
Kontrollgruppe: Kontrolle (obese ZDF unbehandelt): n=8
(intraindividuelle Studie) gefuttert, 24 h, 48h, 72h, angefittert: n=8,
Alter zum Zeitpunkt der
Postabsorptionsstudie: 8 und 16 Wochen (Q)

Alter 12345679101112131415 17 18
(Wochen):

T T i)

Beginn der Korperfett- Organentnahme
Behandlung messung (24 h gehungert)

Monitoring: glfjtrt%?rguiv;k\:lcte’lsser- ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ

verbrauch:
(NMR- und Blutentnahme

Kontrollgruppe) Glucose + HBA1c: ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
Serumparameter: ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ

NMR-Gruppen
IMCL:

SOL, TiB, EDL gefiittert > angefittert PPAR-Agonist
HepClL:

Kontroligruppe gefiittert > angefiittert postabsstabs.

%
;

geflttert > angefitte Rosiglitazon

é
é

geflttert > angefittert

.é

e

Blutparameter: Glukose, Insulin, Triglyzeride, FFS, Ketonkorper
(NMR- und

Kontrollgruppe)

Organparameter:  Leber: Malonyl-CoA und LCACoA

(NMR- und LONG: LCACoA

Kontrollgruppe)

Abb. I1.3-¢c Studie bei 8 und 16 Wochen alten behandelten, obesen ZDF-
Ratten. Die Abbildung zeigt die fiir die Messung der verschiedenen
Parameter verwendeten Tiergruppen (postabs.: postabsorptive Phase).
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1.3.5 Postabsorptions-Studie bei ZDF-Ratten unter Behandlung mit
Antidiabetika (Abb. 11.3-c)

Diese Studie wurde mit den behandelten Tieren aus Studie 11.3.4 im Alter von
8 sowie im Alter von 16 Wochen durchgeflhrt.

Die Verabreichung der jeweiligen Substanz erfolgte wahrend der
postabsorptiven Phase Uber eine Magen-Schlund-Sonde (Knopfkanule, Acufirm,
Dreieich, Deutschland) in einer Suspension mit 1%iger Tylosel6sung
(Methylcellulose, Fluka AG, Buchs, Schweiz).

11.3.5.a Bestimmung des intrazelluldren Lipidgehaltes mittels
'H-NMR-Spektroskopie

IMCL in TIB, EDL und SOL sowie der HepCL-Gehalt wurden im Rahmen des
funftagigen Versuchsprotokolls taglich bestimmit.

Bei den Tieren wurde t&glich eine Blutentnahme zur Bestimmung
metabolischer Parameter im Serum durchgeflhrt.

Als unbehandelte Kontrollgruppen dienten die Tiere aus Studie 11.3.2 und
11.3.3.

1.4 Bestimmung der Stoffwechselparameter im Blut

Die Analysen der Stoffwechselparameter im Blut wurden von den Mitarbeitern
des biochemischen Analyselabors der Aventis Pharma Deutschland GmbH unter
Leitung von Dr. Gabriele Biemer-Daub sowie von den Mitarbeitern des
pharmakologischen Labors der Disease Group (DG) ,Metabolic Diseases“ der
Aventis Pharma Deutschland GmbH unter Leitung von Prof. Dr. Jirgen Sandow
durchgefahrt.

Die Blutentnahmen far die Analysen erfolgten entweder aus der
Schwanzspitze (Glukose, HbA1c) oder durch Punktion des sternalen Venenplexus
(Insulin, Triglyzeride, FFS, Ketonkdrper).

Die Entnahme aus der Schwanzspitze erfolgte nach Stichinzision mit
volumenbegrenzten Einmal-Mikropipetten (Firma Brand, Wertheim, Deutschland).

Die Punktion des sternalen Venenplexus wurde am narkotisierten Tier (2,5
Vol.-% Isofluran (Firma Baxter) in einem O, / NoO-Gemisch im Verhaltnis 1:2)
durchgefihrt. Zur Entnahme wurden Einmalkandlen (0,6 x 25; Firma Henke-Sass,

29



Material und Methoden

Wolf GmbH, Tuttlingen, Deutschland) mit aufgesetzter 1 ml-Spritze (Firma Codan
Medical ApS, Rodby, Danemark) verwendet. Es wurden jeweils 0,5 - 0,7 ml Blut
entnommen, in Serum-Gel-ProbengefaBe (1,3 ml; Firma Sarstedt, Nirmbrecht,
Deutschland) tberfihrt und abzentrifugiert (5 min bei 4°C und 2800 x g (Heraeus
Biofuge fresco, Firma Kendro)).

11.4.1 Parameter des Glukosestoffwechsels

Fir die Glukosebestimmung wurden 10 pl Vollblut mit einer Digitoninlésung
1:50 verdinnt. Die Digitoninlésung bestand aus 100 mg Digitonin und 100 mg
Maleinimid (beide Firma Merck, Darmstadt, Deutschland) in 1000 ml Aqua bidest.
Die Analyse erfolgte mit dem Test-Kit ,Gluco-Quant®™ (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) in einem ,Epos 5060“Analyzer (Firma Eppendorf,
Hamburg, Deutschland). Dieser enzymatische Test basiert auf der HK-Reaktion. Das
entstehende NADPH (Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat) wird photometrisch
bestimmt.

Der HbA1c ist der Anteil von glykosyliertem Hamoglobin am
Gesamthamoglobin. Er korreliert positiv mit dem mittleren Blutglukosespiegel der
letzten 6 — 8 Wochen (beim Menschen) und stellt den wichtigsten Parameter der
Diabetes-Therapiekontrolle dar (STETTLER et al, 2000). Die Analyse wurde aus
einer 1:100-Verdinnung mit ,Hemolyzing Reagent® zur HbA1c-Bestimmung (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgeflihrt. Sie erfolgte mit einem
,Roche / Hitachi 912 —Analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland). Als Test-Kit wurde ,Tina-quant®™ (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) verwendet. Der Test basiert auf einer Antigen-
Antikorperreaktion. Photometrisch detektiert wird dabei ein unldslicher Komplex aus
Uberschissigen Antikérpern und zugesetztem Polyhapten dber Turbidimetrie
(Tribungsmessung). Die Gesamt-Hamoglobinkonzentration wird bichromatisch
bestimmt.

Die Insulinbestimmung erfolgte mit einem Radioimmunoassay (RIA) mit

»oensitive Rat Insulin Ria Kit“ (Firma Linco Research Inc., St. Charles, USA).
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11.4.2 Parameter des Lipidstoffwechsels

Die Analysen von Triglyzeriden, FFS und Ketonkdrpern wurden mit einem
,Roche / Hitachi 912 —Analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) durchgefuhrt.

Die Bestimmung der Triglyzeride erfolgte mit dem ,TG GPO-PAP“ Test-Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Es handelt sich dabei um
einen enzymatischen in-vitro-Test.

Die FFS wurden mit dem ,NEFA C* (Wako Chemicals, Neuss, Deutschland),
einem enzymatischen Farbtest, analysiert.

Far die Analyse der Ketonkdrper wurde der ,Autokit Total Ketone Bodies*
(Wako Chemicals, Neuss, Deutschland) verwendet. Es handelt sich dabei um einen
in-vitro-Assay zur photometrischen Bestimmung der Gesamt-Ketonkérper als
Summe aus Acetoacetat und Hydroxybutyrat (HO-Butyrat). Zur Messung von HO-
Butyrat wurde der ,Autokit 3-HB* (Wako Chemicals, Neuss, Deutschland) verwendet.
Bei diesem Test handelt es sich ebenfalls um einen photometrischen in-vitro-Assay.
Die Konzentration von Acetoacetat ergibt sich aus der Differenz von Gesamt-
Ketonkdérpern und HO-Butyrat.

1.5 Bestimmung der Stoffwechselparameter in
Skelettmuskulatur und Leber

11.5.1 'H-NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektroskopie (Protonenmagnetresonanzspektroskopie)
ermoglicht es, Stoffwechselvorgange in vivo zu beobachten.

Mit Hilfe volumenselektiver Sequenzen ist es maoglich,
Metabolitenkonzentrationen isoliert in dem fur den Untersucher interessanten
Bereich eines Organs zu ermitteln.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe dieser Technik die Konzentration
intrazellularer, nicht-adipozytarer Lipide bestimmt.

Fir die Messungen wurden die Tiere mit 2 Vol.-% Isofluran in einem Gemisch
aus Oo/ N>O im Verhaltnis 1:2 narkotisiert. Die Narkose wurde in einem halboffenen
System (,Titus®, Firma Dréager, LUbeck, Deutschland) mit einer Narkosemaske
durchgefihrt. Die Narkoselberwachung erfolgte durch Kontrolle der Atemfrequenz
mit einem Atemmonitor (Physioguard, Firma Bruker Biospin GmbH, Ettlingen,
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Deutschland). Die im Studiendesign vorgesehene Blutentnahme wurde vor der
jeweiligen Messung durchgefihrt. Wahrend den Messungen wurde ein Absinken der

Kérpertemperatur durch eine Warmematte verhindert.

I1.5.1.a  Messung intramyozellulérer Lipide

Die IMCL-Messung erfolgte mit einem 7 Tesla (T) Magneten der Firma Bruker
Biospin GmbH (Ettlingen, Deutschland) {ber in-vivo-'H-NMR-Spektroskopie
(KUHLMANN et al, 2003). Die Anregung erfolgte durch einen von einem Resonator
ausgesendeten  Hochfrequenzpuls. Das Signal wurde mit Hilfe einer
Oberflachenspule detektiert.

Die Messungen erfolgten an der rechten HintergliedmaBe. Das Bein wurde so
positioniert, dass der Faserverlauf der Unterschenkelmuskulatur parallel zur Richtung
des Magnetfeldes By verlief. Der Unterschenkel kam dabei im Zentrum des
Magneten und der Oberflachenspule zu liegen. Die Positionierung des Beines
entsprechend dem Verlauf der Muskelfasern ist essentiell, um eine mdglichst groBe
Frequenzverschiebung zwischen adipozytarem, extramyozelluldarem Lipid (EMCL)
und IMCL zu erreichen: Diese Frequenzverschiebung entsteht aufgrund der
unterschiedlichen geometrischen Anordnung beider Lipidkompartimente: Wahrend
das adipozytdare EMCL parallel zur Muskelfaser liegt, findet man das IMCL in Form
kleiner Lipid-Droplets vor. Damit ist die EMCL-Signalfrequenz abhangig von der
Ausrichtung im Magnetfeld. Die IMCL-Frequenz ist dagegen aufgrund der
sphéarischen Struktur der Droplets richtungsunabhangig. Eine optimale Trennung
beider Lipidkompartimente ist erreicht, wenn der Faserverlauf der Muskulatur parallel
zum Magnetfeld verluft.

Far die Positionsbilder wurde eine Spin-Echo-Sequenz gewahlt. Die Detektion
des Signals erfolgte nach einer Echozeit (TE) von 13 ms. Die Repetitionszeit (TR)
betrug 500 ms. Es wurden je 1 Aufnahme in der Koronar- (xz-) und der Sagittalebene
(yz-Ebene) sowie 4 Aufnahmen in der Transversalebene (xy-Ebene) erstellt. Der
Abstand zwischen den Aufnahmen in der Transversalebene betrug 3 mm, die
Schichtdicke der Aufnahmen 1,5 mm. Die Auflésung der Aufnahmen betrug 200 um /
Pixel bei einem Field of View (FOV, Gesichtsfeld) von 5 x 5 cm. (Abb. 11.5.1.a).

Nach Aufnahme des Positionsbildes wurden nun nacheinander Spektren des
TIB, EDL sowie des SOL erstellt. Der TIB stellt dabei den ,fast-twitch glykolytischen®
Muskeltyp dar, wahrend der SOL den oxidativen ,slow-twitch“ Muskel reprasentiert
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(ARMSTRONG et al, 1984). Die oxidative Kapazitat des EDL liegt zwischen den
beiden anderen Muskeltypen (ARMSTRONG et al, 1984).

. B

Abb. Il.5.1.a Positionierung des Voxels fiir die NMR-Spektroskopie.
A: Positionsbild in der Koronarebene (dient der Auswahl des Querschnitts auf
optimaler Héhe des Unterschenkels)
B: Positionsbild in der Sagittalebene
C: Positionsbild in der Transversalebene (dient der Positionierung des Voxels
im Muskel)
SOL: M. Soleus; EDL: M. Extensor Digitorum Longus; TIB: M. Tibialis Anterior

Das Voxel wurde im Zentrum eines jeden Muskels positioniert, um stérende
Signale des umgebenden adipozytaren Fettes zu vermeiden. Das verwendete Voxel
hatte eine Kantenlange von 1,6 x 1,6 x 3,2 mm. Zur Messung wurde eine sogenannte
PRESS-Sequenz (Point-Resolved Volume Selective Spectroscopy) (BOTTOMLEY,
1987) verwendet. Wasser stellt den Hauptbestandteil von Muskelgewebe dar. Dieser
Peak wirde das deutlich kleinere Kreatinsignal, welches als Referenz verwendet
wurde, Uberdecken. Daher wurden, zur Unterdriickung des Wassers, der PRESS-
Sequenz 3 CHESS-Pulse (Chemical-Shift Selective) vorgeschaltet. Die TE-Zeit
betrug 17 ms, die TR-Zeit 1 s. Insgesamt wurden pro Spektrum 512 FID’s (Free
Induction Decay, freier Induktionsabfall) aufaddiert. Die Spektralweite fir die
Detektion betrug 5000 Hz.
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11.5.1.b  Messung hepatozelluldrer Lipide

Die HepCL-Messung erfolgte nach KUHLMANN et al (2003) Uber
volumenselektive 'H-Spektroskopie an der narkotisierten Ratte. Da die Leber sich
infolge der Atmung in standiger Bewegung befindet, wurde, um Bewegungsartefakte
zu vermeiden, eine Triggerung auf die Atemfrequenz vorgenommen. Dies erfolgte
mit dem Physioguard Atemmonitor der Firma Bruker Biospin GmbH.

Die Versuchstiere wurden flr die Messungen in Bauchlage so fixiert, dass die
Leber auf der Empfangsspule zu liegen kam.

Das Positionsbild wurde entsprechend dem der Muskulatur erstellt. Die
Kantenléange fur das Voxel betrug 2,5 x 2,5 x 2,5 mm.

Das Spektrum wurde mit der PRESS-Sequenz mit folgenden Messparametern
aufgenommen: Die TE-Zeit betrug 25 ms, die TR-Zeit wurde auf mindestens 1 s
festgelegt. Da bei diesen Messungen Wasser als Referenzsignal herangezogen
wurde, erfolgten die Messungen ohne Wasserunterdriickung. 128 FID’s wurden
aufaddiert. Die Spektralweite betrug 5000 Hz.

I1.5.1.c  Bestimmung des Kérperfettanteils

Der Korperfettanteil wurde durch  nicht-volumenselektive  'H-NMR-
Spektroskopie (nach MYSTKOWSKI et al 2000) mit einem 4,7 T Magneten der Firma
Bruker Biospin GmbH (Ettlingen, Deutschland) ermittelt.

Die narkotisierten Tiere wurden in Seitenlage so fixiert, dass der Kérper auf
einer moglichst kleinen Flache zu liegen kam.

Die Spektren (Abb. 11.5.1.c) wurden mit der ONEPULSE-Sequenz (Firma
Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Deutschland) durch Aufnahme des globalen FID-
Signals erstellt. Dabei wurde eine TR-Zeit von 3 s gewahlt. Je Spektrum wurden 16
FID’s aufaddiert. Die Spektralweite betrug 6000 Hz.
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Wasser

Fett

Abb. 11.5.1.c Spektrum fiir die Bestimmung des Korperfettanteils.

11.5.2 Biochemische Parameter

11.5.2.1 Organentnahme

Die Tiere wurden fur die Organentnahme zur Bestimmung der biochemischen
Stoffwechselparameter mit 4 % Isofluran (Baxter®) in einem Gemisch aus O,/ NoO
im Verhéltnis 1:2 in einem halboffenen Narkosesystem (,Titus“, Firma Drager,
Libeck, Deutschland) mit Narkosemaske andasthesiert. Nach Er6ffnen der
Bauchhéhle mit einer chirurgischen Schere wurden die Tiere durch Blutentzug aus
der Aorta getotet.

Sodann wurden, unter Zuhilfenahme einer anatomischen Pinzette und einer
chirurgischen Schere, 2 ca. 1 g schwere Stlcke der Leber entnommen und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Danach erfolgte von lateral die Praparation des
LONG. Im Lendenwirbelbereich wurde der Muskel von umgebendem Fett befreit und
ein ca. 1 g schweres Aliquot entnommen. Der Unterschenkel des rechten Beines
wurde mit einem Skalpell enthdutet. Sodann wurde der SOL unter Zuhilfenahme
einer gebogenen anatomischen Mikropinzette von lateral aus der Tiefe
herausprapariert und abgesetzt. Der TIB, sowie der nach seiner Entfernung
freiliegende EDL, wurde entnommen. AnschlieBend wurden die entsprechenden
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Muskeln der linken Hintergliedmasse herausprapariert (Operationsbesteck der Firma
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland).

Die entnommenen Organe wurden direkt nach der Entnahme in flissigem
Stickstoff (-196 °C) schockgefroren und bis zur Analyse bei —80°C aufbewabhrt.

Die Lebern der Wistar-Ratten aus der Gruppe ,SAT II* wurden in toto
entnommen und gewogen. 3 ca. 1 g schwere Stlicke wurden zur Bestimmung des
Wasseranteils, des Glykogen- und des Triglyzeridgehaltes in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

[1.L5.2.2 HPLC-Analytik

Mit der Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) wurden tCr und Malonyl-CoA bestimmt sowie die
Analyse der LCACOA durchgefuhrt.

Das chromatographische Verfahren stellt eine  Sonderform  der
Saulenchromatographie dar. Im Gegensatz zur klassischen Sdulenchromatographie
wird bei der HPLC die mobile Phase unter hohem Druck durch die Saule, welche die
stationare Phase enthalt, gepumpt. Dies ermoglicht eine, gegentber der
herkdbmmlichen Saulenchromatographie, deutlich verminderte Analysenzeit.

Bei der HPLC lassen sich verschiedene Trennmechanismen unterscheiden.
Die hier angewendete ,Reversed Phase“ (RP, Umkehrphase) Chromatographie
basiert auf der unterschiedlichen Léslichkeit der Probenbestandteile in mobiler und
stationarer Phase. Bei der Umkehrphasenchromatographie ist, im Gegensatz zur
Normalphasenchromatographie, die mobile Phase polarer als die stationare Phase.
Die Trennung der Proben erfolgt somit aufgrund ihrer Polaritat, wobei polare
Probenbestandteile zuerst eluiert werden.

Eine HPLC-Anlage ist aus folgenden Teilen aufgebaut: Einem Vorratsbehalter
fir die mobile Phase, einem Gerat zur Entgasung der mobilen Phase (Degasser),
einem Autosampler zur Aufbewahrung der Proben, einer Einspritzeinheit, einer
Saule, einem Detektor sowie einem Computer zur Umrechnung der detektierten
Signale.

Die Analysen wurden mit einer ,Waters Alliance 2690“ HPLC-Anlage (Firma
Waters, Eschborn, Deutschland) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit dem UV-
Detektor ,Waters 2487“ (Firma Waters, Eschborn, Deutschland). Zur Auswertung

36



Material und Methoden

wurde das Softwareprogramm ,Waters Millennium®, Version 3.20, Software
Chromatographic Manager” (Firma Waters, Eschborn, Deutschland) verwendet.

Alle far die Analysen und die Aufarbeitung verwendeten Chemikalien wurden,
soweit im Text nicht anders angefihrt, von der Firma Riedel de Haen, Seelze,
Deutschland bezogen. Die Pipetten stammten von der Firma Eppendorf, Hamburg,
Deutschland.

11.5.2.2.a Bestimmung von tCr

Die Analyse von tCr wurde von den Mitarbeitern des biochemischen
Analysenlabors der Abteilung Lead Optimization (LO) ,Biomarker unter Leitung von
Dr. Martin Gerl / DI Manfred Quint der Aventis Pharma Deutschland GmbH
durchgeflhrt.

Der tCr-Gehalt wurde im TIB, im EDL und im SOL bestimmt.

Die gefriergetrockneten Muskeln wurden homogenisiert. Nach Zentrifugation
wurde der Uberstand mit MilliQ-Wasser (Wasserreinigungssystem der Firma
Millipore, Billerica, USA) verdinnt und auf die HPLC-Saule aufgetragen. Die
Trennung erfolgte durch eine Kationenchromatographie in Anlehnung an eine
Methode von YOKOYAMA et al (2000).

11.5.2.2.b Bestimmung von Malonyl-CoA

Die Analyse von Malonyl-CoA wurde von den Mitarbeitern des biochemischen
Analysenlabors der Abteilung Lead Optimization (LO) ,Biomarker* unter Leitung von
Dr. Martin Gerl / DI Manfred Quint der Aventis Pharma Deutschland GmbH
durchgefahrt.

Die Analyse des Malonyl-CoA-Gehaltes erfolgte in der Leber sowie in TIB,
SOL und EDL.

Ein Aliquot des gefrorenen Gewebes wurde in Perchlorsdure homogenisiert
und danach zentrifugiert (modifizierte Methode von ODLAND et al, 1996). Der
Uberstand wurde durch eine Festphasenextraktion gereinigt und aufkonzentriert.

Die HPLC-Analyse wurde mit einem modifizierten Verfahren von SADDICK et
al (1993) durchgefihrt.
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11.5.2.2.c Bestimmung der LCACOA

Die LCACoA wurden im LONG, einem glykolytischen Muskel, und in der Leber
bestimmt. Im Muskelgewebe wurde dabei Palmitoyl-CoA (C16:0), Palmitoleoyl-CoA
(C16:1), Oleoyl-CoA (C18:1) sowie die Summe aus Linoleoyl-CoA (C18:2) und
Arachidonoyl-CoA (C20:4) analysiert. In der Leber wurden Palmitoyl-CoA (C16:0),
Palmitoleoyl-CoA (C16:1), Stearoyl-CoA (C18:0), Oleoyl-CoA (C18:1), Linoleoyl-CoA
(C18:2) sowie Arachidonoyl-CoA (C20:4) bestimmt.

Fir diese Analysen wurde das von DEUTSCH et al (1994) verdffentlichte
Verfahren zur Bestimmung der LCACoA's im Gehirn auf die Untersuchung von
Skelettmuskel- und Lebergewebe adaptiert.

Das gefriergetrocknete Gewebe wurde in saurem Medium homogenisiert und
nach Neutralisation extrahiert. Nach Abzentrifugieren der Festbestandteile und
Verdinnung der Probe erfolgte eine Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction,
SPE) zur Aufkonzentrierung und Reinigung. Danach wurde die Probe auf die HPLC-
Saule aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde eine Eichkurve fir jede der zu
messenden aktivierten Fettsduren erstellt. Um schwankende Extraktionsraten zu
korrigieren, wurde vor der Homogenisation Heptadecanoyl-CoA (C17:0) als interner
Standard (DEUTSCH et al, 1994; MANGINO et al, 1992; ROSENDAL et al, 1992)
zugefugt.

Probenaufarbeitung

Das Gewebe wurde fir 16 Stunden in einer Gefriertrocknungsanlage (Firma
Christ, Osterode, Deutschland, Vakuumpumpe Firma Vacuubrand, Wertheim,
Deutschland) lyophilisiert. Zu einem Aliquot von 100 mg (+ 5 mg) im Falle des LONG
bzw. 50 mg (+ 5 mg) im Falle der Leber wurden 2 ml einer 100 mM
Kaliumdihydrogenphosphatlésung (KH2PO4) (pH 2) gegeben. Der Probe wurde
weiterhin 20 pl einer 100 pM wassrigen Lésung des internen Standards zugeflgt.
AnschlieBend folgte die Homogenisation der Probe mit einem Ultra-Turrax. Danach
wurde die Probe mit 200 pl einer 4,5 %-igen Kaliumhydroxidlésung (KOH) versetzt.
Es wurden sodann 2 ml 2-Propanol, 0,25 ml gesattigte Ammoniumsulfatlésung
((NH4)2SO4) sowie 4 ml ACN zugeflgt.

Es folgte eine 15 min andauernde Extraktionsphase in einem Drehschittler
(Firma Heidolph, Kelkheim, Deutschland). Nach dieser Zeit wurden die
Festbestandteile bei 2800 x g fur 5 min abzentrifugiert (Kendro Laborprodukte
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GmbH; Hanau, Deutschland). Der Uberstand wurde mit einer 100 mM KHoPO,-
Lésung (pH 4,9) 1:2 verdinnt.

Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion erfolgte mit Bond Elut PPL-S&ulen (100 mg, 3 ml;
Varian, Darmstadt, Deutschland). Die Saulen wurden mit 5 ml ACN und 2 ml einer 25
mM KH2PO4-Lésung (pH 4,9) konditioniert. Nach der Konditionierung erfolgte das
Auftragen der Proben. Die Saulen wurden mit 4 ml einer 25 mM KH,PO4-Lésung (pH
4,9) gewaschen und die Proben mit 1 ml einer, aus 40% 100 mM KH>PO,4 und 60 %
ACN bestehenden, Lésung eluiert. Mit Ausnahme von der Probenelution wurden die
jeweiligen Flissigkeiten in einer Vakuumkammer (Chromabond® fiir 12 S&ulen,
Machery-Nagel, Duren, Deutschland) mit einem Unterdruck von -15 kPa
(Vakuumpumpe Firma Greiffenberger Antriebstechnik Markiredwitz, Deutschland)
durch die Saulen gesaugt.

HPLC-Analyse

Ein Aliquot von 30 pl des erhaltenen Eluats wurden auf die HPLC-Saule
aufgetragen.

Es wurde eine Synergi hydro Saule (150 x 0,3 mm; 4 u) (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland) verwendet. Die Messung wurde unter isothermen
Bedingungen bei 40°C S&ulentemperatur durchgefihrt. Die Detektion erfolgte bei
einer Wellenlange von 260 nm. Die mobile Phase setzte sich im Falle der
Muskelproben aus einer 25 mM KH,PO4-Lésung, pH 4,9 (L6sung A) sowie 100%
ACN (Lésung B) zusammen. Fir die Analyse der Leberproben wurde mit 100%igem
Methanol (Lésung C) eine dritte mobile Phase eingesetzt.

Das Gradientensystem setzte sich wie folgt zusammen: Bei der Analyse der
Skelettmuskelproben wurde mit einem Verhéltnis 70:30 von Lésung A zu Lésung B
gestartet. In einem Zeitraum von 30 min wurde dieses Verhaltnis auf 30% Lésung A
und 70% Lésung B umgedreht. Die Flussrate betrug dabei 0,4 ml / min. Nach Ablauf
dieser 30 min wurde die Flussrate auf 0,5 ml / min heraufgesetzt und der Gradient
innerhalb einer Minute wieder auf die Ausgangsbedingungen gebracht. Es folgte eine
13 min andauernde isokratische Phase bei den beschriebenen Bedingungen (Abb.
[1.5.2.2-c). Vor Auftragen der nachsten Probe wurde die Flussrate wieder auf die
anfanglichen 0,4 ml / min reduziert. Bei der oben beschriebenen Methode kam es zur
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Koelution von Linoleoyl-CoA (C18:2) und Arachidonoyl-CoA (C20:4) (DEUTSCH et
al, 1994). Stearoyl-CoA (C18:0) konnte nicht quantifiziert werden. Aus diesem Grund

wurde der Gradient fur die Analyse der Leberproben modifiziert.

250
225
20,0
175
150

2 125

E
100 | .

50 |

25

0,0 g

2,5

70

C12:0
C17:0

% Acetonitril

0 5 10 15 20 25 30 35 40 4510
Minutes

Abb. 11.5.2.2-c  Analyse der LCACoA im Skelettmuskel.
Linke y-Achse: Peakh6he (mAU; arbitrary unit)
Rechte y-Achse: ACN-Anteil an der mobilen Phase
(Die mittellangkettigen CoA’s C12:0 und C14:0 wurden nicht in die Auswertung
einbezogen; C18:0 war nicht reproduzierbar zu quantifizieren)

Fir die Analyse der Leberproben wurde Lésung C Uber den gesamten
Analysenzeitraum hinweg konstant bei 30 % gehalten. Lésung A wurde innerhalb
von 30 min von zunachst 40 % auf 20 % reduziert. Dagegen wurde der Anteil von
L6sung B in diesem Zeitraum von 30 % auf dann 50 % erhOht. Die Analyse der
Leberproben erfolgte bei konstanter Flussrate von 0,5 ml / min. Die Rickkehr zu den
Ausgangsbedingungen erfolgte flr die Leberproben analog zur Analyse in der

Skelettmuskulatur.
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Retentionszeiten

Es wurden folgende Retentionszeiten ermittelt (Tab. 11.5.2.2.c-1):

LONG Leber
LCACoA Retentionszeit | LCACOA Retentionszeit
(min) (min)

C16:1 18,0 C16:1 12,4
C20:4 14,0

C18:2 + C20:4 194 C182 14.6

C16:0 21,0 C16:0 17,8

C18:1 21,9 C18:1 19,1

C17:0 23,2 C17:0 21,4
C18:0 25,1

Tab. 11.5.2.2.c-1 Retentionszeiten bei der Analyse der LCACoA im M. Longissimus
Dorsi (LONG) und in der Leber.

Kalibrierung

Die Eichkurven wurden aus einer wassrigen Stammlésung, welche die
einzelnen CoA’s in einer Konzentration von 100 umol / | enthielt, erstellt. Die CoA’s
wurden flr die Kalibrierung als Lithiumsalz zugesetzt (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland). Es wurden 1 pul, 2 pl, 5 ul, 10 pl sowie 20 pl der Stammlésung zu den
vorgelegten 2 ml KH,PO4 hinzugeflgt. Vor der HPLC-Analyse wurden alle bei der
Organaufarbeitung beschriebenen Schritte der Extraktion und Reinigung

durchgeflihrt. Die Kalibrierung erfolgte als Doppelbestimmung.

Linearitat

Die Linearitat wurde in Pufferlésung sowie im zu untersuchenden Gewebe
unter Aufstockung mit den Standardlésungen bestimmt (Tab. 11.5.2.2.c-2). Zur
Bestimmung der Linearitét in Pufferldsung wurden die Eichkurven herangezogen.
Den Muskelproben wurden vor der Aufarbeitung O pl, 1 pl, 2ul, 5 pl, 10ul und 20pl
einer 100 uM Lésung aller zu messenden CoA’s zugesetzt. Die Leberproben wurden
mit O pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl und 40 pl einer Stammlésung mit folgenden
Konzentrationen versetzt: C18:2: 400 uM; C18:0: 40 uM; alle tbrigen CoA’s: 100 uM.
Die Linearitatsbestimmung wurde als Doppelbestimmung durchgefihrt. Die
Steigungen der Geraden aus den Aufstockungen im Gewebe unterschieden sich nur

geringflgig von denen in Pufferldsung.
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LONG Leber

r? r? r? r?
LCACOA Muskelaufstockung | Pufferlésung LCACoA Leberaufstockung Pufferldsung
C16:0 0,9974 0,9995 C16:0 0,9990 0,9974
C16:1 0,9994 0,9997 C16:1 0,9974 0,9971

C18:0 0,9964 0,9987

C18:1 0.9972 0,9996 C18:1 0,9983 0,9972
C18:2 + C18:2 0,9982 0,9911
C20:4 0.9978 0.9996  ["c50.4 0,9930 0,9972

Tab. 1.5.2.2.c-2 Linearitdt bei der Analyse der LCACoA im M. Longissimus Dorsi
(LONG) und in der Leber (r*: Regressionskoeffizient).

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit (Tab. 11.5.2.2.c-3) der Methode wurde mit einem Pool
aus 600 mg gefriergetrocknetem Gewebe Uberprift. Das Gewebe wurde in 6 Proben
zu je 100 mg aufgeteilt und getrennt aufgearbeitet. Aus Mittelwert und
Standardabweichung der Ergebnisse aus den 6 Analysen wurde die relative

Standardabweichung berechnet (% RSD).

LONG Leber

LCACOA % RSD LCACOA % RSD
C16:0 4,67 C16:0 8,02
C16:1 8,39 C16:1 9,69
C18:0 6,94
C18:1 14,11 C18:1 8,71

) i C18:2 11,36
C18:2 + C20:4 6,56 G204 8.57

Tab. 11.5.2.2.c-3 Reproduzierbarkeit bei der Analyse der LCACoA im M.

Longissimus Dorsi (LONG) und in der Leber.

Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate wurde mittels Aufstockung im Muskel und in der Leber
mit den Lithiumsalzen der LCACo0A’s ermittelt (Tab. 11.5.2.2.c-4). Die Standards
wurden vor der Homogenisation des Gewebes zugegeben. Die Bestimmung der

Wiederfindungsrate wurde als Doppelbestimmung durchgeflhrt.
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Muskelaufstockung (LONG) Leberaufstockung
(nach Subtraktion des Leerwertes) (nach Subtraktion des Leerwertes)
Wieder- Wieder-
eingesetzt | gefunden | findungs- eingesetzt | gefunden findungs-

LCACOA | moiml) | (nmotml) | rate  [CACOA | (nmoliml) | (nmol/ml) rate
(%) (%)

0,10 0,09 86 0,5 0,50 101

) 0,50 0,68 135 ) 1 0,95 95
C16:0 1,00 1,45 145 C16:0 2 1,79 90
2,00 2,63 131 4 3,59 90

0,10 0,06 55 0,5 0,49 98
) 0,50 0,47 94 ) 1 1,04 104
C16:1 1,00 1,10 110 C16:1 2 1,84 92
2,00 1,79 89 4 3,95 99
0,2 0,26 128

) 0,4 0,40 99

C18:0 0,8 0,77 96

1,6 1,58 99
0,10 0,05 46 0,5 0,5 100

) 0,50 0,53 107 . 1 0,98 98
C18:1 1,00 1,14 114 C1e:1 2 1,77 88
2,00 2,07 103 4 3,70 92

0,10 0,10 103 2 1,84 92

C18:2 + 0,50 0,63 126 c18:2 4 3,65 91
C20:4 1,00 1,39 139 ' 8 6,56 82
2,00 2,24 112 16 13,68 85

0,5 0,39 77

. 1 0,84 84

C20:4 2 1,46 73

4 3,33 83

Tab. 11.5.2.2.c-4 Wiederfindungsrate bei der Analyse der LCACoA im M.

11.5.2.3

Longissimus Dorsi (LONG) und in der Leber.

Bestimmung des Wasseranteils in der Leber

Der Wasseranteil in der Leber wurde durch Gewichtsbestimmung eines

Aliquots vor und nach einer 24-stindigen Gefriertrocknung ermittelt.

[.5.2.4

Bestimmung des Glykogengehaltes in der Leber

Die Bestimmung des Glykogengehaltes in der Leber wurde von den

Mitarbeitern des biochemischen Analyselabors der Aventis Pharma Deutschland

GmbH unter Leitung von Dr. Gabriele Biemer-Daub durchgefinhrt.

Die Glykogenbestimmung erfolgte nach der Methode von KEPPLER et al

(1974). Diese Methode beruht auf dem Prinzip der Umsetzung von Glykogen zu

Glukose durch die Amyloglucosidase. Das dabei entstehende NADPH wird

photometrisch gemessen.
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11.L5.2.5 Bestimmung des Triglyzeridgehaltes in der Leber

Die Bestimmung des Triglyzeridgehaltes in der Leber wurde von den
Mitarbeitern des pharmakologischen Labors der Aventis Pharma Deutschland GmbH
unter Leitung von Dr. Hans-Ludwig Schafer durchgefiihrt.

Die Triglyzeride wurden mit einem Gemisch aus Methanol und Dichlormethan
aus der Leber extrahiert und, nach Abdampfen des Ldsungsmittels, in 2-Propanol
aufgenommen. Die Messung erfolgte an einem Cobas Mira Plus (Firma Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) Analysengerat mit einem enzymatischen
Farbtest (Testkit ,TG GPO PAP“ der Firma Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland).
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11.6 Auswertungen

11.6.1 Bestimmung der Stoffwechselparameter in Skelettmuskulatur und
Leber

I.6.1.a 'H-NMR-Spektroskopie

Nach einer Phasenkorrekiur des aus dem FID errechneten
Frequenzspektrums wurden die Spektren auf das jeweilige Referenzsignal kalibriert.

Die Kalibrierung erfolgte bei der Bestimmung des IMCL auf den Kreatinpeak
bei 3,05 ppm (parts per million). Fir die Spektiren zur Erfassung des HepCL sowie
des Korperfettanteils wurde das Wassersignal bei 4,7 ppm als Referenz
herangezogen.

Zur Quantifizierung der Muskelspekiren wurde der Quotient aus den
Integralen von Methylen- und Kreatinsignal des IMCL gebildet (IMCL / tCr; Abb.
[1.6.1.a).

Methylensignal
des Fettes

Kreatin /
B C{:::w angefuttert
% 72 h postabsorptiv

48 h postabsorptiv

24 h postabsorptiv
geflttert

=9
€2
"
-

ppm

Abb. 11.6.1.a IMCL-Spektren des M. Tibialis Anterior im Verlauf des 5-tdgigen
Versuchsprotokolls.

Die Leberspekiren wurden durch das Verhéltnis der Flachen des Wasser-
sowie des Methylensignals des Fettes quantifiziert. Die Ergebnisse wurden in
Prozent des Wassersignals angegeben.
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Fur die Bestimmung des Korperfettanteiles wurde das Integral Uber dem
Signal des Fettes und Gber dem Signal des Wassers gebildet und dieses zum Signal
des Fettes ins Verhaltnis gesetzt. Die Ergebnisse stellen somit den Anteil an Fett an
der Summe aus Fett und Wasser dar. Zusatzlich wurde das Ergebnis mit einem
Korrekturfaktor von 0,71 multipliziert, um die bei gleicher Masse unterschiedlichen

Peakflachen des Wasser- sowie des Methylensignals vom Fett auszugleichen.

I1.6.1.b  Biochemische Parameter

tCr

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte nach der Peakflache. Die
Quantifizierung wurde mit Hilfe der erstellten Eichkurve vorgenommen. Das Ergebnis
der Bestimmung von tCr stellt die Summe aus Kreatin und Kreatinphosphat dar.

Malonyl-CoA

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte nach der Peakhdhe. Die
Quantifizierung erfolgte anhand der erstellten Eichkurve unter Berlicksichtigung der
Peakhdhe des Internen Standards.

LCACoA

Die Auswertung erfolgte nach der Peakhdhe. Diese wurde zur Héhe des I.S.
ins Verhaltnis gesetzt. Danach erfolgte die Quantifizierung anhand der Eichkurve.
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11.6.2 Statistik

I.6.2.a Varianzanalysen

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Software-Programms ,Sigma Stat 2.03“
(Jandel Scientific GmbH, Erkrath, Deutschland). Es wurden jeweils der arithmetische
Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) angegeben. Als
minimales Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05

angenommen.

Intraindividuelle Studien

Die intraindividuellen Studien wurden mittels einer einfaktoriellen, Bonferroni-
korrigierten Varianzanalyse fur wiederholte Messungen ausgewertet. Als Referenz

wurde jeweils der Wert der gefltterten Tiere herangezogen.

Interindividuelle Studien

Die interindividuellen Studien wurden mittels einfaktorieller, Bonferroni-
korrigierter Varianzanalyse ausgewertet. Auch hier diente als Referenz jeweils der

Wert der gefltterten Tiere.

Gruppenvergleiche innerhalb eine Studie

Die Gruppen innerhalb einer Studie wurden mit Hilfe einer zweifaktoriellen,
Bonferroni-korrigierten Varianzanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurden die Gruppen an

den verschiedenen Versuchstagen miteinander verglichen.

Studienvergleich

Die Vergleiche zwischen NMR- und Satellitengruppen wurden mit Hilfe einer
zweifaktoriellen, Bonferroni-korrigierten Varianzanalyse durchgefihrt. Die Gruppen

wurden an den verschiedenen Versuchstagen miteinander verglichen.

I.6.2.b  Regressionsanalysen

Die im Rahmen der Linearitatsbestimmung fir die LCACoA-Messungen
durchgefihrten Regressionsanalysen erfolgten mit dem Programm Excel (Office
2000, Microsoft, Redmond, USA).
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Il Ergebnisse

1.1 Postabsorptionsstudie bei 16 Wochen alten
Wistar-Ratten

n.1.1 Physiologische Parameter

Die untersuchten Tiere zeigten wahrend der postabsorptiven Phase eine
deutliche Abnahme des Korpergewichts, wobei diese Abnahme am ersten Tag der
postabsorptiven Periode mit im Mittel 30 g am deutlichsten ausfiel. Mit
Wiederanfltterung der Tiere am flnften Versuchstag stieg das Kérpergewicht wieder
an. Das Korpergewicht der Satellitengruppe lag Uber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg signifikant niedriger als das der NMR-Gruppen, zeigte
aber wahrend des flnftagigen Versuchsprotokolls denselben Verlauf (Abb. 111.1.1-1).

A B
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—0O— 12 h Hunger (IMCL + HepCL)
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% RN .. .\./ ] : \#A#\## #Hi# #A#
g Tt meaLLL - A\A/
.5 300[ i
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gefiitterti2h 24h 48h 72h an- gefitterti2h 24h 48h 72h an-

a
- - postabsorptiv - - 9eTuttert - postabsorptiv - defuttert

Abb. Illl.1.1-1 Verlauf des Korpergewichts 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)
Fir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs. gefiittert
B: Satellitengruppe, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
## p<0,001 vs. IMCL-Gruppe
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.1.2

Stoffwechselparameter im Serum

Die Blutglukose sank am ersten Tag der postabsorptiven Periode von 5,5

mmol/l im gefutterten Zustand auf einen Nuchtern-Blutglukose-Wert von 4,1 mmol/l.

Auf diesem Niveau verharrten die Werte Uber die gesamte postabsorptive Phase

hinweg,

um nach Wiederanfltterung auf Ausgangsniveau anzusteigen.

Das

Absinken der Blutglukose war in Satellitengruppe | nicht so deutlich ausgepragt wie

in den NMR-Gruppen, auch hier kam es jedoch postabsorptiv zu einem Absinken

(Abb.

10

Blutglukose (mmol/l)

l.1.2-1).
—-@- IMCL —=— HepCL —&-SATI —~- SATII
—0O— 12 h Hunger (IMCL + HepCL)
ok :
' I's,
"c A\f).(..-:-\é\*““
ogefl']ttert12 h 24h 48h 72h an- (gefiitterti2h 24h 48h 72h an-
gefittert gefittert
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Abb. lil.1.2-1 Verlauf der Blutglukose 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)
Fir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
Fiir SAT I gilt: # p<0,05 vs. IMCL-Gruppe; ## p<0,001 vs. IMCL-Gruppe
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Die Insulinspiegel zeigten den gleichen Verlauf wie die Blutglukose.
Postabsorptiv sanken die Werte von 1,7 ng/ml auf 0,8 ng/ml ab, verharrten auf
diesem Niveau, um bei Anfltterung wieder anzusteigen. In Satellitengruppe | lag der

Insulinspiegel bei den gefltterten Tieren niedriger als in den NMR-Gruppen (Abb.
[.1.2-2).
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Abb. 1ll.1.2-2 Verlauf der Insulinspiegel 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)
Fiir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
Fiir SAT I gilt: # p<0,05 vs. IMCL-Gruppe
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Auch die Triglyzeridspiegel sanken wahrend der postabsorptiven Phase
deutlich ab. Bei den gefltterten Tieren waren Serumkonzentrationen von 1,3 mmol/l
zu messen; postabsorptiv sanken sie auf 0,4 mmol/l ab. Auch hier war ein
Wiederanstieg bei AnflOtterung der Tiere zu beobachten. Der Verlauf in den

Satellitengruppen entsprach weitgehend dem der NMR-Gruppen (Abb. 111.1.2-3).
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Abb. 1ll.1.2-3 Verlauf der Triglyzeridspiegel 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)
Fir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
Fiir SAT | gilt: # p<0,05 vs. IMCL-Gruppe
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Einen den Triglyzeriden entgegengesetzten Verlauf nahmen die Serumspiegel
der FFS. Hier war ein Anstieg von 0,2 mmol/l im gefltterten Zustand auf 0,5 mmol/l
nach den ersten 24 Stunden der postabsorptiven Phase zu sehen. Auch bei den FFS
wurde dieser Wert bis zum 3. Tag der postabsorptiven Phase aufrechterhalten. Nach
Wiederanfltterung sanken die Blutspiegel wieder auf den Ausgangwert ab. NMR-

und Satellitengruppen zeigten hierbei den gleichen Verlauf (Abb. Ill. 1.2-4).

A B
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Abb. 1lIl.1.2-4 Verlauf der FFS 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend der 72-
stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach
24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte £ SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)
Fiir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
Fir SAT I gilt: # p<0,05 vs. IMCL-Gruppe
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Ein entsprechender postabsorptiver Anstieg konnte bei den Ketonkdrpern
beobachtet werden. Der Maximalwert im Verlauf des Versuches wurde hier jedoch
erst am zweiten Tag der postabsorptiven Phase erreicht. Die Satellitengruppen
verhielten sich analog zu den NMR-Gruppen (Abb. 111.1.2-5).
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- - postabsorptiv - - - - postabsorptiv - -

Abb. 1ll.1.2-5 Verlauf der Ketonkérperspiegel 16 Wochen alter Wistar-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8); 12 h Postabsorptiv (n=8):
Fir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs. gefiittert
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
Fiir SAT | gilt:# p<0,05 vs. IMCL-Gruppe; ## p<0,001 vs. IMCL-Gruppe)

53



Ergebnisse

.13 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen (,,NMR-Gruppen*)

I11.1.3.a IMCL-Gehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

TIB zeigte im Verlauf des Versuches eine deutliche Dynamik: Wahrend der
postabsorptiven Phase wurde ein Anstieg auf 250% des gefltterten Wertes
beobachtet. Bei Wiederanfitterung ging der IMCL-Gehalt wieder auf den
Ausgangswert zurlck.

Eine ebensolche Dynamik konnte beim EDL beobachtet werden. Hier stieg der
IMCL-Gehalt wahrend der postabsorptiven Phase um 550% an.

Im SOL hingegen war ein solcher Anstieg nicht zu sehen. Die IMCL-Werte
blieben Uber die gesamte Versuchsdauer auf anndhernd konstantem Niveau (Abb.
[.1.3.a-1).
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Abb. Ill.1.3.a-1 Verlauf des IMCL-Gehaltes 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte +
SEM; intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8):

* p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert).

TIB (M. Tibialis Anterior)

EDL (M. Extensor Digitorum Longus)

SOL (M. Soleus)

ow>»
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I11.1.3.b  Hepatozelluldrer Lipidgehalt

Beim HepCL zeigten sich postabsorptiv keine signifikanten Veranderungen.
Es war jedoch ein Trend zu einem Anstieg zu Beginn der postabsorptiven Phase
erkennbar (Abb. 111.1.3.b-1).
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Abb. lI1.1.3.b-1 Verlauf des HepCL-Gehaltes 16 Wochen alter Wistar-Ratten
wéahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte * SEM,; intraindividuelle Studie (n=8); 12 h postabsorptiv (n=8)).
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.1.4 Bestimmung biochemischer Parameter Skelettmuskulatur und Leber
(,,Satellitengruppen®)

lll.1.4.a Kreatingehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Die Bestimmung des Kreatingehaltes in der Skelettmuskulatur wurde
durchgefihrt, um die Resultate der IMCL-Messungen zu verifizieren. Der IMCL-
Gehalt wurde relativ zum Kreatingehalt angegeben. Es wurde vorausgesetzt, dass
der Kreatingehalt konstant ist.

Die biochemischen Untersuchungen ergaben wahrend der Dauer des
Versuchs keine signifikanten Veranderungen des tCr-Gehaltes in den einzelnen
Skelettmuskeltypen. Damit kann tCr als konstante Referenz flir die IMCL-Messung

verwendet werden (Tab. Ill.1.4.a-1).

Dauer der postabsorptiven Phase
tCr umol/g Trockenmasse
gefuttert 12h 24h 48h 72h angefittert
TIB 14941 15142 15141
EDL 12142 12141
SOL 92+2 971 97+2 95+2 97+2

Tab. lll.1.4.a-1 Verlauf von Gesamt-Kreatin (tCr) im M. Tibialis Anterior (TIB), im M.
Extensor Digitorum Longus (EDL) sowie im M. Soleus (SOL) 16 Wochen
alter Wistar-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte £+ SEM der Tiere aus SAT I; interindividuelle Studie
(n=8 pro Tag)).
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Ill.1.4.b  Malonyl-CoA in Skelettmuskulatur und Leber

Malonyl-CoA wurde als Marker fur die Lipidoxidation in Skelettmuskulatur und
Leber verwendet. Malonyl-CoA fungiert als endogener Inhibitor der CPT-1
(MCGARRY et al 1978). CPT-1 katalysiert den Transport von LCACoA’s durch die
auBere Mitochondrienmembran. Hohe Konzentrationen an Malonyl-CoA stellen somit
einen Indikator fUr geringe Lipidoxidation im untersuchten Gewebe dar.

Die Konzentration von Malonyl-CoA verringerte sich in allen 3 untersuchten
Skelettmuskeln wahrend der postabsorptiven Phase signifikant, wobei die
Anderungen im SOL am geringsten ausfielen. Im TIB und auch im EDL konnte nach
Anfltterung ein geringer Anstieg der Malonyl-CoA-Konzentration beobachtet werden
(Abb. 111.1.4.b-1).
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Abb. 1ll.1.4.b-1 Verlauf von Malonyl-CoA 16 Wochen alter Wistar-Ratten wahrend

omx

der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

(Werte sind Mittelwerte * SEM; interindividuelle Studie (n=8 pro Tag)

* p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert).
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In der Leber zeigte sich eine grundsatzlich andere Dynamik als in der
Skelettmuskulatur. Wahrend sich postabsorptiv keine Konzentrationsanderung
gegenldber dem gefltterten Zustand ergab, konnte bei Wiederanfitterung eine
hochsignifikante Erhéhung des Malonyl-CoA Spiegels festgestellt werden (Abb.
[1.1.4.b-2).
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Leber: Malonyl-CoA (nmol/g)

0gefi]ttert 12h 24h 48h 72h an-
. gefiittert
- - postabsorptiv - -

Abb. 1l.1.4.b-2 Verlauf von Malonyl-CoA in der Leber 16 Wochen alter Wistar-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte £ SEM; interindividuelle Studie (n=8 pro Tag); ** p<0,001 vs.
gefiittert).
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Ill.1.4.c LCACo0A-Gehalt in Skelettmuskel und Leber

Der Gesamt-LCACoA-Gehalt, dargestellt als Summe aus: Palmitoyl-CoA
(C16:0), Palmitoleoyl-CoA (C16:1), Oleoyl-CoA (C18:1), Linoleoyl-CoA (C18:2) und
Arachidonoyl-CoA (C20:4), im LONG lag im gefltterten Zustand bei 16 nmol/g
Trockenmasse und anderte sich wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht
signifikant. Postabsorptiv war ein tendenzieller Anstieg zu erkennen.

Auch die Zusammensetzung der einzelnen Fettsduren anderte sich wahrend
der postabsorptiven Phase nicht.

Als Hauptfettsduren (Uber 3 nmol/g Trockenmasse) lieBen sich Palmitoyl-CoA
und Oleoyl-CoA identifizieren. Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA lagen in der
Summe bei ca. 6 nmol/g. In nur sehr geringen Mengen (unter 1 nmol/g
Trockenmasse) konnte Palmitoleoyl-CoA nachgewiesen werden (Tab. 11l.1.4.c-1).

LCACoA- Dauer der postabsorptiven Phase
Spezies nmol/g Trockenmasse
gefl’]ttert 12h 24h 48h 72h angeft’]ttert

C16:0 2.940.3 3,7+0,5 3.31+0.3 3.9+0.4 3.5+0.5 2.7+0.2
C16:1 0.8+0.1 0,8+0,0 1.0+0.1 0.940.1 0.940.1 0.6+0.0
C18:1 7.310.7 5,1+0.4 6.81+0.6 8.4+0.6 7.61+0.8 5.240.3
C18:2+ | 48106 40:03 61406 7.3+0,8° 62+09  4.0+04
C20:4

Gesamt 15,8%1,4 13,7¢1,1 17,2%1,5 20,5%1,6 18,212,2 12,4+0,9

Tab. lll.1.4.c-1 Verlauf der LCACoA im M. Longissimus Dorsi 16 Wochen alter
Wistar-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte £ SEM der Tiere aus SAT I; interindividuelle Studie
(n=8 pro Tag): *p<0,05 vs. gefiittert).

Die LCACoA-Konzentrationen in der Leber lagen insgesamt deutlich héher als
im LONG.

Der Gesamtgehalt der gemessenen LCACOA, dargestellt als Summe aus
Palmitoyl-CoA, Palmitoleoyl-CoA, Stearoyl-CoA (C18:0), Oleoyl-CoA, Linoleoyl-CoA
und Arachidonoyl-CoA, stieg nach 24-stiindiger Nahrungskarenz hochsignifikant an.
Im weiteren Verlauf der postabsorptiven Phase war ein leichtes Absinken gegenuber
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dem ersten postabsorptiven Tag zu beobachten. Bei Wiederanfutterung sank die
Gesamt-LCACoA-Konzentration auf den Ausgangswert ab.

Ein der LCACoA-Gesamtkonzentration entsprechendes Profil zeigten
Stearoyl-CoA, Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA. Die Palmitoleoyl-CoA-
Konzentration in der Leber hingegen sank postabsorptiv signifikant ab und erreichte
bei Wiederanfltterung anndhernd das doppelte des Ausgangswertes. Die
Konzentrationen von Palmitoyl-CoA sowie Oleoyl-CoA veranderten sich wahrend der
postabsorptiven Phase nicht signifikant.

Den Hauptanteil der aktivierten Fettsauren stellten mit Gber 50 nmol/g
Trockenmasse im gefitterten Zustand Linoleoyl-CoA und Oleoyl-CoA dar. Es folgten
mit 20-50 nmol/g Palmitoyl-CoA, Arachidonoyl-CoA sowie Palmitoleoyl-CoA. Den
geringsten Anteil LCACOA hatte im gefitterten Zustand Stearoyl-CoA.

Postabsorptiv verdnderte sich in der Leber das Fettsauremuster nur
geringflgig. Der Anteil an Stearoyl-CoA, Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA
erhéhte sich gegentber den anderen Fettsduren. Palmitoleoyl-CoA war nun die
aktivierte Fettsdure mit dem geringsten Anteil an der Gesamtmenge (Tab. Ill.1.4.c-2).

Dauer der postabsorptiven Phase

LCACoA- nmol/g Trockenmasse

Spezies
gefiittert 12h 24h 48h 72h angefittert

C16:0 48,7+3,5 50,4+2,8 57,6+3,0 50,6+3,6 46,4+6,1 73,8+4,6™*

C16:1 21,845,0 8,6+0,7* 7,8+0,6* 4,3+0,2"" 4,8+0,5** 41,9+5,6""

C18:0 5,7¢0,4 15,7+1,2** 18,6+ 0,7** 17,9+0,8*" 18,6+0,5** 8,5+0,6

C18:1 64,9+6,8 53,9432 67,9+3,8 49,2+21 48,6444 74,3154

C18:2 82,6+11,2 12145 23720  164+7**  153+19*  62,3+7,4

C20:4 30,9+3,4 66,6+3,6" 81,1+3,3** 70,3+2,4* 66,6+2,1** 36,1+2,2

Gesamt 25524  316x10 470+28™ 356+x13* 338+30 29715

Tab. 1ll.1.4.c-2 Verlauf der LCACoA in der Leber 16 Wochen alter Wistar-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte + SEM der Tiere aus SAT I; interindividuelle Studie; (n=8 pro
Tag): *p<0,05 vs. gefiittert; **p<0,001 vs. gefiittert).

62



Ergebnisse

lll.1.4.d Lebergewicht, Glykogen-, Wasser-, und Lipidgehalt der Leber

Diese Parameter wurden zur Verifizierung der 'H-spektroskopischen HepCL-
Messungen analysiert. Der HepCL-Gehalt wurde im Verhéltnis zum Wassergehalt
angegeben. Da postabsorptiv der Glykogengehalt der Leber sinkt und 1 g Glykogen
ca. 3 g Wasser (PUCKETT et al, 1932) binden kann, sollte nachgewiesen werden, ob
es postabsorptiv zu einer Anderung des Wassergehaltes kommt.

Postabsorptiv sank das Lebergewicht auf 50% des Ausgangsgewichtes ab.
Nach Wiederanfitterung der Tiere erreichte das Gewicht der Leber wieder den
Ausgangswert (Tab. 111.1.4.d).

Der Wasseranteil in der Leber blieb Gber den gesamten Versuchszeitraum
hinweg konstant. Somit kann bei der HepCL-Messung das Wasser als BezugsgréBe
fur das Methylensignal des Lipids verwendet werden (Tab. Ill.1.4.d).

Das Glykogen in der Leber war bereits nach 12-stiindiger Nahrungskarenz
fast vollstandig abgebaut. Nach Wiederanfltterung lagen die Werte signifikant Gber
dem Ausgangsniveau (Tab. 111.1.4.d).

Der auf 1 g Leber bezogene Triglyzeridgehalt anderte sich Uber den
beobachteten Versuchszeitraum hinweg nicht signifikant. Es konnte jedoch ein Trend
zu einem postabsorptiven Anstieg beobachtet werden. Der Triglyzeridgehalt bezogen
auf eine Gewichtseinheit verifiziert die bei den HepCL-Messungen gewonnenen
Daten (Tab. 111.1.4.d).

Bezogen auf die Gesamtleber ergaben sich im Versuchsverlauf ebenfalls
keine Anderungen des Triglyzeridgehaltes. Bei Wiederanfitterung war jedoch ein
tendenzieller Anstieg der Werte zu sehen. Der Triglyzeridgehalt, bezogen auf das
Gesamtorgan, stellt den metabolisch relevanten Parameter fir den Organismus dar
(Tab. 1ll.1.4.d).
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Dauer der postabsorptiven Phase
gefittert 12h 24h 48h 72h  angefittert

Gewicht 15,4 10,8 9.7 8,7 8,0 14,9
) +0,3 +0,2%*  +0,2%% 401 +0,.2** +0.4
z’ynzs/sger 684 694 692 695 691 694
Feuchtgewicht) 2 13 13 3 4 3
Gn']yk/°ge" 71,46 1.73 0,12 0,54 3.31 97.28
(mg/g +201  +056%* +0,02** +0,20** +0,77**  +3,14**
Feuchtgewicht)

Tr;'g'/yze"de 6,52 12,36 11,47 11,74 13,24 10,59
(mg/g +057  +2,07 +149  +184 248 +1,21
Feuchtgewicht)

Triglyzeride 99,8 1330 1135 1022 1057 157.2
(mg / Leber) +8.3 +218  +16,0 +16,0 +19.7 +17.4

Tab. lll.1.4.d Lebergewicht sowie Wasser-, Glykogen- und Triglyzeridgehalt der

Leber

16 Wochen alter

Wistar-Ratten wahrend der

72-stiindigen

postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach 24-
stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte £+ SEM der
Tiere aus SAT II; interindividuelle Studie; (n=8 pro Tag): **p<0,001 vs.
gefiittert).
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1.2 Postabsorptionsstudie bei 8 Wochen alten
ZDF-Ratten

Die Tierbestellungen erfolgten so, dass diese bei Versuchsbeginn 8 Wochen
alt sein sollten. Die Tiere der IMCL- und der HepCL-Gruppe entstammten
unterschiedlichen Tieranforderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Da das Koérpergewicht der Tiere beider Gruppen sich deutlich voneinander
unterschied und auch die Glukose- und die Insulinspiegel bei der IMCL-Gruppe
héher lagen als bei der HepCL-Gruppe, muss davon ausgegangen werden, dass die
Tiere der HepCL-Gruppe junger waren als diejenigen der IMCL-Gruppe.
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l.2.1 Physiologische Parameter

Das Korpergewicht nahm sowohl bei den schlanken als auch bei den obesen
ZDF-Ratten bis zum dritten Tag der postabsorptiven Periode ab. Die gréBte
Gewichtsabnahme war dabei nach den ersten 24 Stunden der Nahrungskarenz zu
beobachten. Das Kdérpergewicht der obesen Tiere lag hierbei Uber den gesamten

Versuchszeitraum hinweg hdéher Die

Kérpergewichtsentwicklung verlief in NMR- und Satellitengruppe annahernd identisch
(Abb. 111.2.1-1).

als das der schlanken Kontrolltiere.
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Abb. Il1.2.1-1 Verlauf des Korpergewichts 8 Wochen alter ZDF-Ratten wéahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

(Werte sind Mittelwerte + SEM).

NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):

Fir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; 11 p<0,001 vs. schlank
Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
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l.2.2

Stoffwechselparameter im Serum

Postabsorptiv sank die Blutglukose bei beiden untersuchten Genotypen ab.

Die obesen Tiere wiesen mit 13 mmol/l im gefltterten Zustand, sowie 10 mmol/l nach

Wiederanfltterung, einen gegenuUber den schlanken Ratten signifikant hoheren

Blutglukosespiegel auf.

Die Blutglukose der obesen Tiere unterschied sich

postabsorptiv nicht von den Blutspiegeln der Kontrollgruppe. Die Blutglukosespiegel
der Tiere aus den Satellitengruppen lagen weitgehend auf dem Niveau der NMR-

Gruppen (Abb. 111.2.2-1).
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Abb. 111.2.2-1 Verlauf der Blutglukosespiegel 8 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):
Fiir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert;
1 p<0,05 vs. schlank; 11 p<0,001 vs. schlank

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen
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Die Insulinspiegel verhielten sich analog zur Blutglukose: Auch hier war

postabsorptiv ein Absinken sowie ein Wiederanstieg nach Ende der Nahrungskarenz

zu beobachten. Der Insulinspiegel der obesen ZDF-Ratten war gegenltber dem der

schlanken Tiere sowohl am ersten als auch am letzten Versuchstag signifikant

erhoht. Diese erhohten Insulinspiegel sind Ausdruck der Insulinresistenz bei diesen

Tieren. Der Verlauf des Insulinspiegels war bei der NMR- und der Satellitengruppe
annahernd identisch (Abb. 111.2.2-2).
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Abb. 1l.2.2-2 Verlauf der Insulinspiegel 8 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der 72-
stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach
24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte £ SEM).

NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):

Fir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen

Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
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Die im Serum gemessenen Triglyzeridspiegel sanken postabsorptiv in beiden
Tiergruppen ab. Wahrend der gesamten Versuchsdauer lagen die Blutwerte der
obesen Tiere signifikant héher als diejenigen der Kontrollgruppe. Nach 24-stiindiger
Wiederanfltterung war bei beiden Gruppen ein Anstieg gegenliber dem letzten Tag
der postabsorptiven Periode zu beobachten. Am ersten und am letzten Versuchstag
konnten geringe Unterschiede zwischen den NMR- und den Satellitengruppen
gemessen werden (Abb. 111.2.2-3).
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Abb. 111.2.2-3 Verlauf de Triglyzeridspiegel 8 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

(Werte sind Mittelwerte + SEM).

NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):

Fiir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert;

11 p<0,001 vs. schlank

Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen
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Die Blutspiegel der FFS verhielten sich umgekehrt zu denen der Triglyzeriden.

Hier konnte postabsorptiv ein Anstieg der Blutspiegel beobachtet werden. Bei den
schlanken Tieren fiel auf, dass die Blutspiegel wahrend der postabsorptiven Phase
nicht auf einem Plateau verharrten, sondern am dritten Tag der postabsorptiven
Periode leicht absanken. Ein weiteres, deutliches Absinken der Serumspiegel der

FFS konnte in beiden Gruppen bei Wiederanfutterung vermerkt werden. Die bei der

NMR-Gruppe gemessenen Konzentrationen unterschieden sich nicht von denen der

Satellitengruppe (Abb. 111.2.2-4).
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gefiittert 24h 48h 72h
- - postabsorptiv - -

an- geflttert 24h 48h 72h an-

gefittert gefiittert

- - postabsorptiv - -

Abb. 111.2.2-4 Verlauf der FFS 8 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen
postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach 24-
stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte £ SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):
Fiir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert;

11 p<0,001 vs. schlank

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
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Die Ketonkdrperspiegel stiegen postabsorptiv bei beiden Gruppen hochsignifikant an.
Der hdéchste Wert konnte bei den schlanken Tieren bereits am ersten Tag der
postabsorptiven Periode gemessen werden, bei den obesen Ratten jedoch erst nach
72-stundiger Nahrungskarenz. Am fanften Versuchstag sanken die Ketonkorper
wieder auf Ausgangsniveau ab. Der Verlauf der Ketonkdérperspiegel war in NMR- und
Satellitengruppe gleich. Unterschiede waren lediglich in der HO6he des

postabsorptiven Anstiegs zu beobachten (Abb. 111.2.2-5).
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Ogefittert 24h  48h  72h an- gefiittert 24h 48h 72h  an-
- - postabsorptiv - - 9efuttert - - postabsorptiv - - 9efuttert

Abb. 1ll.2.2-5 Verlauf der Ketonkoérperspiegel 8 Wochen alter ZDF-Ratten wéahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).
A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=8):

Fir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; 1 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen; ## p<0,001 vs. IMCL-Gruppen
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.2.3 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen (,,NMR-Gruppen*)

I11.2.3.a IMCL-Gehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Die IMCL-Werte der schlanken Tiere lagen im gesamten Versuchszeitraum
niedriger als die der obesen Ratten.

Das IMCL nahm im TIB bei beiden Gruppen wahrend der postabsorptiven
Phase deutlich zu. Am ersten Versuchstag lagen die IMCL-Werte der obesen Tiere
hoher als diejenigen der schlanken Kontrollen. Postabsorptiv folgte sodann ein
Anstieg des IMCL um 250 %. Bei den schlanken Tieren war dieser IMCL-Anstieg mit
annahernd 500 % noch deutlicher.

Eine vergleichbare, wenn auch nicht so deutliche Dynamik war im EDL zu
erkennen. Auch hier lag der IMCL-Gehalt der obesen Tiere Uber dem Niveau der
Kontrollgruppe.

Im SOL traten bei den insulinresistenten Tieren im Verlauf der gesamten
postabsorptiven Periode keine signifikanten Veranderungen auf. Lediglich bei
Wiederanfltterung kam es zu einem geringflgigen Absinken des IMCL-Gehaltes. Bei
der schlanken Kontrollgruppe kam es dagegen zunéachst zu einem leichten Anstieg
des IMCL-Gehaltes. Im weiteren Verlauf der postabsorptiven Phase nahm der IMCL-
Gehalt jedoch deutlich ab (Abb. I11.2.3.a-1).
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Abb. 111.2.3.a-1 Verlauf des IMCL-Gehaltes 8 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

B:

(Werte sind Mittelwerte £ SEM;

* p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank;
11 p<0,001 vs. schlank; intraindividuelle Studie; n=8).
A: TIB (M. Tibialis Anterior)

EDL (M. Extensor Digitorum Longus)

C: SOL (M. Soleus)
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I11.2.3.b  Hepatozelluldrer Lipidgehalt

Der 'H-NMR-spektroskopisch gemessene HepCL-Gehalt sank bei den
schlanken Tieren am dritten Tag der postabsorptiven Periode geringgradig ab, war
ansonsten aber Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg unverandert. Bei den
obesen Ratten hingegen konnte postabsorptiv ein deutlicher Anstieg des HepCL
beobachtet werden. Bei Wiederanfutterung sank der HepCL-Gehalt auf den
Ausgangswert ab. Der HepCL-Gehalt lag bei den obesen Tiere wahrend des

gesamten Versuches hoher als bei der schlanken Kontrollgruppe (Abb. 111.2.3.b-1).
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Abb. 111.2.3.b-1 Verlauf des HepCL-Gehaltes 8 Wochen alter ZDF-Ratten wéahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM,;

* p<0,05 vs. gefiittert; T p<0,05 vs. schlank;
11 p<0,001 vs. schlank; intraindividuelle Studie; n=8).

74



Ergebnisse

.2.4 Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und
Leber (,,Satellitengruppen®)

lll.2.4.a Kreatingehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Wie schon bei den Wistar-Ratten wurde der tCr-Gehalt in der
Skelettmuskulatur auch hier zur Verifizierung der IMCL-Messungen bestimmt. Dabei
sollte der tCr-Gehalt im Versuchsverlauf mdglichst konstant bleiben, um als Referenz
fir das Methylensignal des IMCL dienen zu kénnen.

Der tCr-Gehalt der untersuchten Skelettmuskeltypen blieb postabsorptiv bis
auf wenige Ausnahmen konstant. Zwischen den schlanken und den obesen Ratten
traten in Einzelfallen signifikante Unterschiede auf. Im SOL waren deutlich geringere
tCr-Konzentrationen zu messen als in den beiden anderen Muskelfasertypen. Die
Werte der obesen Tiere lagen dabei héher als die der schlanken Kontrollen (Tab.
l.2.4.a-1).

Postabsorptiv. kam es in Einzelféllen zu signifikant erhéhten tCr-
Konzentrationen. Da jedoch in dieser Phase IMCL ebenfalls anstieg, bleibt die
Grundaussage trotz dieser Veranderungen gleich. Die Abweichungen sind quantitativ
sehr gering, so dass auch die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nur von
untergeordneter Bedeutung sein dirften.
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tCr Dauer der postabsorptiven Phase
umol/g Trockenmasse
gefittert 24h 48h 72h angefiittert
schlank 124,6+0,7 140,8+1,3 136,6+1,0
TIB
obese 135,942,2 135,242.8 139,5+1,6
11 +
schlank 123,3+2,0 131,841,3 124,717
EDL
obese 125,912,1 125,6+2,3 123,840,9
.|.
schlank | 83:3%24 84,8108 91,8416
L
S0 obese 89,0+1,1 93,9+1,6  99,0+4,6
+ +*

Tab. lll.2.4.a-1 Verlauf von Gesamt-Kreatin (tCr) im M. Tibialis Anterior (TIB), im M.
Extensor Digitorum Longus (EDL) sowie im M. Soleus (SOL) 8 Wochen alter
ZDF-Ratten wéahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
geflitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM,;

* p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank;
11 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).

I11.2.4.b  Malonyl-CoA in Skelettmuskulatur und Leber

Der Malonyl-CoA-Gehalt wurde, wie schon bei den Wistar-Ratten als Marker
fur die Lipidoxidation bestimmt.

Der Gehalt an Malonyl-CoA nahm bei den schlanken Tieren sowohl im TIB als
auch im EDL postabsorptiv ab. Bei Wiederanfutterung am letzten Versuchstag stieg
die Malonyl-CoA-Konzentration in beiden Muskeln wieder an.

Bei den obesen Ratten war dieser Verlauf nur im TIB zu beobachten, wahrend
im EDL Uber den gesamten Versuchszeitraum keine Konzentrationsanderungen zu
beobachten waren.

Annahernd Uber den gesamten Versuchszeitraum waren bei den obesen
Tieren die héheren Konzentrationen an Malonyl-CoA zu messen.

Im SOL blieb die Konzentration an Malonyl-CoA sowohl bei den schlanken als
auch bei den obesen Tieren konstant. Die beiden Gruppen unterschieden sich nur
geringfligig voneinander (Abb. 111.2.4.b-1).
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72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

(Werte sind Mittelwerte + SEM;

* p<0,05 vs. geflittert; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank;

11 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).

TIB (M. Tibialis Anterior)

EDL (M. Extensor Digitorum Longus)

SOL (M. Soleus)
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In der Leber konnte bei den schlanken Tieren eine deutliche Dynamik
beobachtet werden. Die Malonyl-CoA-Konzentration sank postabsorptiv auf Werte
unterhalb der Nachweisgrenze ab und stieg bei Wiederanfltterung gegentiber dem
Ausgangswert deutlich an.

Bei den obesen Tieren konnte Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg
keine Anderung der Malonyl-CoA-Konzentration festgestellt werden.

Die Konzentration an Malonyl-CoA lag bis zum 4. Versuchstag bei den obesen
Tieren signifikant hoher als bei den schlanken Ratten. Nach 24-stindiger
Wiederanfltterung lagen die Werte der schlanken Tiere signifikant hoher als die der
obesen Ratten (Abb. I11.2.4.b-2).
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Abb. 111.2.4.b-2 Verlauf von Malonyl-CoA in der Leber 8 Wochen alter ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte + SEM; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank; +1 p<0,001
vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).

I1.2.4.c LCACo0A-Gehalt in Skelettmuskulatur und Leber

Die Summe aller im LONG gemessenen langkettigen aktivierten
Fettsdurespezies stieg bei den obesen Tieren postabsorptiv signifikant an. Alle
untersuchten Fettsdurespezies zeigten wahrend dieses Versuches die gleiche
Dynamik. Die schlanken Tiere zeigten lediglich am ersten Tag der Nahrungskarenz
einen Anstieg der LCACoA-Konzentration. Im weiteren Verlauf der postabsorptiven
Periode sanken die LCACo0A sodann deutlich ab.
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Die langkettigen aktivierten Fettsduren wurden bei beiden Gruppen dominiert
von Palmitoyl-CoA (C16:0), Oleoyl-CoA (C18:1) sowie der Summe aus Linoleoyl-
CoA (C18:2) und Arachidonoyl-CoA (C20:4). Palmitoleoyl-CoA (C16:1) war nur in
geringen Mengen vorhanden, wobei der Anteil dieser aktivierten Fettsdure bei den
obesen Tieren gegentber den schlanken Kontrolltieren deutlich erhdht war.
Gegenuber den schlanken Tieren waren Palmitoyl-CoA und Oleoyl-CoA ebenfalls
erhéht. Die Konzentration von Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA hingegen lag bei

beiden Gruppen in ahnlichen Konzentrationsbereichen (Tab. 111.2.4.c-1).

Dauer der postabsorptiven Phase

LCACOA- \
Spezies nmol/g Trockengewicht
geﬁ]ttert 24h 48h 72h angefﬁttert
schlank | 5902 6704 5403 2703 43103
C16:0
obese 7,7+0,6 10,5+1,3 12,9+0,7 11,9+1,2 11,5+0,9
11 *t1 *t1 *t1
schlank | 12201 1,5:0.1 08401  0,3:0,0 0,9%0,2
C16:1
obese 6,6+0,6 7,241,0 9,9+1,0 9,3+1,3 8,8+1,1
Tt 11 Tt 11 T+
schlank | 78803 11,6207 95106 42406 5804
C18:1
obese | 1891.0 22,6418 28,116  27,2+1,9 23,2412
Tt 11 11 *t1 T+
C1g:2 . [schiank [ 2904 73804 56x04 40503 54204
C20:4 obese 5,410,6 5,1$0,7 6,5+0,5 7,11_4_:'_0,8 6,6+0,5
sch'ank 21 ,010,8 27!2*11 ,5 21 ,211 ,4 11 ,E;_F' ,2 17,011 ,1
Gesamt obese 38,4+2,3 45,414,6 57,313,4 55,414,7 50,21+2,9
1 1 *+1 *++ 11
Tab. lll.2.4.c-1 Verlauf der LCACoA im M. Longissimus Dorsi 8 Wochen alter ZDF-
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Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
geflitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. gefiittert; **p<0,001 vs. gefiittert;
1 p<0,05 vs. schlank; 11 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8);
n.b: nicht bestimmt.
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In der Leber unterschieden sich im gefltterten Zustand die beiden
Tiergruppen hinsichtlich der Gesamtkonzentration aktivierter Fettsauren nicht.

Konzentrationen tber 30 nmol/g Trockenmasse erreichten bei den schlanken
Kontrolltieren Linoleoyl-CoA, Oleoyl-CoA, Arachidonoyl-CoA sowie Palmitoyl-CoA. In
geringeren Mengen konnten Stearoyl-CoA (C18:0) sowie Palmitoleoyl-CoA detektiert
werden.

Bei den obesen Tieren waren Oleoyl-CoA, Palmitoyl-CoA sowie Palmitoleoyl-
CoA in Konzentrationen tber 30 nmol/g Trockenmasse nachzuweisen. Arachidonoyl-
CoA und Linoleoyl-CoA waren mit ca. 20 nmol/g Trockenmasse gegentber den
schlanken Tieren in deutlich geringerer Konzentration vorhanden. Die Konzentration
von Stearoyl-CoA lag im selben Bereich wie bei der Kontrollgruppe.

Postabsorptiv war bei beiden Gruppen ein deutlicher Anstieg der LCACoA-
Gesamtkonzentration zu messen. Dabei fiel auf, dass die Konzentration bei den
schlanken Tieren am dritten Tag der postabsorptiven Periode bereits wieder sank.
Bei den obesen Ratten war dieses Absinken erst mit Wiederanfitterung zu
beobachten.

Mit Ausnahme von Palmitoleoyl-CoA stieg postabsorptiv bei beiden
Tiergruppen die Konzentration aller gemessenen aktivierten Fettsguren an. Bei
Palmitoleoyl-CoA konnte wahrend der dreitdgigen postabsorptiven Phase ein
Absinken der Konzentration sowie ein  hochsignifikanter Anstieg bei
Wiederanfltterung beobachtet werden (Tab. I11.2.4.¢c-2).
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Dauer der postabsorptiven Phase

Lscpﬁgic;:- nmol/g Trockengewicht
gefuttert 24h 48h 72h angefiittert
schiank| 365%15 53,1#36 50,2139 37,9132  36,8+1,9
¢16:0 459457 52,7+46 57,5480 52,6+54  33,2+3,8
obese e =T 1920, aT—, 2+,
schiank| 8808 981 5707  27:04 39,1162
c16:1 36,5429 272+1,9 196420 16,112  36,9+2,8
obese e o=l 102, s 12D 912,
tt tt tt tt
schlank| 9606  354#29 294%18 21,1122 7,3+0,5
€18:0 9,5+0,4 229+12 26,9+1,5 242412 9.1+0.3
obese N ’:*171" ol el , 120,
schlank| 559120 670139 66,2457 415142 65638
C18:1
obese | SIS TBAImT G962 6751 47.6:30
schiank| 793160 1109+47 1098476 59,253  453:46
c18:2 19,1434 532+70 62,8+7,2 593+54  20,7+2,6
obese o e 19/ O, [ xe,
tt tt 1t +
schlank| 37-9t18 87,1325 740423 62239 33424
¢20:4 20,3+0,9 46,9+1,8 47.3+30 44,1+21  23,8+1,3
obese T o 19559, s 12, ,0%1,
tt tt tt tt t
schlank| 228016,3 363,1x16,7 3353:20,2 224,6+17,0 227,5+13,1
Gesamt
188,4+17,4 281,3+17,9 283,5+25,8 263,7+16,9 171,2+12,2
obese *t *y . +

Tab. lll.2.4.c-2 Verlauf der LCACoA in der Leber 8 Wochen alter ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. gefiittert; **p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs.
schlank; 11 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).
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.3 Postabsorptionsstudie bei 16 Wochen alten
ZDF-Ratten

.3.1 Physiologische Parameter

Das Koérpergewicht nahm sowohl bei den schlanken als auch bei den obesen
Ratten in der postabsorptiven Periode ab. Nach Wiederanfltterung stieg das
Kérpergewicht in beiden Gruppen gegenliber dem letzten Tag wieder an. Die obesen
Ratten hatten im gefltterten Zustand sowie nach Wiederanfitterung ein hdheres
Kérpergewicht als ihre schlanken Geschwistertiere. Das Korpergewicht der
Satellitengruppen unterschied sich nicht von dem der NMR-Gruppen (Abb. 111.3.1-1).
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Abb. 111.3.1-1 Verlauf des Kérpergewichtes 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):
Fir IMCL-Gruppen gilt; ** p<0,001 vs. gefiittert;
t p<0,05 vs. schlank; 1 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
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11.3.2 Stoffwechselparameter im Serum

Der Blutglukosespiegel sank postabsorptiv bei beiden Gruppen signifikant ab.
Bei Anfltterung stieg die Blutglukose wieder an.

Die obesen Tiere wiesen im gefltterten Zustand mit 25 mmol / | einen deutlich
im diabetischen Bereich liegenden Blutglukosespiegel auf. Auch wahrend der
postabsorptiven Phase sanken die Glukosewerte nicht in den normoglykédmischen
Bereich ab. Sie lagen im gesamten Versuchszeitraum héher als bei den schlanken
Kontrollen.

Die Unterschiede zwischen NMR- und Satellitengruppe waren hinsichtlich

ihrer biologischen Aussage von untergeordneter Bedeutung (Abb. 111.3.2-1).
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Abb. 111.3.2-1 Verlauf der Blutglukosespiegel 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).
A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):

Fiir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; 11 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen
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Die Insulinspiegel der obesen Tiere lagen Uber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg signifikant héher als bei den schlanken Ratten. Die
erh6hte Insulinkonzentration ist Ausdruck der Insulinresistenz bei den obesen Tieren.
Beide Tiergruppen glichen sich jedoch hinsichtlich der Verlaufskurve. Die
Serumkonzentrationen sanken postabsorptiv ab, um bei Wiederanfitterung auf das
Ausgangsniveau anzusteigen.

Die Satellitengruppen verhielten sich weitgehend analog zu den Tieren der
NMR-Gruppen (Abb. 111.3.2-2).

A B

S —@-— obese (IMCL) —=— obese (HepCL) || —& obese (SAT)
—O-rschlank (IMCL) —o— schlank (He;)CL) =/~ schlank (SAT) T
41 e K i
- T |
£ A——0, T
3 1 T
£ J. J_\,-
£ A
S 2
7}
£
A #
1 A
\A\A A/

0gefi'lttert 24h 48h 72h  an- "gefittert 24h 48h 72h  an-
- - postabsorptiv - -  gefuttert - - postabsorptiv - -  gefuttert

Abb. 111.3.2-2 Verlauf der Insulinspiegel 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):
Fir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert;
11 p<0,001 vs. schlank

B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)
# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen

Die Triglyzeridspiegel der obesen Ratten lagen wahrend des gesamten
Versuchszeitraums auf einem, gegentber den schlanken Tieren deutlich erhdéhten
Niveau.

Die Serumtriglyzeridspiegel sanken wahrend der Nahrungskarenz bei beiden
untersuchten Gruppen deutlich ab. Bei den obesen Tieren waren die Werte jedoch
erst am dritten Tag der postabsorptiven Periode signifikant gegeniber dem
gefltterten Zustand erniedrigt. Mit Wiederanfutterung am 5. Versuchstag stiegen die
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Triglyzeridspiegel wieder an, erreichten bei den obesen Tieren jedoch nicht das
Niveau des ersten Versuchstages. Bei den schlanken Kontrolltieren sanken die
Triglyzeride Gber die gesamte Dauer des Nahrungsentzuges hin ab. Am 5.
Versuchstag war bei dieser Gruppe ein deutlicher Anstieg zu erkennen. Die
Triglyzeridspiegel der schlanken Ratten lagen nach Anfatterung héher als am ersten
Versuchstag.

Die Serumtriglyzeridspiegel in den Satellitengruppen zeigten grundsétzlich
den gleichen Verlauf wie in den NMR-Gruppen. Allerdings lagen die Werte bei den
schlanken Ratten der Satellitengruppe signifikant héher als die der NMR-Gruppe. Bei
den obesen Tieren zeigten sich zu Beginn der postabsorptiven Phase in der NMR-
Gruppe hohere Triglyzeridspiegel (Abb. 111.3.2-3).
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—O— schlank (IMCL) —qa— schlank (HepCL)|| -~ schlank (SAT)
< 8 f
o
I R —
s o I
3 ;/-—\\’"T T # -
B i 'I"I' * ....... T T i\I A
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Abb. 111.3.2-3 Verlauf der Triglyzeridspiegel 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).
A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):

Fiir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; 11 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen; ## p<0,001 vs. IMCL-Gruppen
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Bei den FFS kam es postabsorptiv in beiden Tiergruppen zu einem Anstieg
der Serumkonzentration. Dieser Anstieg war bei den obesen Tieren nicht so deutlich
ausgepragt. Die FFS der obesen Tiere lagen im gefutterten Zustand der Tiere bereits
auf einem hoheren Niveau als innerhalo der Kontrollgruppe. Wahrend der
postabsorptiven Phase lagen die Werte der obesen Tiere niedriger als die der
schlanken Kontrollgruppe.

In beiden Gruppen dieser Studie kam es zu einem Absinken der FFS bei
Wiederanfltterung der Tiere am 5. Versuchstag.

Zwischen NMR-

Unterschiede auf (Abb. 111.3.2-4).

und Satellitengruppen traten nur bei Einzelwerten
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gefuttert 24h 48h 72h  an- gefuttert 24h 48h 72h  an-
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Abb.

11.3.2-4 Verlauf der FFS 16 Wochen

alter ZDF-Ratten wahrend der 72-

stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach
24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte £ SEM).
A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):

Fiir IMCL-Gruppen gilt: * p<0,05 vs. ge

futtert; ** p<0,001 vs. gefiittert;

1 p<0,05 vs. schlank; 11 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag)

# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen
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Die Ketonkorper stiegen postabsorptiv sowohl bei den obesen, als auch bei

den schlanken Ratten an. Der héchste Werte wurde hierbei erst nach 72-stindiger

Dauer der postabsorptiven Periode erreicht. Die schlanken Tiere erreichten in der

postabsorptiven Phase deutlich hohere Werte als die obesen Ratten.

NMR- und Satellitengruppe glichen sich im Verlauf der Ketonkérperspiegel

(Abb. 111.3.2-5).
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Abb. 111.3.2-5 Verlauf der Ketonkorperspiegel 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM).

A: NMR-Gruppen, intraindividuelle Studie (n=6-8):
Fiir IMCL-Gruppen gilt: ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank;

11 p<0,001 vs. schlank
B: Satellitengruppen, interindividuelle Studie (n=8 pro Versuchstag);
# p<0,05 vs. IMCL-Gruppen; ## p<0,001 vs. IMCL-Gruppen
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.3.3 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen (,,NMR-Gruppen*)

111.3.3.a IMCL-Gehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Der IMCL-Gehalt der obesen Tiere lag in allen untersuchten
Skelettmuskeltypen deutlich héher als derjenige der schlanken Ratten.

Im TIB zeigte sich postabsorptiv eine deutliche Zunahme des IMCL-Gehaltes.
Diese Dynamik war bei den schlanken Tieren prozentual deutlich héher als bei den
obesen Ratten. Die absoluten Werte waren bei den schlanken Tieren jedoch deutlich
niedriger als bei der obesen Gruppe. Nach 24-stiindiger Wiederanfltterung lag der
IMCL-Spiegel bei beiden Gruppen auf Ausgangsniveau.

Die gleichen Veranderungen zeigten sich im EDL bei beiden untersuchten
Genotypen.

Im SOL stieg der IMCL-Gehalt bei den schlanken Kontrolltieren postabsorptiv
ebenfalls signifikant an. Der Anstieg war im SOL jedoch nicht so deutlich ausgepragt
wie in den anderen Muskelfasertypen. Die obesen Ratten zeigten im SOL keine
signifikanten Veranderungen im Rahmen dieses Versuches (Abb. I11.3.3.a-1).
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Abb. 111.3.3.a-1 Verlauf des IMCL-Gehaltes 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte +
SEM; * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank;

11 p<0,001 vs. schlank; intraindividuelle Studie; n=6-8).

A:

TIB (M. Tibialis Anterior)

B: EDL (M. Extensor Digitorum Longus)

C:
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111.3.3.b  Hepatozelluldrer Lipidgehalt

Der HepCL-Gehalt der obesen Tiere lag Uber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg deutlich héher als derjenige der Kontrollgruppe.

Das HepCL sank bei den obesen Ratten postabsorptiv ab. Bei den schlanken
Tieren war UOber den gesamten Versuchszeitraum hinweg keine signifikante
Anderung von HepCL zu erkennen (Abb. 111.3.3.b-1).

10 —l- obese

—{}- schlank
L T

I T Tt
6 T J_ I I
tt ]_— L

| L

HepCL vs. Wasser (%)

(]
D/ \D\D\E

0gefi]ttert 24 h 48 h 72 h angefittert
- - postabsorptiv - -

Abb. 1I1.3.3.b-1 Verlauf des HepCL-Gehaltes 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind Mittelwerte +
SEM; * p<0,05 vs. gefiittert; T p<0,05 vs. schlank; 1 p<0,001 vs. schlank;
intraindividuelle Studie; n=6-8).
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.3.4

Leber (,,Satellitengruppen®)

Il1.3.4.a Kreatingehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Bestimmung biochemischer Parameter in Skelettmuskulatur und

Der tCr-Gehalt der untersuchten Skelettmuskeltypen blieb wahrend der

postabsorptiven Phase anndhernd konstant. Lediglich im TIB der schlanken Ratten

kam es zu einer Erhéhung des tCr-Gehaltes. Diese Erhéhung blieb jedoch bei

Wiederanfltterung bestehen. Im TIB lagen die tCr-Konzentrationen bei den obesen

Tieren héher als die der schlanken Kontrollratten (Tab. 111.3.4.a-1).

Signifikant héhere tCr-Konzentrationen lagen ausschlieBlich bei obesen Tieren

oder wahrend der postabsorptiven Phase vor. Zu beiden Messzeitpunkten lagen

gleichzeitig erhéhte IMCL-Werte vor. Somit verandert sich die Grundaussage nicht.

Dauer der postabsorptiven Phase

tCr
umol/g Trockenmasse
gefittert 24h 48h 72h angefittert
schlank 144,0+1 1 152,9+1,4 152,640,9
TIB
obese 168,5+3,2 165,9+28 165,1+1,1
Ll t t
schlank 130,740,9 133,5+0,6 130,3+2,5
EDL
obese 134,7+3,0 137,9+2,8 138,2+2,6
.I.
schlank | 91:8%1.0 86,612,3  87,5+1,3
L
S0 obese 87,3%1,7 84,8+1,8  83,7+1,7
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Tab. lll.3.4.a-1 Verlauf von Gesamt-Kreatin (tCr) im M. Tibialis Anterior (TIB), im M.
Extensor Digitorum Longus (EDL) sowie im M. Soleus (SOL) 16 Wochen
alter ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

* SEM; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs.

schlank; 11 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).

(Werte sind Mittelwerte
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11.3.4.b  Malonyl-CoA in Skelettmuskulatur und Leber

Der Malonyl-CoA-Gehalt der schlanken Tiere sank sowohl im TIB als auch im
EDL postabsorptiv ab. Bei den obesen Ratten blieb die Konzentration in beiden
Muskeln wahrend der Dauer des Versuches konstant. In gefuttertem Zustand lag der
Malonyl-CoA-Gehalt bei den obesen Tieren in beiden Muskeln signifikant niedriger
als bei den schlanken Kontrollen.

Im SOL traten postabsorptiv bei beiden untersuchten Gruppen keine
Anderungen der Malonyl-CoA-Konzentration auf. Die Konzentration der schlanken

Tiere entsprach derjenigen der obesen Ratten (Abb. 111.3.4.b-1).
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Abb. 111.3.4.b-1 Verlauf von Malonyl-CoA 16 Wochen alter ZDF-Ratten wahrend der
72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere

(Werte sind Mittelwerte + SEM;

* p<0,05 vs. gefiittert; T1 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).
TIB (M. Tibialis Anterior)

EDL (M. Extensor Digitorum Longus)

SOL (M. Soleus)
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In der Leber kam es bei beiden untersuchten Gruppen erst mit
Wiederanfltterung zu Konzentrationsanderungen: Hier war eine deutliche Erhéhung
des Malonyl-CoA-Gehaltes zu messen.

Waéhrend der ersten 3 Versuchstage lagen die Malonyl-CoA-Werte der obesen

Tiere signifikant hoher als diejenigen der schlanken Ratten (Abb. 111.3.4.b-2).
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Abb. 111.3.4.b-2 Verlauf von Malonyl-CoA in der Leber 16 Wochen alter ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte + SEM; ** p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs. schlank; +1 p<0,001
vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).

111.3.4.c LCACOA in Skelettmuskulatur und Leber

Die Summe der LCACoA's im LONG blieb wahrend der gesamten
Versuchsdauer bei den schlanken Tieren konstant. Die obesen Ratten zeigten
dagegen eine geringe Erhéhung der LCACoA-Konzentration wéahrend der ersten
beiden Tage der postabsorptiven Phase sowie eine signifikante Erhéhung nach
Wiederanfatterung.

Auch die einzelnen gemessenen Fettsauren zeigten wahrend des Versuches
nur eine geringe Dynamik. Lediglich bei Einzelwerten ergaben sich signifikante
Konzentrationserhéhungen.

Sowohl die Summe der LCACo0A's als auch jede einzelne aktivierte Fettsaure
lag bei den obesen Ratten im gefltterten Zustand in signifikant hd&herem

Konzentrationsbereich als bei den schlanken Tieren.
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Die quantitativ dominierenden aktivierten Fettsauren stellten bei beiden
Gruppen Oleoyl-CoA (C18:1) sowie die Summe aus Linoleoyl-CoA (C18:2) und
Arachidonoyl-CoA (C20:4) dar. In nur geringen Mengen war bei beiden untersuchten
Gruppen Palmitoleoyl-CoA (C16:1) zu finden (Tab. 111.3.4.c-1).

LCACoA- Dauer der postabsorptiven Phase
Spezies gefittert 24h 48h 72h angefiittert
schiank | 31303 3002 37102 37:02  40%02
c16:0 obese | 4703 6408  68t0,8 5006 7,7+0,9
T 11 11 *++
schlank 1,11£0,2 1,410,2 1,00, 1 1,3+0,1 0,8+0,1
c164 obese 2,6+0,2 4,0+0,8 4,3+0,5 3,1+0,5 5,1+0,4
T 11 11 t *++
schlank 7,0+0,7 8,2+0,5 8,4+0,2 9,9;_l-*0,5 8,3+0,5
cla: obese 9,6£0,6 13,6%1,0 13,9+1,3 10,240,9 15,310,7

T *t1 *t1 11
5,6+0,4 5,1+0,3 5,56+0,2  5,4+0,2 7,2+0,3

C18:2 + schlank

C20:4 obese 7,0;;0,5 6,21+0,5 5,7+0,4 5,3+0,5 8,7;:0,8
schlank 17,0¢1,3 17,8%1,0 18,6%0,5 20,4%0,6 20,41+1,0
Gesamt
obese 23,8+1,6 30,2¥2,5 30,7+2,6 23,6%2,2 36,8+2,3

t tt tt tt

Tab. lll.3.4.c-1 Verlauf der LCACoA im M. Longissimus Dorsi 16 Wochen alter ZDF-
Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
gefutterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. gefiittert; **p<0,001 vs. gefiittert;
t p<0,05 vs. schlank; 1 p<0,001 vs. schlank; interindividuelle Studie; n=8).
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In der Leber erhdhte sich die Gesamtkonzentration der LCACoA’s bei den
schlanken Tieren an den ersten beiden Tagen der postabsorptiven Phase signifikant.
Bei den obesen Ratten traten Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg keine
Konzentrationsanderungen in der Summe der gemessenen aktivierten Fettsduren
auf.

Die einzelnen Fettsduren zeigten teilweise eine ausgepragte Dynamik. Die
Konzentration von C16:1 stieg bei den obesen Tieren bei Anfltterung auf das 4-
fache des Ausgangswertes an. In der postabsorptiven Phase waren keine
Veranderungen zu erkennen. Die C18:2-Konzentration war bei den obesen Tieren
bei Wiederanfltterung signifikant erniedrigt, nachdem sich wahrend der
postabsorptiven Phase keine Konzentrationsdnderungen ergeben hatten. C18:0 stieg
bei den schlanken Tieren wahrend der postabsorptiven Phase deutlich an und sank
bei Wiederanfltterung wieder auf Ausgangsniveau ab. Eine Konzentrationserh6hung
von C20:4 war bei den schlanken Ratten zu messen. Nach Anfltterung lagen die
Werte wieder auf Ausgangsniveau.

Die Konzentration der Summe der LCACoA's war bei den obesen Ratten
wahrend der postabsorptiven Phase niedriger als bei den schlanken Tieren. Diese
Konzentrationsunterschiede waren auch bei C18:0, C18:2 und C20:4 zu sehen.
Dagegen lag die Konzentration von C16:1 bei den obesen Ratten hdher als bei den
schlanken Kontrollen.

Die héchsten Konzentrationen waren bei beiden Tiergruppen bei C18:2 zu
messen. In nur geringen Mengen konnten C18:0 sowie C16:1 nachgewiesen werden
(Tab. 111.3.4.c-2).
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.I-

it

.I.

LCACoA- Dauer der postabsorptiven Phase
Spezies gefiittert 24h 48h 72h angefiittert
37,3+3,4 48,0+5,3 56,5+3,1 44 1+4 3 38,7+3,8
schlank .
C16:0
35,9441 46,5129 452+6,7 48,2164 27,7+4,0
obese
8,1+0,5 6,310,8 6,91+0,5 4,9+0,6 10,9+1,6
schlank
C16:1
9.,6+1,3 14,4432 11,3+3,1 9,5+1.8 46,0+5,8
obese ¥ *rt
11,743,7 39,3+2,0 35,0+4,0 32,3+25 13,1+1,0
schlank % *% *%
Cc18:0
obese 9,7+0,5 14,7+0,8 13,2+1,8 12,0+1,3 6,2+0,5
“t1 1t Tt T
52,3+2,7 56,9+5,8 63,2+3,0 52,545.6 51,4+3,5
schlank
C18:1
38,2+3,4 64,0+4,0 57,8+7,6 58,9+6,6 47 9157
obese .
84,5+6,5 99,9+12,6 113,5#5,7 92,648,3 54,3+5,9
schlank
C18:2
79,6+x12,7 80,3+10,6 62,9+4,7 722+7.6 27,1+3,0
obese 1 *rt
34,2457 73,2129 64,9t54 70,413,6 37,1+2,2
schlank % *% *%
C20:4
obese 32,5+1,7 43,5+26 38,6126 36,2+2,0 29,3+1,5
“t1 1t Tt
228,0+18,1 323,5%26,6 339,9+19,2 296,8+22,1 205,4+13,2
schlank . .
Gesamt
obese 205,5+20,6 263,2+14,5 229,0+19,5 236,9+22,0 184,3%+18,2

Tab. 1l.3.4.c-2 Verlauf der LCACoA in der Leber 16 Wochen alter ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere (Werte sind
Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. gefiittert; **p<0,001 vs. gefiittert; + p<0,05 vs.
schlank; 11 p<0,001 vs. schlank interindividuelle Studie).
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1.4 Behandlung von obesen ZDF-Ratten mit
Antidiabetika

.41 Monitoring

Ill.4.1.a Futter- und Wasserverbrauch

Der Futterverbrauch stieg bei den obesen Kontrolltieren tGber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg kontinuierlich an.

Die mit Rosiglitazon behandelten Tieren verbrauchten wahrend der gesamten
Studiendauer signifikant mehr Futter als alle anderen untersuchten Gruppen.

Bei Behandlung mit Metformin oder dem PPAR-a-Agonisten (PPAR-Ag.) stieg
der Futterverbrauch im Versuchsverlauf nur geringgradig an. Er lag bei beiden
Gruppen ab dem Alter von 11 Wochen niedriger als bei den Kontrolltieren (Abb.
.4.1.a-1).

Berechnet auf das Tiergewicht konnte bei allen Gruppen ein Absinken des
Futterverbrauches beobachtet werden. Berechnet auf 100 g Ratte war der
Futterverbrauch der mit Rosiglitazon behandelten Tiere nur noch unwesentlich
gegenilber den anderen Gruppen erhéht (Abb. 111.4.1.a-1).
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Abb. Ill.4.1.a-1 Futterverbrauch behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen
Kontrolltieren wahrend des 11-wochigen Versuchsprotokolls (Werte sind
Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).

Der Wasserverbrauch der Kontrolltiere stieg bis zum Versuchsende hin
kontinuierlich an. Die Tiere zeigten ab der 11. Lebenswoche, einhergehend mit der
Manifestation des Diabetes Mellitus, eine deutliche Polydipsie. Bei den behandelten
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Gruppen blieb der Wasserverbrauch Uber den untersuchten Zeitraum hinweg
konstant.

Der Wasserverbrauch der mit Rosiglitazon behandelten Tiere lag ab der 7.
Lebenswoche hoher als bei den anderen behandelten Versuchsgruppen (Abb.
[.4.1.2-2).
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Abb. lll.4.1.a-2 Wasserverbrauch behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen

Kontrolltieren wahrend des 11-wochigen Versuchsprotokolls (Werte sind

Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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I11.4.1.b  Physiologische Parameter

Das Korpergewicht stieg bei allen Gruppen bis zum Versuchsende hin an.
Wahrend der postabsorptiven Phase in der 8. Lebenswoche trat eine Stagnation der
Korpergewichtsentwicklung auf.

Das Korpergewicht der Metformin-Gruppe unterschied sich wahrend der
gesamten Versuchsdauer nicht von dem der Kontrollgruppe.

Die Rosiglitazon behandelten Tiere hatten ein hoheres, die mit dem PPAR-o-
Agonisten behandelten Tiere ein niedrigeres Kérpergewicht als die Kontrolltiere (Abb.
[1.4.1.b-1).
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Abb. IllL.4.1.b-1 Kérpergewichtsentwicklung behandelter ZDF-Ratten sowie von
obesen Kontrolltieren wahrend des 11-wéchigen Versuchsprotokolls (Werte
sind Mittelwerte * SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive
Phase; PPAR-Ag.: PPAR-o-Agonist).
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I1l.4.1.c  Stoffwechselparameter im Serum

Die Blutglukose der obesen Kontrollgruppe stieg ab der 11. Lebenswoche
deutlich an. Bei den behandelten Gruppen blieb der Blutglukosespiegel Uber den

gesamten Versuchszeitraum hinweg konstant (Abb. 111.4.1.c-1).
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Abb. I1l1.4.1.c-1 Verlauf der Blutglukose behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen

Kontrolltieren wahrend des 11-wdchigen Versuchsprotokolls (Werte sind

Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Die HbA1c-Werte stiegen bei der unbehandelten Kontrollgruppe ab der 14.

Lebenswoche deutlich an.
Bei allen behandelten Gruppen kam es nur gegen Versuchsende zu einer

geringen Erhéhung des HbA1c-Wertes (Abb. 111.4.1.c-2).
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Abb. lll.4.1.c-2 Verlauf von HbA1c behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen
Kontrolltieren wahrend des 11-wdchigen Versuchsprotokolls (Werte sind
Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Die Serumspiegel von Insulin stiegen bei der Kontrollgruppe bis zur 12.
Lebenswoche hin an. Danach konnte ein Absinken der Serumkonzentration
beobachtet werden. Einen ebensolchen Verlauf zeigte die mit Metformin behandelte
Gruppe.

Die Insulinspiegel der mit Rosiglitazon sowie mit dem PPAR-a-Agonisten
behandelten Tiere sanken Uber den Versuchszeitraum ab, wobei der starkste Abfall
zu Beginn der Behandlung zu beobachten war.

Die niedrigste Insulinkonzentration im Serum wies die PPAR-a-Agonist-
Gruppe auf (Abb. 111.4.1.c-3).
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Abb. 11.4.1.c-3 Verlauf der Insulinspiegel behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen
Kontrolltieren wahrend des 11-wochigen Versuchsprotokolls (Werte sind
Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Die Triglyzeridspiegel im Serum stiegen sowohl bei der Kontroll- als auch bei
der Metformin-Gruppe ab der 8. Lebenswoche gegeniiber den mit Rosigltiazon bzw.
mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren an. Dabei stagnierte der Anstieg bei
den Kontrolltieren ab der 12. Lebenswoche, wahrend die Serumtriglyzeride der
Metformin-Tiere weiter anstiegen.

Bei den mit Rosiglitazon bzw. dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren

sanken die Triglyzeridspiegel nach Beginn der Behandlung geringfligig ab und
blieben im weiteren Versuchsverlauf annahernd konstant (Abb. I11.4.1.c-4).
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Abb. lll.4.1.c-4 Verlauf der Triglyzeridspiegel behandelter ZDF-Ratten sowie von
obesen Kontrolltieren wahrend des 11-wéchigen Versuchsprotokolls (Werte

sind Mittelwerte * SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive
Phase; PPAR-Ag.: PPAR-o-Agonist).

104



Ergebnisse

Die FFS im Serum lagen bei der Kontroll- sowie der Metformin-Gruppe Uber
den gesamten Versuchszeitraum hinweg héher als bei den anderen untersuchten

Tiergruppen. Die Serumkonzentrationen &nderten sich wahrend des Versuchs nur

wenig (Abb. 111.4.1.c-5).
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Abb. Ill.4.1.c-5 Verlauf der FFS behandelter ZDF-Ratten sowie von obesen
Kontrolltieren wahrend des 11-wdchigen Versuchsprotokolls (Werte sind
Mittelwerte £+ SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive Phase;

PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Die Ketonkdrperkonzentration im Serum der Kontrollgruppe stieg zwischen der
8. und der 16. Lebenswoche kontinuierlich an. Ein analoger Verlauf war bei den mit
dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren zu beobachten.

Bei der Rosiglitazon-Gruppe nahm die Ketonkdrperkonzentration hingegen
Uber den Versuchszeitraum ab und lag niedriger als in der Kontrollgruppe.

Die Ketonkorperspiegel der mit Metformin behandelten Tiere blieben nach
einem anfanglichen Anstieg Uber die Ubrige Versuchsdauer hinweg konstant. Sie
lagen héher als die der Kontrollgruppe (Abb. 111.4.1.¢c-6).
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Abb. 1lI1.4.1.c-6 Verlauf der Ketonkérperspiegel behandelter ZDF-Ratten sowie von
obesen Kontrolltieren wahrend des 11-wéchigen Versuchsprotokolls (Werte
sind Mittelwerte * SEM; (n=7-8 pro Gruppe); postabs.: postabsorptive
Phase; PPAR-Ag.: PPAR-o-Agonist).
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1.4.2 Bestimmung des Koérperfettanteils

Der Kérperfettanteil aller behandelten Tiere lag signifikant héher als derjenige

der obesen Kontrollratten. Unter den behandelten Tieren hatte die Rosiglitazon-
Gruppe den héchsten Koérperfettanteil (Abb. 111.4.2-1).
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Abb. 111.4.2-1 Koérperfettanteil behandelter, obeser ZDF-Ratten sowie von obesen
Kontrolltieren im Alter von 12 Wochen (Werte sind Mittelwerte + SEM; (n=7-

8 pro Gruppe), T p<0,05 vs. obese Kir.; 1 p<0,001 vs. obese Kir.; PPAR-
Agonist: PPAR-a-Agonist).
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.4.3 Bestimmung von Malonyl-CoA und LCACoA

Il1.4.3.a Malonyl-CoA in der Leber

Malonyl-CoA, endogener Inhibitor der Fettsdureoxidation, war in der Leber der
mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere gegentber allen anderen Gruppen
hochsignifikant erhéht. Die Ubrigen Gruppen unterschieden sich nicht voneinander
(Abb. 111.4.3.a-1).
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Abb. 11l.4.3.a-1 Malonyl-CoA in der Leber behandelter, obeser ZDF-Ratten sowie von
obesen Kontrolltieren im Alter von 18 Wochen nach einer 24-stiindigen
postabsorptiven Periode (Werte sind Mittelwerte + SEM; (n=7-8 pro
Gruppe), 11 p<0,001 vs. obese Kir.; PPAR-Agonist: PPAR-o-Agonist).
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111.4.3.b LCACo0A-Gehalt in Skelettmuskel und Leber

Die Messung der LCACoA im LONG erfolgte bei diesen Tieren mit der fir die
LCACoA-Analytik der Leber modifizierten Methode. Damit konnte die Trennung der
Peaks von Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA erreicht werden.

Der Gehalt an LCACoA im LONG war bei den mit dem PPAR-a-Agonisten
behandelten Tieren signifikant gegentber den obesen Kontrolltieren vermindert. Die
ubrigen behandelten Tiere zeigten ebenfalls eine tendenzielle Verminderung des
LCACoA-Gehaltes.

Bei den einzelnen aktivierten Fettsduren zeigte sich die Verminderung bei der
mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Gruppe bei Palmitoyl-CoA, Linoleoyl-CoA
und Arachidonoyl-CoA. Palmitoleoyl-CoA und Oleoyl-CoA waren bei allen Gruppen

in vergleichbarer Konzentration vorhanden (Tab. 111.4.3.b-1).

ﬁ’éﬁ‘éﬁ' Kontrolle gri‘t(;?c;n Azg:ig'; Metformin
C16:0 13,5+1,4 7,5+0,6'1 4,104 10,0+0,6"
C16:1 4,4+0,7 3,2+0,4 3,140,2 3,840, 1

C18:1 14,2411 14,3+1,1 12,140,9 13,740,6
C18:2 10,8+0,5 2,040,211 1,7+0,27" 3,740,211
C20:4 2,5+0,3 9,2+0,7't 6,1+0,5' 5,9+0,3'
Gesamt 45,313,6 36,312,8 27,1£2,0™ 37,2+1,4

Tab. 111.4.3.b-1 LCACoA-Gehalt im LONG behandelter, obeser ZDF-Ratten sowie von
obesen Kontrolltieren im Alter von 18 Wochen nach einer 24-stiindigen
postabsorptiven Periode (Werte sind Mittelwerte + SEM; (n=7-8 pro
Gruppe), T p<0,05 vs. obese Kir.; T1 p<0,001 vs. obese Ktr.; PPAR-Agonist:
PPAR-a-Agonist).
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In der Leber lag der LCACoA-Gehalt der mit dem PPAR-a-Agonisten
behandelten Tiere deutlich hoher als in der Kontrollgruppe. Die Konzentration der
aktivierten Fettsauren lag bei den mit Metformin behandelten Tieren im Bereich der
Kontrollgruppe. Die mit Rosiglitazon behandelten Tiere hatten eine tendenziell
niedrigere LCACoA-Konzentration in der Leber als die Kontrollgruppe.

Die einzelnen aktivierten Fettsguren lagen bei den mit dem PPAR-a-Agonisten
behandelten Tieren mit Ausnahme von Linoleoyl-CoA signifikant héher als bei der
Kontrollgruppe. Linoleoyl-CoA war gegenuber der Kontrollgruppe erniedrigt.

Bei der mit Rosiglitazon behandelten Gruppe war eine signifikante Erh6hung
von Palmitoleoyl-CoA sowie eine signifikante Erniedrigung von Linoleoyl-CoA
gegenlber der unbehandelten Gruppe zu messen.

Die LCACoA-Konzentrationen der mit Metformin behandelten Tiere lagen, mit
Ausnahme von Linoleoyl-CoA, im Bereich der unbehandelten Kontrollgruppe.
Linoleoyl-CoA war im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt (Tab. 111.4.3.b-2).

LCAC_oA- obese I_Rosi- PPA_R- Metformin
spezies Kontrolle glitazon Agonist

C16:0 80,781 72,1+1,8 169471 85,945, 1
C16:1 21,8439 45,5+1,41 | 47,0481 30,1+1,5
C18:0 24,0+1,3 28,7+0,5 36,0+2,3"" 25,4+1,2
C18:1 79,748.6 61,5+2,3 270+9,0' 87,2+3,8
C18:2 84,8+12,8 | 38,4154 50,3+7,51 47,3+3,57
C20:4 80,9+4,6 70,4437 145+117F 75,0+4,0
Gesamt 372129 31719 716321t 35111

Tab. 111.4.3.b-2 LCACoA-Gehalt in der Leber behandelter, obeser ZDF-Ratten sowie
von obesen Kontrolltieren im Alter von 18 Wochen nach einer 24-stiindigen
postabsorptiven Periode (Werte sind Mittelwerte + SEM; (n=7-8 pro
Gruppe), T p<0,05 vs. obese Kir.; T1 p<0,001 vs. obese Ktr.; PPAR-Agonist:
PPAR-a-Agonist).
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1.5 Postabsorptionsstudie bei ZDF-Ratten unter
Behandlung mit Antidiabetika

.5.1 Physiologische Parameter

Im Alter von 8 Wochen nahmen alle untersuchten Gruppen wahrend der
postabsorptiven Phase an Gewicht ab. Nach Wiederanfltterung erhéhte sich bei
allen Gruppen das Kérpergewicht wieder.

Das Korpergewicht aller behandelten Tiere lag wahrend des gesamten
Versuches hoéher als bei der schlanken Kontrollgruppe und niedriger als bei den
obesen Kontrollen der Studie (l11.2).

Von den behandelten Tieren war die Rosiglitazon-Gruppe die schwerste, die
PPAR-a-Agonist-Gruppe die leichteste.

Im Alter von 16 Wochen nahm das Kdérpergewicht aller untersuchten Gruppen
postabsorptiv ebenfalls ab. Bei Wiederanfitterung wurde jedoch bei den mit
Metformin und den mit dem PPAR-a-Agonist behandelten Tieren keine Zunahme des

Kérpergewichtes beobachtet.
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Das Korpergewicht der mit Rosiglitazon behandelten Tiere lag Uber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg deutlich héher als das der anderen Gruppen.
Die mit Metformin behandelten Tiere waren ebenfalls schwerer als die Kontrolltiere.
Das Korpergewicht der mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere lag im Bereich
der obesen Kontrollgruppe von Studie (111.3) (Abb. 111.5.1-1).
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Abb. II.5.1-1 Verlauf des Koérpergewichtes behandelter, obeser ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind
Mittelwerte £ SEM; 11 p<0,001 vs. obese Ktr. (n=8 pro Gruppe); Werte der
Kontrollgruppen entstammen Versuch I1ll.2 bzw. Versuch 11l.3; PPAR-Ag.:
PPAR-a-Agonist).
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l.5.2 Stoffwechselparameter im Serum

Sowohl bei den 8 als auch bei den 16 Wochen alten Tieren war postabsorptiv
bei allen untersuchten Gruppen ein Absinken der Blutglukose zu beobachten. Bei
Wiederanfltterung stieg die Glukose wieder auf den Ausgangswert an.

Die Blutglukosespiegel lagen bei den behandelten Tieren im gefltterten
Zustand sowie nach Wiederanflitterung signifikant niedriger als bei der obesen
Kontrollgruppe.

Im Alter von 16 Wochen war die Blutglukose der mit Rosiglitazon und
Metformin behandelten Tiere auch an den ersten beiden Tagen der postabsorptiven

Phase signifikant niedriger als bei den obesen Kontrollen (Abb. 111.5.2-1).
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Abb. 1I1.5.2-1 Verlauf der Blutglukose behandelter, obeser ZDF-Ratten wéahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind Mittelwerte *
SEM; t p<0,05; 1t p<0,001 vs. obese Ktr. (n=8 pro Gruppe); Werte der
Kontrollgruppen entstammen Versuch Ill.2 bzw. Versuch II.3; PPAR-Ag.:
PPAR-a-Agonist).
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Im Alter von 8 Wochen lagen die Insulinspiegel der behandelten Tiere im
gefOtterten Zustand niedriger als die der obesen Kontrollen, jedoch hdher als
diejenigen der schlanken Kontrollgruppe. Den schlanken Kontrolltieren am nachsten
kamen dabei die mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere.

Postabsorptiv sanken die Insulinspiegel aller Gruppen deutlich ab. Die
Serumspiegel bei den mit Rosiglitazon behandelten Tiere lagen dabei am 2. und 3.
Tag der postabsorptiven Phase signifikant hdher als bei den obesen Kontrolltieren.

Nach Wiederanfltterung lagen die Insulinspiegel von Rosiglitazon- und
Metformin-Gruppe auf demselben Niveau wie die obese Kontrollgruppe. Die Tiere,
welche mit dem PPAR-o-Agonisten behandelt wurden, hatten nach Anfitterung
niedrigere Insulinspiegel als die obesen Kontrollen.

Im Alter von 16 Wochen war grundséatizlich der gleiche Verlauf wie bei den
jungeren Tieren zu beobachten. Bei diesen Tieren war jedoch in geflttertem Zustand
der Insulinspiegel der mit Metformin behandelten Tiere hdher als derjenige der
obesen Kontrollgruppe. Die postabsorptiven Insulinspiegel lagen bei der PPAR-o-
Agonist-Gruppe signifikant niedriger als bei der obesen Kontrollgruppe (Abb. 111.5.2-
2).
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Abb. 111.5.2-2 Verlauf der Insulinspiegel behandelter, obeser ZDF-Ratten wahrend
der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und
nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind Mittelwerte +
SEM; { p<0,05; 11 p<0,001 vs. obese Kir. (n=8 pro Gruppe); Werte der
Kontrollgruppen entstammen Versuch Illl.2 bzw. Versuch 11l.3; PPAR-Ag.:
PPAR-a-Agonist).
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Die Serumtriglyzeride der 8 Wochen alten, behandelten Ratten lagen im
gefltterten Zustand niedriger als diejenigen der obesen Kontrollen. Dabei waren die
niedrigsten Werte bei den mit Rosiglitazon bzw. mit dem PPAR-o-Agonisten
behandelten Tieren zu finden.

Waéhrend der postabsorptiven Phase zeigten die Triglyzeridspiegel der
behandelten Tiere einen, sowohl von den obesen als auch von den schlanken
Kontrolltieren, abweichenden Verlauf: Wahrend sie bei der unbehandelten Gruppe
postabsorptiv absanken, stiegen sie bei den behandelten Tieren wéahrend der
postabsorptiven Phase an. Dieser Anstieg war bei den mit Rosiglitazon bzw. dem
PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren am deutlichsten ausgepragt.

Nach Wiederanfutterung kam es bei den behandelten Tieren zu einem
Absinken der Triglyzeridkonzentration, wahrend bei beiden Kontrollgruppen am 5.
Versuchstag gegentber dem 3. Tag ein Anstieg der Triglyzeridspiegel zu sehen war.

Im Alter von 16 Wochen lagen die Triglyzeridspiegel der mit Metformin
behandelten Tiere signifikant hoher als diejenigen der obesen Kontrollgruppe. Die
PPAR-a-Agonist- sowie die Rosiglitazon-Gruppe zeigten im gesamten
Versuchszeitraum  gegenUber  der  obesen Kontrollgruppe  erniedrigte
Triglyzeridspiegel.

Waéhrend des gesamten Versuchsprotokolls sanken die Triglyzeridspiegel in
der Metformin-Gruppe kontinuierlich ab. Bei den Ubrigen behandelten Tieren kam es
postabsorptiv zu einem Anstieg der Triglyzeride im Serum und bei Wiederanfitterung
zu einem Absinken der Blutspiegel (Abb. 111.5.2-3).
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Abb. 11.5.2-3 Verlauf der Triglyzeridspiegel behandelter, obeser ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind
Mittelwerte £ SEM; t p<0,05; +1 p<0,001 vs. obese Kitr. (n=8 pro Gruppe);
Werte der Kontroligruppen entstammen Versuch lll.2 bzw. Versuch II1.3;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Die FFS der behandelten Tiere im Alter von 8 Wochen lagen, mit Ausnahme
der mit Rosiglitazon behandelten Gruppe, wahrend des gesamten
Versuchsprotokolls auf dem gleichen Niveau wie diejenigen der obesen Kontrolltiere.
Die mit Rosiglitazon behandelten Tiere zeigten denselben Verlauf, erreichten jedoch,
ebenso wie die schlanken Kontrolltiere, postabsorptiv hhere Blutspiegel.

Im Alter von 16 Wochen war der gleiche Verlauf wie schon im Alter von 8
Wochen beobachtet zu erkennen. Allerdings war das Absinken der FFS bei
Wiederanfltterung bei den mit Metformin sowie dem PPAR-a-Agonisten behandelten

Tiere weniger deutlich zu sehen (Abb. 111.5.2-4).
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Abb. lI.5.2-4 Verlauf der FFS behandelter, obeser ZDF-Ratten wéhrend der 72-
stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten Zustand und nach
24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind Mittelwerte £ SEM;

t p<0,05; 1t p<0,001 vs. obese Kitr. (n=8 pro Gruppe); Werte der
Kontrollgruppen entstammen Versuch IlIl.2 bzw. Versuch 1ll.3; PPAR-Ag.:
PPAR-a-Agonist).
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Bei den Ketonkorperspiegeln zeigten im Alter von 8 Wochen alle behandelten
Gruppen den gleichen Verlauf wie die obesen Kontrollratten. Lediglich die mit dem
PPAR-o-Agonisten behandelten Tiere erreichten am dritten Tag der postabsorptiven
Periode ein niedrigeres Niveau als die Ubrigen obesen Ratten.

Im Alter von 16 Wochen war der gleiche Verlauf wie schon im Alter von 8
Wochen zu beobachten. Die mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere
erreichten dabei mit dber 7000 pumol/l die mit Abstand hochsten Blutspiegel (Abb.
[1.5.2-5).
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Abb. IlI1.5.2-5 Verlauf der Gesamt-Ketonkorperspiegel behandelter, obeser ZDF-
Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
geflitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere.
(Werte sind Mittelwerte + SEM; 1 p<0,05; 11 p<0,001 vs. obese Kir. (n=8 pro
Gruppe); Werte der Kontrollgruppen entstammen Versuch IIl.2 bzw.
Versuch ll1.3; PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Betrachtet man den Verlauf der einzelnen gemessenen Ketonkorper
(Acetoacetat und HO-Butyrat), so fallt auf, dass der Anstieg der Gesamt-Ketonkdrper
bei den mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren im wesentlichen von einem
Anstieg des Acetoacetat verursacht wurde. Bei allen anderen Gruppen hingegen war
primar der Anstieg von HO-Butyrat fir die postabsorptiv steigenden
Ketonkdrperspiegel verantwortlich (Abb. 111.5.2-6).
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Abb. 1I1.5.2-6 Verlauf von Acetoacetat und Hydroxy (HO)- Butyrat behandelter,
obeser ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere.
(Werte sind Mittelwerte + SEM (n=8 pro Gruppe); Werte der Kontrollgruppen
entstammen Versuch I1l.2 bzw. Versuch 11l.3; PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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.5.3 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen

I11.5.3.a IMCL-Gehalt verschiedener Skelettmuskeltypen

Im Alter von 8 Wochen lagen in allen untersuchten Skelettmuskeltypen die
IMCL-Werte der mit Rosiglitazon bzw. dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere im
gefltterten Zustand niedriger als diejenigen der obesen Kontrolltiere. Die IMCL-
Werte der mit Metformin behandelten Tiere zeigten ebenfalls eine Tendenz zu
niedrigeren Werten. Hier konnten jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede
ermittelt werden.

Im Alter von 16 Wochen waren im gefltterten Zustand der Tiere keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen mehr zu erkennen.

Im TIB (Abb. II1.5.3.a-1) sowie im EDL (Abb. 111.5.3.a-2) konnte, wie auch bei
den unbehandelten Gruppen, im Alter von 8 Wochen ein postabsorptiver IMCL-
Anstieg ermittelt werden.

Mit diesem Anstieg erreichten die mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten
Tiere im TIB sowie im EDL &hnlich hohe IMCL-Werte wie die obesen Kontrolltiere.

Der postabsorptive Anstieg fiel bei den mit Rosiglitazon und Metformin
behandelten Tieren geringer aus als derjenige der mit dem PPAR-a-Agonisten
behandelten Gruppe. Diese Tiere erreichten postabsorptiv das Niveau der obesen
Kontrolltiere.

Nach Wiederanfitterung sanken die IMCL-Werte bei allen Gruppen wieder auf
den Ausgangswert ab.

Im Alter von 16 Wochen war im TIB postabsorptiv ein deutlicher Anstieg zu
beobachten. Dabei wurden in allen Behandlungsgruppen héhere IMCL-Werte als bei

der obesen Kontrollgruppe gemessen(Abb. 111.5.3.a-1).
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Abb. lll.5.3.a-1 Verlauf des IMCL-Gehaltes im M. Tibialis Anterior (TIB) behandelter,
obeser ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere.
(Werte sind Mittelwerte + SEM; 1 p<0,05; 11 p<0,001 vs. obese Kir. (n=8 pro
Gruppe); Werte der Kontrollgruppen entstammen Versuch IIl.2 bzw.
Versuch ll1.3; PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).

Im EDL war sowohl bei der PPAR-a-Agonist-Gruppe als auch bei der
Metformin-Gruppe ebenfalls ein deutlicher postabsorptiver Anstieg zu messen. Bei
den mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tieren wurden signifikant hdhere
IMCL-Werte als bei den obesen Kontrolltieren erreicht. Die Messung der mit
Rosiglitazon behandelten Tiere erbrachte am 1. und am 5. Versuchstag aufgrund des
stérenden adipozytéaren Fettes, welches bei dieser Gruppe vermehrt vorhanden war,
keine auswertbaren Ergebnisse. Das Methylensignal des adipozytaren Fettes
erscheint bei 1,5 ppm. Bei gefltterten Tieren Uberdeckte dieser Peak das sehr kleine
Signal des IMCL. Postabsorptiv wurden bei dieser Gruppe IMCL-Werte erreicht,
welche deutlich héher lagen als diejenigen der obesen Kontrollgruppe. Nach
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Wiederanflitterung sanken die

IMCL-Werte der

Metformin-Gruppe nur geringflgig ab (Abb. 111.5.3.a-2).
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Abb. 111.5.3.a-2 Verlauf des IMCL-Gehaltes im M. Extensor Digitorum Longus (EDL)
behandelter, obeser ZDF-Ratten wéahrend der 72-stiindigen postabsorptiven

Phase sowie

im  gefitterten

Zustand

und nach 24-stiindiger

Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind Mittelwerte *+ SEM; 1 p<0,05; 11
p<0,001 vs. obese Ktr. (n=8 pro Gruppe); Werte der Kontrollgruppen
entstammen Versuch I1l.2 bzw. Versuch 11l.3; PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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Im SOL wurden bei den unbehandelten Tieren keine Anderungen des IMCL-
Gehaltes im Versuchsverlauf gemessen. Bei allen 3 behandelten Gruppen konnte
hingegen in beiden Altersstufen ein Anstieg der IMCL-Werte wahrend der
postabsorptiven Phase festgestellt werden. Dabei wurden im Alter von 8 Wochen
teilweise, im Alter von 16 Wochen hingegen generell die Werte der obesen
Kontrollgruppe Ubertroffen. Im Alter von 16 Wochen waren bei den mit Metformin
behandelten Tieren die geringsten Anderungen des IMCL-Gehaltes im SOL zu
erkennen. Bei Anfltterung am letzten Versuchstag sanken die IMCL-Werte im SOL
bei allen Gruppen in beiden Altersstufen wieder auf den Ausgangswert ab (Abb.
[11.5.3.2-3).

8 Wo 129 Rosiglitazon -+- schlank Ktr
- 10 —A— PPAR-Ag. —O— obese Kir.

—— Metformin

SOL: IMCL / tCr
o

4 |
2 |
16 WO. 20— Rosiglitazon -+-schlank Ktr
—A- PPAR-Ag. —0O— obese Kir.
| —8— Metformin
15 "
tt
T I

SOL: IMCL / tCr
o

(3,
\l\;i—b
i FOH
—!
—
—
/
——+

Q::::::::::Quu===u-%“==== .... gP
0 L L oS-
gefiittert 24 h 48h 72h an-
- - postabsorptiv - - gefuttert

Abb. 1Il.5.3.a-3 Verlauf des IMCL-Gehaltes im M. Soleus (SOL) behandelter, obeser
ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im
geflitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere.
(Werte sind Mittelwerte + SEM; 1 p<0,05; 11 p<0,001 vs. obese Kir. (n=8 pro
Gruppe); Werte der Kontrollgruppen entstammen Versuch IIl.2 bzw.
Versuch lll.3; PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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I11.5.3.b  Hepatozelluldrer Lipidgehalt

Im Alter von 8 Wochen lagen die HepCL-Werte der gefltterten Tiere bei den
mit Rosiglitazon bzw. Metformin behandelten Tieren auf demselben Niveau wie bei
den obesen Kontrollen. Die mit dem PPAR-a-Agonisten behandelten Tiere lagen
tendenziell im gefltterten Zustand etwas niedriger.

Wéhrend der postabsorptiven Phase stiegen die HepCL-Werte der PPAR-a-
Agonist-Gruppe jedoch sehr stark an. Bei den anderen behandelten Gruppen kam es
nur gegen Ende der postabsorptiven Phase zu einem leichten Anstieg gegenlber
dem gefltterten Zustand.

Mit Wiederanflitterung sank der HepCL-Gehalt bei allen behandelten Gruppen
wieder ab (Abb. I11.5.3.b-1).

Im Alter von 16 Wochen lagen die HepCL-Werte der gefltterten Tiere bei der
PPAR-a-Agonist- sowie der Rosiglitazon-Gruppe signifikant niedriger als bei den mit
Metformin behandelten Tieren.

Bei allen behandelten Tieren erfolgte postabsorptiv ein Anstieg des HepCL,
welcher bei der Metformin-Gruppe am geringsten und bei der PPAR-a-Agonist-
Gruppe am deutlichsten ausfiel. Nach 24-stliindiger Wiederanfitterung blieben die
Werte aller Gruppen auf dem postabsorptiv erreichten Niveau (Abb. 111.5.3.b-1).
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Abb. IlI1.5.3.b-1 Verlauf des HepCL-Gehaltes behandelter, obeser ZDF-Ratten
wéhrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie im gefiitterten
Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere. (Werte sind
Mittelwerte £ SEM; t p<0,05; +1 p<0,001 vs. obese Kitr. (n=8 pro Gruppe);
Werte der Kontroligruppen entstammen Versuch lll.2 bzw. Versuch II1.3;
PPAR-Ag.: PPAR-a-Agonist).
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IV Diskussion

V.1 Biochemische und biophysikalische Veranderungen
wahrend postabsorptiver adipozytarer Lipolyse

Die FFS, deren Plasmaspiegel bei obesen Individuen erhdht sind, stellen ein
wichtiges Bindeglied zwischen Obesitas und Insulinresistenz dar (BODEN, 1997).
Das Ph&nomen der Insulinresistenz korreliert sowohl im Tiermodell Ratte als auch
beim Menschen mit dem IMCL-Gehalt (KUHLMANN, 2002; JACOB et al, 1999;
KRSSAK et al 1999; PERSEGHIN et al, 1999). Der hepatische Lipidgehalt korreliert
beim Menschen mit einer verminderten insulinvermittelten Hemmung der
hepatischen Glukoseproduktion (SEPPALA-LINDROOS et al, 2002).

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Studien sollten, neben der
Charakterisierung eines neuen PPAR-a-Agonisten, die Zusammenhange zwischen
akut, physiologisch erhéhtem Angebot an FFS im Plasma und intrazellularem Lipid in
verschiedenen Geweben naher untersuchen. Dabei konnten einige unerwartete

Beobachtungen gemacht werden:
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Veréanderungen im IMCL kdnnen innerhalb weniger Stunden auftreten
Muskeln mit unterschiedlicher Fasertypzusammensetzung reagieren
unterschiedlich auf erhbhte FFS-Spiegel im Plasma

Bei postabsorptiver adipozytarer Lipolyse werden aus dem Fettgewebe
mehr FFS freigesetzt, als aktuell zur Energieversorgung bendtigt
werden

Erhdhte Lipolyseraten in den Adipozyten resultieren in erhdhter
Reveresterungsrate in glykolytischen Skelettmuskeln

Eine Erhéhung von IMCL verhindert bei insulinsensitiven Tieren die
Erhéhung der muskuldren LCACoA-Konzentration

Insulinresistente Tiere sind nicht in der Lage die muskulare LCACoA-
Konzentration bei erhdéhter adipozytarer Lipolyse konstant zu halten

In der Leber erhdht sich unter postabsorptiven Bedingungen die
LCACoA-Konzentration

Die Bildung von HepCL scheint kein protektiver Mechanismus zur
Vermeidung hoher LCACoA-Konzentrationen zu sein

Bei insulinresistenten Tieren kommt es postabsorptiv zu einer
Erhéhung des HepCL-Gehaltes

Bei insulinresistenten Tieren liegt in der Leber postabsorptiv ein
Missverhéltnis zwischen Lipidaufnahme, Lipidoxidation und VLDL-
Sekretion vor

Insulinresistente Tiere zeigen einen erhdhten C16:1-Anteil in Leber,
Skelettmuskulatur und Fettgewebe

Unter postabsorptiven Bedingungen zeigte C16:1 in der Leber eine zu
den anderen Fettsduren inverse Dynamik

Die metabolischen Veranderungen unter veranderten nutritiven
Bedingungen sind bei diabetischen Ratten abgeschwécht

Die Behandlung mit PPAR-Agonisten fihrt zu einer Absenkung von
IMCL und HepCL

Die Behandlung mit PPAR-Agonisten bewirki einen postabsorptiven
Anstieg von IMCL in allen Muskelfasertypen
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1vV.1.1 Insulinsensitive Wistar-Ratten

Die postabsorptiven Veranderungen der metabolischen Serumparameter sind
seit langem bekannt (LOFFLER, 1997):

Bei Nahrungsentzug sinken sowohl die Glukose- als auch die
Triglyzeridspiegel im Serum ab. Aufgrund der verminderten Glukose-induzierten
Stimulation sinken nachfolgend auch die Serum-Insulinspiegel. Dadurch féllt die
antilipolytische Wirkung von Insulin auf das Fettgewebe weg. Um weiterhin eine
ausreichende Energieversorgung der peripheren Gewebe zu gewahrleisten, kommt
es zur adipozytaren Lipolyse und damit zu einem Anstieg der FFS im Serum.
Resultierend aus der postabsorptiv erhdéhten B-Oxidationsrate produzieren die
Mitochondrien der Leber vermehrt Ketonkdrper. Diese werden ins Blut abgegeben.
Die FFS und die Ketonkdrper dienen postabsorptiv als Hauptenergiequelle flr die
peripheren Organe, wahrend die Glukose fir die Versorgung des zentralen
Nervensystems aufgespart wird (CAHILL et al, 1968).

Die Resultate der Studie an Wistar-Ratten zeigen, dass postabsorptiv aus
dem Fettgewebe mehr FFS freigesetzt als aktuell von den Geweben zur
Energieversorgung bendétigt werden. In nicht-adipozytaren Geweben kommt es daher
zur Reveresterung von FFS. Aus der Leber kénnen diese reveresterten Fettsduren
als VLDL-Triglyzeride (Very-Low-Density-Lipoprotein) in das GefaBsystem
abgegeben werden. Die Aktivitdt der muskuldren Lipoproteinlipase (mLPL) ist
postabsorptiv gegeniber der adipozytaren Lipoproteinlipase (aLPL) erhdéht (LADU et
al, 1991). Zusatzlich zu den FFS aus der adipozytaren Lipolyse werden daher
Fettsduren triglyzeridreicher Lipoproteine in die Skelettmuskelzelle aufgenommen.
Die Speicherung in der Muskulatur erfolgt in Form von Lipid-Droplets, die mittels 'H-
NMR-Spektroskopie als IMCL messbar sind.

Die in der postabsorptiven Phase erhéhten IMCL-Spiegel im glykolytischen
(TIB) und intermedidaren Muskel (EDL) spiegeln diese Reveresterung wider (Abb.
[l1.1.3.a-1). Im oxidativen SOL war dagegen wéhrend der postabsorptiven Phase kein
Anstieg intrazellularer Lipide messbar. In diesem Muskel scheint trotz erhdhter
Lipidverfugbarkeit kein Missverhéltnis aus Fettsdureaufnahme und B-Oxidationsrate
zu entstehen.

Einige Studien beim Menschen untersuchten ebenfalls die Dynamik des IMCL
an gesunden Probanden. Akute Veranderungen des IMCL-Spiegel konnten nach
Lipidinfusion (BODEN et al, 2001, BRECHTEL et al, 2001), bei Ausdauertraining
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(SCHRAUWEN-HINDERLING et al, 2003; BRECHTEL et al 2001; KRSSAK et al,
2000) sowie nach 72-stindiger Nahrungskarenz (STANNARD et al, 2002)
beobachtet werden.

In dieser Studie konnte ein Anstieg des IMCL-Spiegels in den glykolytischen
Muskeln der Wistar-Ratte bereits nach einer 12-stindigen postabsorptiven Phase
beobachtet werden. Nach 24-stindiger Wiederanfutterung war der IMCL-Gehalt
bereits wieder auf das Ausgangsniveau abgesunken (Abb. IIl.1.3.a-1). Diese
Ergebnisse sprechen fir eine ausgepragte physiologische Dynamik des IMCL-Pools.
Dies zeigt deutlich, dass bei der Ratte flr die Verwendung von IMCL als Surrogat fir
Insulinresistenz die genaue Kenntnis der nutritiven Bedingungen unerlasslich ist.

Von der Leber aufgenommene FFS kdnnen als VLDL-Triglyzeride wieder an
das GefaBsystem abgegeben oder aber als Lipid-Droplet gespeichert werden. Sie
kdnnen des Weiteren vollstandig oxidiert werden oder als Ketonkérper die Leber
verlassen. Der HepCL-Gehalt blieb bei den Wistar-Ratten wahrend der
postabsorptiven Phase konstant (Abb. 111.1.3.b-1). Die Leber scheint somit eine
ausreichende Kapazitat fur die Oxidation und / oder die Bildung von VLDL-Partikeln
zu haben, so dass es bei den im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten
Versuchen nicht zu einer intrahepatischen Speicherung der Lipide kam.

Malonyl-CoA ist ein  endogener Inhibitor der mitochondrialen
Fettsaureoxidation in Leber (MCGARRY et al, 1978), pankreatischer B-Zelle (BRUN
et al, 1996) und Skelettmuskel (RASMUSSEN et al, 2002; RUDERMAN et al, 1999).
Durch eine von Malonyl-CoA vermittelte Hemmung von CPT-1 wird die Aufnahme
der LCACOA in die Mitochondrien verhindert. In der Leber stellt Malonyl-CoA
zusatzlich ein wichtiges Zwischenprodukt in der de-novo Fettsduresynthese dar
(WAKIL et al, 1983). Diese Funktion ist in der Skelettmuskulatur nur von
nachgeordneter Bedeutung, da die Fettsauresyntheserate im Muskelgewebe niedrig
ist.

Bei niedrigen Blutglukosespiegeln ist die Malonyl-CoA-Konzentration in
Skelettmuskulatur und Leber niedrig (SAHA et al, 1995), was einen ungehinderten
Transport der LCACoA’s in die Mitochondrien erlaubt. Das Absinken der Malonyl-
CoA-Konzentration wahrend der postabsorptiven Phase stellte sich in der Studie an
Wistar-Ratten nicht so deutlich dar, wie es aufgrund der beschriebenen Funktion als
regulatorisches Molekll zu erwarten gewesen ware (Abb. Ill.1.4.b-1). Die
gemessenen Malonyl-CoA-Konzentrationen liegen Uber  dem ki-Wert
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(Dissoziationskonstante flir den Enzym-Inhibitor-Komplex) fir CPT-1-Hemmung, so
dass die Fettsdureoxidation permanent inhibiert sein musste. In diesem
Zusammenhang wird das Vorhandensein eines Malonyl-CoA-Bindungsproteins oder
signifikanter Malonyl-CoA-Konzentrationen in den Mitochondrien diskutiert
(MCGARRY et al, 1997). Aufgrund der Kompartimentalisierung ware dann nur ein
kleiner Teil des biochemisch gemessenen Malonyl-CoA fur die CPT-1-Hemmung
verantwortlich. Im oxidativen SOL waren in der durchgeflihrten Studie die
Anderungen der Malonyl-CoA-Konzentration am geringsten (Abb. 1ll.1.4.b-1). Diese
Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnissen einer Studie, in der von einer
Malonyl-CoA-resistenten CPT-1-Subfraktion in oxidativen Muskeln berichtet wird
(KIM et al, 2002).

Die Malonyl-CoA-Konzentration in der Leber verringerte sich durch den
Nahrungsentzug nicht signifikant (Abb. Ill.1.4.b-2). Dass trotz der hohen Malonyl-
CoA Werte in den hepatischen Mitochondrien Fettsduren oxidiert werden kénnen,
liegt moglicherweise in einer verminderten CPT-1-Sensitivitdt far Malonyl-CoA
wahrend einer langeren postabsorptiven Phase (DRYNAN et al, 1996).

Bei Wiederanfutterung kam es in der Leber der Wistar-Ratten zu einem
hochsignifikanten Anstieg der Malonyl-CoA-Konzentration (Abb. 11l.1.4.b-2). Dieser
Anstieg kann durch eine Insulin-vermittelte Aktivierung von ACC (CHIEN et al, 2000)
erklart werden.

Die LCACoA-Konzentration im glykolytischen LONG blieb trotz der
beobachteten Dynamik von FFS und IMCL wéahrend der gesamten postabsorptiven
Phase konstant (Tab I1ll.1.4.c-1). LCACoA wurden als Bindeglied zwischen
Insulinresistenz bei Obesitas und Diabetes identifiziert (COONEY et al, 2002). Sie
sollen die Insulinsignalkaskade hemmen und dadurch direkt an der Pathogenese der
Insulinresistenz beteiligt sein (Abb. 1.1.3.a-2) (BODEN et al, 2002; SHULMAN, 2000).
Der IMCL-Anstieg in Folge erhdhter FFS-Konzentrationen im Serum scheint somit
ein protektiver Mechanismus zu sein, um eine intrazelluldare Akkumulation von
LCACOA zu vermeiden.

In der Leber hingegen stieg die Gesamt-LCACoA-Konzentration postabsorptiv
an (Tab. 1ll.1.4.c-2). Dieser Anstieg kann Folge einer Aktivierung von PPAR-a im
postabsorptiven Zustand (KERSTEN et al, 1999) sein. PPAR-a stimuliert unter
anderem die Aktivitat der Acyl-CoA-Synthetase (SCHOONJANS et al, 1995). Die

Leber zeigte somit eine dem glykolytischen Muskel umgekehrte Dynamik: Wéahrend
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im Muskel die LCACoA-Konzentration unverandert blieb, stieg IMCL deutlich an. In
der Leber veranderte sich HepCL nicht, wahrend die LCACoA-Konzentration
postabsorptiv anstieg.

Palmitoleoyl-CoA zeigte eine kontrdre Dynamik: Die Konzentration dieser
aktivierten Fettsaure sank postabsorptiv ab und stieg bei Wiederanfltterung deutlich
an (Tab. Ill.1.4.c-2). Die postabsorptiv niedrige Konzentration von Palmitoleoyl-CoA
kann sowohl durch bevorzugte Oxidation dieser Fettsdure als auch durch eine
verminderte Expression der SCD verursacht worden sein. Die SCD katalysiert die
Desaturierung von Palmitat und Stearat an der A9-Position. Durch diese Reaktion
entstehen Palmitoleinsdure und Olsaure. Die Genexpression dieses Enzyms wird
unter anderem durch Insulin stimuliert (NTAMBI, 1999). Interessanterweise scheint

diese Regulation nur in der Leber, nicht aber in der Muskulatur aufzutreten.

IV.1.2 Insulinresistente ZDF-Ratten

Ziel dieser Studie war es, Unterschiede im postabsorptiven Lipidstoffwechsel
zwischen insulinresistenten Individuen und ihren schlanken, insulinsensitiven
Geschwistertieren aufzudecken.

Die 8 Wochen alte obese ZDF-Ratte befindet sich in einem pradiabetischen
Zustand. Die Insulinwirkung ist bei diesen Tieren deutlich abgeschwacht. Allerdings
sind die pankreatischen B-Zellen in der Lage, die Stoffwechselstérung durch
vermehrte Insulinsekretion auszugleichen. Diese kompensatorische MaBnahme
spiegelt sich in den Blutparametern wider: Die Tiere sind hyperinsulinamisch und
annahernd normoglykamisch.

Wéhrend die Serumtriglyzeridspiegel bei den obesen ZDF-Ratten ebenfalls
erhéht waren (Abb. 111.2.2-3), lagen die FFS auf dem Niveau der schlanken
Kontrollratten (Abb. 111.2.2-4). Die antilipolytische Wirkung des Insulins auf das
Fettgewebe ist in diesem Alter noch vorhanden und hélt die Blutspiegel der FFS auf
niedrigem Niveau. Die Hypertriglyzeridamie der obesen Tiere ist das Resultat einer
Hyperphagie, die diese Ratten aufgrund ihres Leptin-Rezeptordefekies zeigen
(ZUCKER, 1965 bei ZF-Ratten).

Hinsichtlich der Dynamik der metabolischen Serumparameter bei adipozytérer
Lipolyse unterschieden sich die obesen ZDF-Ratten nicht von ihren schlanken
Geschwistertieren. Allerdings traten die metabolischen Veranderungen bei den

obesen Tieren tendenziell verzdgert auf. Wahrend sich die Serumparameter der
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schlanken Ratten bereits nach 24 Stunden auf dem gleichen Niveau befanden wie
am Ende der postabsorptiven Phase, war dieser ,Endzustand“ bei den obesen
Tieren erst nach langerer Nahrungskarenz erreicht. Besonders deutlich war dies
beim Verlauf der Ketonkdrperspiegel (Abb. 111.2.2-5). Das Endprodukt der B-Oxidation
in der Leber tritt im Blut der obesen Tiere =zeitlich verzégert auf. Diese
Beobachtungen stitzen die Theorie einer metabolischen Inflexibilitat adipdser
Individuen (KELLEY, 2002). Obese Menschen sind demnach nicht in der Lage, ihre
B-Oxidationsrate adaquat an veranderte Stoffwechselsituationen anzupassen.

Der IMCL-Gehalt der insulinresistenten obesen ZDF-Ratten war gegenlber
den schlanken Tieren im gefltterten Zustand in allen untersuchten Skelettmuskeln
erhdht (Abb. 111.2.3.a-1). Diese Ergebnisse befinden sich in Ubereinstimmung mit der
beschriebenen Korrelation zwischen dem IMCL-Gehalt und Insulinresistenz
(KUHLMANN, 2002; BRECHTEL et al, 1999; JACOB et al, 1999; KRSSAK et al,
1999; PERSEGHIN et al, 1999).

Wahrend der adipozytaren Lipolyse konnte, entsprechend der Beobachtungen
bei den insulinsensitiven Wistar-Ratten, ein Anstieg des IMCL im glykolytischen TIB
und dem intermedidren EDL, nicht jedoch im oxidativen SOL beobachtet werden
(Abb. 1ll.2.3.a-1). Die schlanken Tiere zeigten mit fortschreitender Dauer der
Nahrungskarenz ein tendenzielles Absinken von IMCL (Abb. Ill.2.3.a-1). Dieses
Absinken kann auf die geringen Fettreserven dieser Tiere zurlckzufUhren sein. Far
diese These sprechen neben dem schlanken Phanotyp dieser Tiere auch die am
dritten Tag der Nahrungskarenz sinkende Konzentration der FFS im Serum und die
sinkenden LCACoA-Konzentrationen im LONG und in der Leber. Diese Beobachtung
stlitzt die Hypothese, dass Uberschissige FFS aus dem Serum in Myozyten
zwischengelagert werden (siehe Kapitel 1V.1.1). Eine abnehmende FFS-Freisetzung
bei niedrigen Seruminsulinspiegeln fUhrte bei den schlanken ZDF-Ratten zu
sinkenden IMCL-Konzentrationen.

Bei den obesen ZDF-Ratten wurden in den glykolytischen Muskeln wahrend
der postabsorptiven Phase sehr hohe IMCL-Werte erreicht (Abb. 111.2.3.a-1). Diese
Resultate lassen unterschiedliche Interpretationsmdglichkeiten zu: Trotz &hnlicher
FFS-Spiegel im Serum wird bei den obesen Tieren deutlich mehr Lipid in den
Muskelzellen gespeichert. Da sich die von der Skelettmuskelzelle aufgenommenen
Lipide aus den FFS der adipozytaren Lipolyse und den Fettsauren der Triglyzeride

zusammensetzen, deren Konzentration bei den obesen Tieren deutlich erhdht sind,
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ist der Skelettmuskel der obesen Ratten einer deutlich hdheren intravasalen
Lipidkonzentration ausgesetzt. Mdglicherweise ist auch die absolute Menge an FFS,
die bei diesen Tieren postabsorptiv freigesetzt wird, aufgrund der grdBeren
Fettdepots grdBer als bei den schlanken Ratten. Diese FFS werden konsequent vom
Skelettmuskel aufgenommen und bewirken somit keine Erhéhung der intravasalen
Fettsdurekonzentration. Hier ist die Kapazitat zur Oxidation jedoch erschdpft. Dies
fihrt zur Akkumulation in Form von IMCL. Diese Hypothese wird gestitzt durch die
postabsorptive Erhéhung von HepCL bei den obesen Ratten (Abb. 111.2.3.b-1).
Aufgrund der in groBer Menge anflutenden Lipide ist die Kapazitat zur Lipidoxidation
oder Abgabe als VLDL-Partikel erschdpft, so dass eine Speicherung in der Leber
erfolgt (LEWIS et al, 2002). Als weiterer Faktor kommt hinzu, dass die postabsorptive
B-Oxidationsrate in der Muskulatur obeser Individuen vermindert ist (RAVUSSIN et
al, 2002; KELLEY et al, 1999). Dies fuhrt ebenfalls zu einer verstarkten Speicherung
der Lipide in nicht-adipozytdren Geweben. SIMONEAU et al (1999) beschreiben bei
reduzierter oxidativer Kapazitat eine ahnliche, wenn nicht sogar verstarkte Kapazitat
des Skelettmuskels zur Aufnahme von Fettsduren bei obesen Menschen. KIM et al
(2001) beschreiben bei Mausen einen Zusammenhang zwischen erhéhter
Expression der LPL und Insulinresistenz. Auch bei diesem Modell liegt ein
Missverhalinis zwischen Lipidaufnahme und Lipidoxidation vor. Und auch hier ist
dieses Missverhéaltnis mit Insulinresistenz verbunden.

Somit sind die postabsorptiv extrem hohen IMCL-Werte und auch der HepCL-
Anstieg moglicherweise Resultate aus verschiedenen Vorgangen: Zum einen fuhrt
das erhdhte intravasale Lipidangebot bei den obesen Ratten zu einer vermehrten
Aufnahme von Lipiden in die Muskelzelle. Zum anderen ist bei diesen Tieren die
Kapazitat zur B-Oxidation vermindert.

Hinsichtlich Malonyl-CoA war in den glykolytischen Muskeln der schlanken
Ratten wahrend der postabsorptiven Phase eine Dynamik zu erkennen (Abb.
[11.2.4.b-1). Im oxidativen SOL hingegen blieb, wie schon bei den Wistar-Ratten
beobachtet, diese Dynamik aus. Auch bei den ZDF-Ratten scheint im SOL ein
Malonyl-CoA-unabhéngiger Weg der Fettsaureoxidation zu existieren. In wie weit die
beobachtete Dynamik jedoch einen Ruckschluss auf die CPT-1-Aktivitat zuldsst,
kann in diesem Zusammenhang aufgrund der beschriebenen
Kompartimentalisierung von Malonyl-CoA nur vermutet werden. In den glykolytischen

Muskeln war die postabsorptive Absenkung bei den obesen Tieren nicht so deutlich
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ausgepragt. Die postabsorptive mitochondriale B-Oxidation scheint somit bei diesen
Tieren durch Malonyl-CoA gehemmt zu sein. Da die Malonyl-CoA-Konzentrationen
der beiden untersuchten Gruppen sich im gefltterten Zustand nur geringgradig
unterschieden, kdnnte die verminderte postabsorptive Absenkung ein weiterer
Hinweis fUr die metabolische Inflexibilitdt der insulinresistenten Tiere sein. Bei guter
Energieversorgung der Zelle wird zytosolisches Citrat zu Oxalacetat und Acetyl-CoA
gespalten. Acetyl-CoA kann dann zu Malonyl-CoA umgesetzt werden. Somit wird bei
ausreichender Energieversorgung der Zelle die Lipidoxidation tber hohe Malonyl-
CoA-Spiegel gehemmt. In Energiemangelzustédnden, welche durch einen Anstieg des
Adenosinmonophosphat (AMP) / ATP — Verhaltnisses gekennzeichnet sind, wird die
ACC durch eine erhfhte Aktivitat der AMPK gehemmt (RUDERMAN et al, 2003). Die
obesen Tiere scheinen sich, eventuell durch eine Reduktion ihres
Energieverbrauches, in einer besseren energetischen Situation zu befinden. Dies
kénnte die in der postabsorptiven Phase hdheren Malonyl-CoA-Konzentrationen
erklaren.

Die Malonyl-CoA-Konzentrationen in der Leber der obesen Tiere waren
sowohl im gefltterten Zustand als auch in der postabsorptiven Phase gegeniber den
schlanken Ratten hochsignifikant erhdéht (Abb. 111.2.4.b-2). Dies spricht fur eine, im
Vergleich mit den schlanken Tieren, deutliche Hemmung der Fettsaureoxidation.
Welche Rolle dabei die verminderte CPT-1-Sensitivitdt gegentber Malonyl-CoA bei
einer langeren postabsorptiven Phase spielt, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden. Die verzogert ansteigenden Ketonkdrperspiegel sprechen jedoch fir
eine Sensitivitdtsverminderung mit fortscheitender Dauer der postabsorptiven Phase,
die eine Erhéhung der B-Oxidationsrate erst verspatet mdglich macht.

Die LCACoA-Konzentration im LONG der obesen Ratten war gegeniber den
schlanken Tieren im gesamten Versuchszeitraum signifikant erhéht (Tab. 111.2.4.¢c-1).
Hohe LCACoA-Konzentrationen im Zusammenhang mit Insulinresistenz werden in
der Literatur beschrieben (HEGARTY et al, 2003; ELLIS et al, 2000; OAKES et al,
1997; CHEN et al, 1992). Eine Kausalitat zwischen erhéhter LCACOA-
Konzentrationen und Insulinresistenz wird Uber verschiedene Mechanismen
postuliert (Abb. 1.1.3.a-2): In Versuchen mit Muskelhomogenaten wurde eine
konzentrationsabhangige Hemmung der HK durch LCACoA beobachtet
(THOMPSON et al, 2000). Eine verminderte HK-Aktivitdt konnte bei den obesen

Tieren bei den Untersuchungen =zur oxidativen Kapazitdt der verschiedenen
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Skelettmuskeltypen beobachtet werden (siehe Anhang, Kapitel VIll.1.a). Diese fiihrt
zur verminderten intrazelluldren Konzentration von G6P, und somit zu einer
Verminderung von Glukoseoxidation und Glykogenbildung. Letztendlich fuhrt eine
Hemmung der HK zu einer Verminderung der insulinunabhangigen
Glukoseaufnahme und damit zu erhdhten intravasalen Glukosespiegeln (RODEN et
al, 1996).

Andere Mechanismen, Uber die LCACoA die Insulinwirkung beeintrachtigen
sollen, laufen Uber eine Hemmung der Insulinsignalkaskade ab: Durch die Bildung
von Ceramid hemmen LCACOA die Proteinkinase B (PKB) (SUMMERS et al, 1998).
Direkt (HEGARTY et al, 2003) und Uber die Bildung von DAG (MCGARRY, 2002)
wird die PKC stimuliert. Sowohl die Konzentration an DAG als auch an Ceramid ist
bei obesen ZF-Ratten im Skelettmuskel erhéht (TURINSKY et al, 1990).

Da die DAG-Konzentration im Rahmen dieser Dissertation nicht bestimmt
wurde, kann Gber die Wirkung von DAG auf die PKC in diesem Zusammenhang nur
spekulativ diskutiert werden: Da in den glykolytischen Muskeln der obesen Tiere
erhdhte IMCL-Level vorliegen, und die Synthese dieser Triglyzerid-Droplets Gber die
Zwischenstufe DAG erfolgt, lasst diese Beobachtung den Schluss zu, dass damit
auch die Konzentration an DAG erhdht ist. Weiterhin besteht ein dynamisches
Gleichgewicht (,fatty-acid cycling®, beschrieben fir Adipozyten: COMMERFORD et
al, 2000) zwischen Triglyzeridauf- und —abbau. Bei diesen Vorgadngen entsteht
ebenfalls DAG.

Ein Ausgangsstoff fur die Bildung von Ceramid stellt Palmitoyl-CoA dar.
Palmitoyl-CoA stimuliert, im Gegensatz zu ungesattigten Fettsduren, die Bildung von
Ceramid (CHAVEZ et al, 2003). Da die Konzentration dieser aktivierten Fettsaure bei
den obesen Tieren ebenfalls erhdéht ist, kann eine Hemmung der PKB durch
gesteigerte Ceramid-Bildung vermutet werden.

Palmitoleoyl-CoA war bei den obesen Tieren signifikant gegenlber den
schlanken Ratten erhéht (Tab. 111.2.4.c-1). Dies ist mdglicherweise Ausdruck einer
erhéhten SCD-Expression, die fir diese Tiere beschrieben ist (VOSS et al, 2003;
siehe auch Kapitel 1V.2).

Trotz der Dynamik von IMCL und FFS stieg die LCACoA-Konzentration im
LONG bei den schlanken Tieren zu Beginn der postabsorptiven Phase nur
geringgradig an (Tab. 1ll.2.4.c-1). Diese Beobachtung ist konsistent mit den
Resultaten der Studie bei den Wistar-Ratten. Die am dritten Tag der Nahrungskarenz
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absinkende LCACo0A-Konzentration Iasst sich im Zusammenhang mit den sinkenden
Fettreserven dieser Tiere erklaren. Bei den obesen Tieren konnte hingegen ein
deutlicher Anstieg der LCACoA-Konzentration wahrend der postabsorptiven Phase
beobachtet werden. Dieser Anstieg deutet auf ein Missverhaltnis zwischen
Lipidaufnahme einerseits und der Verstoffwechslung dieser Lipide andererseits hin.
Die sehr hohen IMCL-Werte der obesen Tiere legen die Vermutung nahe, dass nicht
die Triglyzeridbildung, sondern vielmehr der katabole Lipidstoffwechsel gestort ist.
Wahrend insulinsensitive Tiere in der Lage sind, tUber vermehrte Bildung von IMCL
eine Erhéhung der intrazellularen LCACoA-Konzentration zu verhindern, fihrt die
Erhdhung der intravasalen FFS-Konzentration bei den insulinresistenten Tieren trotz
Bildung von IMCL zu einer Ansammlung von LCACOA in der Muskelzelle.

Die LCACoA-Konzentrationen in den Lebern obeser Ratten unterschieden
sich nicht von denen schlanker Tiere (Tab. 111.2.4.c-2). Mdglicherweise ist die Leber
in der Lage, die FFS direkt zu verestern, was sich in hohen HepCL-Gehalten
widerspiegelt. Eine andere Mdglichkeit die LCACoA-Konzentration zu verringern, die
Beschleunigung der Fettsdureoxidation, scheint aufgrund der bei den obesen Tieren
erhéhten Malonyl-CoA-Spiegel nicht wahrscheinlich.

Die unter postabsorptiven Bedingungen gegensatizlichen Veranderungen in
Leber und Muskulatur, welche bei der Wistar-Ratte beobachtet werden konnten,
waren bei den schlanken ZDF-Ratten ebenfalls zu sehen. Die obesen Tiere zeigten
dagegen einen Anstieg aller Parameter: IMCL, HepCL und LCACOoA in Leber und
Skelettmuskel waren postabsorptiv erhéht.

Palmitoleoyl-CoA war gegenuber den schlanken Ratten signifikant erhéht
(Tab. 1l.2.4.c-2), was ebenso wie in der Muskulatur fir eine erhéhte SCD-Aktivitat
spricht. Die Konzentrationen von Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA lagen in
ahnlichem Konzentrationsbereich wie bei den schlanken Tieren. Da die Gesamt-
LCACoA-Konzentration bei den obesen Tieren jedoch deutlich héher lag als bei den
schlanken Ratten, ist der Anteil von Linoleoyl-CoA und Arachidonoyl-CoA bei den
obesen Tieren geringer. Dies kann Ausdruck einer erhéhten A6- und verminderten
A5-Desaturase-Aktivitat bei obesen Individuen (VESSBY et al, 2002) sein.

Postabsorptiv erhéhte sich die hepatische LCACoA-Konzentration, mit
Ausnahme von Palmitoleoyl-CoA, bei beiden untersuchten Tiergruppen. Diese
Dynamik ist konsistent mit den Beobachtungen bei der Wistar-Ratte (siehe Kapitel
IV.1.1).
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IvV.1.3 Diabetische ZDF-Ratten

Im Alter von 16 Wochen war der Diabetes bei den obesen ZDF-Ratten
manifest. Dies spiegelte sich in einer deutlichen postprandialen und postabsorptiven
Hyperglykdmie wider (Abb. 111.3.2-1). Die pankreatischen B-Zellen sind in diesem
Alter bereits partiell lipoapoptotisch (UNGER, 1995) zugrunde gegangen. Die
Seruminsulinspiegel der 16 Wochen alten obesen ZDF-Ratten waren
dementsprechend gegenlber den 8 Wochen alten Tieren erniedrigt (Abb. 111.3.2-2).
Den pankreatischen B-Zellen kommt somit die entscheidende Rolle beim Ausbruch
des Diabetes zu: Erst wenn ihre Insulinsekretion nicht mehr ausreicht, um eine
adaquate Wirkung in den peripheren Organen zu erzielen, kommt es zur Entgleisung
des Glukosestoffwechsels und somit zum Diabetes. Die durch das Insulindefizit
verursachte verminderte antilipolytische Wirkung des Insulins beeinflusst auch den
Lipidstoffwechsel: Sie bewirkt postprandial eine Erh6hung der aus dem Fettgewebe
freigesetzten FFS im Serum wund konsekutiv auch eine Erhéhung der
Ketonkorperspiegel (siehe auch: Abb. I11.3.2-4 und -5).

Bei den diabetischen Ratten Uberlagern sich somit mehrere, gleichzeitig
ablaufende Prozesse: Zum einen haben die Tiere aufgrund ihrer Insulinresistenz eine
verminderte Fahigkeit, auf verdnderte Stoffwechselbedingungen zu reagieren. Zum
anderen befinden sie sich durch den Diabetes mit Glukosurie und erhdhter
adipozytarer Lipolyserate in einer katabolen Stoffwechsellage. Bei diesen Tieren
wurde nun durch den Entzug der Nahrung ein zusatzlicher Reiz zur adipozytaren
Lipolyse gesetzt.

Die katabole Stoffwechsellage und die verminderte metabolische Flexibilitat
spiegelten sich in der Dynamik von IMCL wahrend der postabsorptiven Phase wider:
Wahrend im Alter von 8 Wochen postabsorptiv noch sehr hohe IMCL-Werte erreicht
wurden, war eine derartige Steigerung der adipozytdren Lipolyse bei den
diabetischen Tieren offenbar nicht mehr mdoglich (Abb. 111.3.3.a-1). Auch der
postabsorptive Anstieg der FFS (Abb. 111.3.2-4) fiel bei diesen Tieren moderater aus.

HepCL lag wahrend der gesamten Versuchsdauer deutlich héher als bei den
schlanken Tieren und zeigte keinerlei Dynamik (Abb. [11.3.3.b-1). Bei den
diabetischen Tieren wird die protektive Funktion der Leber gegen exzessive
Lipidbelastung (GIBBONS et al, 2000) genutzt: Die chronisch erhéhten FFS werden
aus dem Blut entfernt und in der Leber als Triglyzeride zwischengespeichert. Dies
resultiert allerdings in chronisch erhdhtem Lipidgehalt der Leber.
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Malonyl-CoA lag in den glykolytischen Muskeln der diabetischen Tiere
niedriger als bei den schlanken Ratten (Abb. 111.3.4.b-1). Dies ist ein Zeichen fir die
bevorzugte Nutzung von Lipid als Substrat zur Energiegewinnung. Entsprechend der
geringen Anderungen der FFS- und IMCL-Konzentration zeigte Malonyl-CoA
keinerlei Dynamik im Verlauf der postabsorptiven Phase (Abb. 111.3.4.b-1).

Die LCACoA-Konzentration im LONG der 16 Wochen alten Tiere lag, analog
zum IMCL, sowohl bei den schlanken als auch bei den obesen Tieren niedriger als
bei den 8 Wochen alten Ratten (Tab. lll.2.4.c-1 und Tab. 111.3.4.c-1). Bei den
schlanken Ratten sind diese Resultate als Phanomen des Alters zu werten. Die Tiere
befinden sich mit 16 Wochen nicht mehr im Wachstum und haben daher einen
geringeren Energiebedarf. Bei den obesen Tieren trégt die katabole, diabetische
Stoffwechsellage zur Senkung der intramuskuléren Lipide (IMCL und LCACoA) bei.
Die Dynamik und die Zusammensetzung der LCACoA entsprachen weitestgehend
den Ergebnissen aus der Studie mit den 8 Wochen alten Tieren (Tab. I11.3.4.c-1).

In der Leber zeigten die diabetischen Ratten ahnliche LCACoA-Spiegel wie
die jungeren Tiere (Tab. lll.2.4.c-2 und Tab. |ll.3.4.c-2). Allerdings fehlt den alten
Ratten der postabsorptive Konzentrationsanstieg, der sowohl bei den 8 Wochen
alten Tieren als auch bei den schlanken Ratten im Alter von 16 Wochen zu sehen
war. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass bei den diabetischen Tieren in der
postabsorptiven Phase HepCL und Malonyl-CoA konstant blieben und die FFS und
Ketonkérper nur moderat anstiegen. Auch das Absinken der Serumtriglyzeride trat
bei diesen Tieren erst am dritten Tag der Nahrungskarenz ein.

Die diabetischen Tiere zeigten hinsichtlich der Lipidparameter nur eine sehr

schwache Reaktion auf die postabsorptiv veranderten nutritiven Bedingungen.

IvV.1.4 Mit Antidiabetika behandelte ZDF-Ratten

Diese Studie wurde durchgeflihrt, um einen neuen PPAR-a-Agonisten im
Vergleich mit Rosiglitazon und Metformin bei verénderter Stoffwechselsituation
pharmakologisch zu charakterisieren.

Dazu wurden die Tiere ab der 6. Lebenswoche mit dem PPAR-a-Agonisten,
Rosiglitazon (PPAR-y-Agonist) oder Metformin (Biguanid) behandelt (Studiendesign:
Abb. 11.3-c). Der Ausbruch des Diabetes konnte durch alle Behandlungsstrategien

verhindert werden.
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Waéhrend es infolge der Behandlung mit den Insulin-Sensitizern (PPAR-
Agonisten) zur Normalisierung sowohl der gemessenen Serumparameter als auch
von IMCL und HepCL kam, senkte Metformin lediglich die Blutglukose (Kapitel 111.4.1
und Kapitel 111.5.3). Die Wirkung von Insulin-Sensitizern auf die Lipidparameter und
die intrazellularen Lipide ist umstritten. Wahrend beim Menschen kein Einfluss von
Rosiglitazon auf das IMCL beobachtet werden kann (MAYERSON et al, 2002), senkt
diese Substanz bei der ZF-Ratte (HOCKINGS et al, 2003; JUCKER et al. 2003) und
der ZDF-Ratte (KUHLMANN et al, 2003) den IMCL-Gehalt. Die Aktivierung von
PPAR-a senkt bei Ratten, welche mit einer fettreichen Diat geflttert wurden, den
biochemisch bestimmten Triglyzeridgehalt des Muskels (YE et al, 2001).

Die Behandlung mit Rosiglitazon bewirkie eine verstarkte Zunahme des
Korpergewichtes (Abb. 111.4.1.b-1). Die Behandlung mit dem PPAR-a-Agonisten
bewirkte hingegen eine Verringerung der Gewichtszunahme. Die in der Rosiglitazon-
Gruppe aufgetretene Gewichtszunahme resultierte in einem gegenlUber den
unbehandelten Tieren um 1/3 erhohten Korperfettanteil (Abb. Il1.4.2-1). Diese
Entwicklung liegt im Wirkmechanismus des Praparates begriindet: Glitazone
bewirken primar eine verbesserte Insulinwirkung im Fettgewebe. Die Aktivierung von
PPAR-y durch Glitazone resultiert in einer verstarkten Adipozyten-Differenzierung
(OKUNO et al, 1998). Es kommt zur Neubildung von Adipozyten aus Praadipozyten.
Diese ,jungen“ Adipozyten besitzen ein erhbéhtes Potenzial zur Lipidspeicherung (DE
SOUZA et al, 2001). Die Behandlung mit Rosiglitazon bewirkt so eine Zunahme der
Fettsdureaufnahme in die Fettzelle (GUAN et al, 2002). Diese vermehrte
Lipidspeicherung resultierte bei den behandelten Ratten in extremer Adipositas.

Im Gegensatz zu den mit Rosiglitazon behandelten Tieren war in der mit dem
PPAR-oa-Agonisten behandelten Gruppe eine gegenlber den Kontrollen verminderte
Gewichtszunahme beobachtet worden (Abb. Il1.4.1.b-1). Auch dies lasst sich Uber
den Wirkmechanismus der Substanz erklaren. Wahrend PPAR-y primdr im
Fettgewebe exprimiert wird, findet sich PPAR-a vor allem in der Leber, aber auch in
der Skelettmuskulatur (DESVERGENE et al, 1999). Dort findet eine Stimulierung der
B-Oxidation statt (SEEDORF et al, 2001).

Somit bewirkt die Aktivierung beider PPAR’s die Entfernung von Lipiden aus
dem Blut: PPAR-a durch eine erhdhte B-Oxidationsrate und PPAR-y durch Aufnahme
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von Lipiden in die Adipozyten. Beide Wirkmechanismen resultieren in einer
verbesserten Insulinwirkung durch Verminderung der ektopischen Lipidakkumulation.

Der Wirkmechanismus von Metformin ist nicht vollstandig aufgeklart. Die
Normalisierung der Blutglukose erfolgt wahrscheinlich durch Reduktion der
hepatischen Glukoseproduktion (HUNDAL et al, 2000). Eine Verbesserung der
Insulinwirkung durch Metformin wird diskutiert (CUSI et al, 1998; CUSI et al, 1996).
Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein solcher Effekt nicht beobachtet werden.
Dies wird durch die hohen Insulinspiegel Uber die gesamte Behandlungsdauer
deutlich (Abb. 111.4.1.c-3).

Aufgrund der Ergebnisse, welche durch die Metformin-Behandlung der ZDF-
Ratten erzielt wurden, kann vermutet werden, dass Metformin die Apoptose der B-
Zellen des Pankreas verhindert. Diese protektive Wirkung auf die [B-Zellen ist
aufgrund der postulierten Pathogenese der B-Zelldegeneration verwunderlich: Es
wird vermutet, dass die vermehrte Lipidbelastung eine toxische Wirkung hat, was die
B-Zellen in die Apoptose treibt (UNGER, 1995). Metformin hatte im Rahmen dieser
Studie jedoch keinen Einfluss auf die Lipidparameter (Abb. Ill.4.1.c-4 und Abb.
[11.4.1.c-5). Eine protektive Wirkung von Metformin auf die pankreatischen B-Zellen
bei der ZDF-Ratte wird auch von SREENAN et al (1996) beschrieben. In dieser
Studie wurde allerdings auch eine Wirkung auf die Insulinsekretion sowie die
Lipidparameter beobachtet. Die Unterschiede sind mdglicherweise mit der von
Sreenan verwendeten héheren Metformin-Dosis zu erklaren. Aufgrund der erhdhten
Serumlipide in der Metformin-Gruppe scheint die Lipotoxizitadt nicht primar fur den
Untergang der B-Zellen verantwortlich zu sein. POITOUT et al (2002) postulieren,
dass die pB-Zellen nicht durch die Lipidbelastung, sondern durch hohe
Blutglukosespiegel zugrunde gehen. Bei obesen ZDF-Ratten flhrt eine durch
pharmakologische Intervention herbeigefliihrte Absenkung der Serumlipide nicht zu
einer Verminderung des Triglyzeridgehaltes in der B-Zelle. Dies ist dagegen mit einer
selektiven Senkung der Blutglukose, ohne Beeinflussung der Serumtriglyzeride zu
erreichen (HARMON et al, 2001). Somit wére eine protektive Wirkung von Metformin
auf die B-Zelle durch konsequente Senkung der Blutglukose, méglich.

Postabsorptiv verhielten sich alle behandelten Tiere hinsichtlich der Parameter

des Glukosestoffwechsels entsprechend den schlanken Kontrollratten (Abb. 111.5.2-
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1). Die antidiabetische Therapie war somit auch unter veranderten

Stoffwechselbedingungen erfolgreich.

IV.1.4.a Postabsorptive adipozytére Lipolyse unter Behandlung mit einem PPAR-a-

Agonisten

Eine Aktivierung von PPAR-o bewirkt bei Nagetieren, nicht aber beim
Menschen, eine Proliferation von Peroxisomen in der Leber (DESVERGNE et al,
1999). Die Steigerung der B-Oxidation durch PPAR-a-Aktivierung ist bei Nagetieren
Ergebnis einer gesteigerten mitochondrialen, peroxisomalen und mikrosomalen
Lipidoxidation (REDDY, 2001_a). Unter postabsorptiven Bedingungen kommt es in
der Leber zu einer physiologischen Stimulation von PPAR-a (KERSTEN et al, 1999).
Somit  ergibt sich ein Synergieeffekt aus den postabsorptiven
Stoffwechselbedingungen und der Behandlung.

Trotz verbesserter Lipidoxidation war der Korperfettanteil der behandelten
Tiere gegenuber den obesen Kontrolltieren erhdht (Abb. 111.4.2-1). Die obesen
Kontrolltiere befinden sich jedoch aufgrund des Diabetes bereits in einer katabolen
Stoffwechsellage. Dies erklart den vergleichsweise geringen Kérperfettanteil dieser
Tiere.

Die postabsorptiven FFS-Spiegel dieser Tiere entsprachen denen der obesen
Kontrollen (Abb. I11.5.2-4). Allerdings kam es postabsorptiv zu einem Anstieg der
Triglyzeride (Abb. 111.5.2-3), wéhrend bei den Kontrolltieren ein Absinken der
Triglyzeridspiegel im Serum beobachtet werden konnte. Dieser Anstieg war begleitet
von sehr hohen postabsorptiven HepCL-Spiegeln (Abb. 111.5.3.b-1) und einem
deutlichen Anstieg des IMCL in allen untersuchten Muskelfasertypen (Abb. 111.5.3.a-1
bis —3). Auch bei diesen Tieren war der Anstieg der Ketonkorperspiegel verzdgert
(Abb. [11.5.2-5). Auch die Behandlung mit einem PPAR-oa-Agonisten scheint
dementsprechend nicht zu einer verbesserten metabolischen Flexibilitat hinsichtlich
der B-Oxidation zu flhren, so dass die lipolytisch freigesetzten Fettsauren zunéchst
in Muskulatur und Leber zwischengespeichert, beziehungsweise von der Leber als
VLDL abgegeben werden. Der sofortige Anstieg von IMCL, HepCL und der
Triglyzeride kdonnte ein Hinweis auf einen derartigen Mechanismus sein.

Die, vor allem im Alter von 16 Wochen auBerordentlich hohen

Ketonkoérperspiegel sind vermutlich Ausdruck der peroxisomalen p- und der
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mikrosomalen -Oxidation. Aufgrund der extremen Peroxisomenproliferation bei
diesen Tieren scheint die peroxisomale B-Oxidation der quantitativ bedeutendere
Weg zu sein. Bei der peroxisomalen B-Oxidation findet eine Verklrzung von sehr
langkettigen (> C20) und langkettigen (C14 — C20) Fettsauren statt (REDDY et al,
2001 _b). Das dabei abgespaltene Acetyl-CoA kann in die Mitochondrien diffundieren,
wo es entweder im Krebs-Zyklus oxidiert, oder in Ketonkdrper umgewandelt wird.
Acetyl-CoA kann auch im Zytosol zu Acetoacetyl-CoA synthetisiert werden. Aus
zytosolischem Acetyl-CoA kann auBerdem Uber die ACC Malonyl-CoA gebildet
werden, was wiederum die mitochondriale B-Oxidation hemmt. Bei den Tieren dieser
Studie wurde, diese Hypothese unterstiitzend, eine extrem hohe hepatische Malonyl-
CoA-Konzentration festgestellt. So scheint die Aktivierung von PPAR-a bei der Ratte
paradoxerweise eine Hemmung der mitochondrialen B-Oxidation zu bewirken. Beim
Menschen ist diese Hemmung aufgrund der nicht vorhandenen
Peroxisomenproliferation nicht zu erwarten. Es ware vielmehr aufgrund des
Synergieeffektes aus Behandlung und physiologischen Regulationsmechanismen mit
einer erhdhten mitochondrialen B-Oxidationsrate zu rechnen.

Der extreme Anstieg der Ketonkdrperspiegel im Blut war vor allem auf den
Anstieg von Acetoacetat zurlckzuflhren. Die Konzentration von HO-Butyrat lag
dagegen im gleichen Bereich wie bei den anderen untersuchten Gruppen (Abb.
[11.5.2-6). Auch dies kann als Hinweis auf eine vermehrte peroxisomale Lipidoxidation
gewertet werden: Durch peroxisomale p-Oxidation (Abb. IV.1.4.a-1) im Zytosol
entstandenes Acetoacetat kann nicht in HO-Butyrat umgewandelt werden, da diese
Reaktion ausschlieBlich in den Mitochondrien stattfindet. Eine weitere mdgliche
Erklarung flr das veranderte Verhéltnis von Acetoacetat in HO-Butyrat ist ein Mangel
an Reduktionsaquivalenten (Abb. 1V.1.4.a-1): FiOr die in den Mitochondrien
stattfindende Umwandlung von Acetoacetat in HO-Butyrat wird NADH+H" benétigt. In
den Mitochondrien entsteht dieses bei der B-Oxidation. Da die mitochondriale [3-
Oxidation durch Malonyl-CoA gehemmt ist, Acetyl-CoA jedoch durch die
peroxisomale B-Oxidation vermehrt in die Mitochondrien gelangt, entsteht dort ein
Mangel an Reduktionsaquivalenten. Aufgrund der PPAR-a-stimulierten Ketogenese
(MEERTENS et al, 1998) wird das Acetyl-CoA der peroxisomalen B-Oxidation

bevorzugt zu Acetoacetat umgewandelt. Die weitere Umsetzung zu HO-Butyrat ist

143



Diskussion

jedoch gestort, was sich in dem veranderten Verhéltnis von Acetoacetat zu HO-

Butyrat zeigt.

Peroxisom

B-Oxidation — — — —\— — p Palmitoyl-CoA

~
A Acetyl-CoA ~ n
;] A

~
1 Acetoacetat

~

Mitochondrium

B-Oxidation +
- Aceto- | Aceto-
— P Acetyl-CoA — p S| [ - Acetyl-CoA
A
NADH+H* =) NADH+H* u NADH+H*{
NAD NAD

HO-Butyrat @ HO-Butyrat |

Abb. IV.1.4.a-1 Hypothesen zur Ketogenese bei Peroxisomenproliferation

a bei der peroxisomalen p-Oxidation entstandenes Acetyl-CoA wird im
Zytosol zu Acetoacetat umgewandelt.
b bei der peroxisomalen B-Oxidation entstandenes Acetyl-CoA wird in den

Mitochondrien zu Acetoacetat umgewandelt. Eine weitere Umsetzung zu
HO-Butyrat ist aufgrund des Mangels an NADH+H" nicht méglich

FS: Fettsaure

FSTP: Fettsauretransportprotein

Eine weitere Wirkung von PPAR-a ist die Aktivierung der Acyl-CoA-
Synthetase in der Leber (SCHOONJANS et al, 1995). Dies ist konsistent mit der
erhéhten LCACoA-Konzentration in der Leber der mit dem PPAR-o-Agonisten
behandelten Tiere (Tab. 111.4.3.b-2). Die extrem hohen Konzentrationen, die in dieser
Gruppe gemessen wurden, fihren mdglicherweise zu einer Reveresterung der
Fettsauren. Diese werden sowohl als VLDL abgegeben als auch in Form von HepCL
gespeichert. Dies erklart die extrem hohen HepCL-Spiegel und die ansteigenden
Triglyzeridlevel in der postabsorptiven Phase.

In der Muskulatur war die LCACoA-Konzentration gegeniber den Ubrigen
obesen Gruppen erniedrigt (Tab. 111.4.3.b-1). Da IMCL bereits am ersten Tag der
postabsorptiven Phase sehr stark anstieg, spricht dies fur eine schnelle und effektive
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Lipidspeicherung in Folge dieser Behandlungsmethode. Im Zusammenhang mit
niedrigen IMCL-Werten im gefltterten Zustand ist diese effektive Vermeidung hoher
LCACoA-Konzentrationen mdoglicherweise mitverantwortlich fir eine verbesserte
Insulinsensitivitat im Skelettmuskel.

Bei Behandlung mit dem PPAR-a-Agonisten kann aufgrund der postabsorptiv
extrem hohen intrazellularen Lipide sowie der hohen Ketonkérperspiegel ein,
gegenuber unbehandelten Tieren, erhdhter Fettsaureflux vermutet werden. Dieser
spiegelt sich aufgrund der sofortigen Aufnahme in die Zelle jedoch nicht in drastisch
erhéhten FFS-Spiegeln wider. Um eine abschlieBende Beurteilung Uber die bei
Behandlung mit dem PPAR-a-Agonisten postabsorptiv auftretende Lipidmenge

treffen zu kénnen, sind Studien Uber den Fettsdureflux notwendig.

IV.1.4.b Postabsorptive adipozytére Lipolyse unter Behandlung mit Rosiglitazon

Die FFS stiegen bei diesen Tieren postabsorptiv auf sehr hohe Werte an (Abb.
[11.5.2-4). FFS erscheinen im Serum exklusiv als Ausdruck adipozytérer Lipolyse.
Untersuchungen an isolierten Adipozyten zeigen jedoch, dass unter Behandlung mit
Glitazonen die Lipolyserate nach Stimulierung mit direkten Sympathomimetika
gegenlber unbehandelten Zellen vermindert ist (GUAN et al, 2002). Diese hohen
FFS-Spiegel kénnen daher nur mit der groBen Adipozytenzahl der extrem adipésen
Tiere erklart werden. Die deutlich erhdhte Fettmasse dieser Tiere maskiert so
moglicherweise die aufgrund der Rosiglitazon-Behandlung reduzierte Lipolyserate.

IMCL wurde bei diesen Tieren nicht nur in den glykolytischen Muskeln,
sondern auch im SOL abgelagert (Abb. 111.5.3.a-3). Mdglicherweise ist dies Resultat
einer erhéhten Fettsdurekonzentration im Serum.

Auch hier missten fur eine abschlieBende Beurteilung Uber die postabsorptiv
auftretende Lipidmenge Studien Gber den Fettsaureflux durchgefiihrt werden.

Bei den mit Rosiglitazon behandelten Tieren stiegen, wie auch schon bei den
mit dem PPAR-oa-Agonisten behandelten Tieren, die Triglyzeridspiegel im Serum
postabsorptiv an (Abb. 111.5.2-3). Diese erhdhten Triglyzeridspiegel kbnnen entweder
durch eine erhéhte VLDL-Sekretionsrate oder aber durch verminderte Aufnahme der
Triglyzeride in die peripheren Gewebe entstehen. Die sehr stark erhéhten FFS
machen eine vermehrte Reveresterung in der Leber wahrscheinlich. Eine weitere
Méglichkeit, die verzdégerte Aufnahme in der Peripherie, scheint ebenfalls nicht

ausgeschlossen: Die Serumspiegel von FFS und Triglyzeriden haben bereits am
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ersten Tag ihr Maximum erreicht, die Akkumulation in Form von IMCL ist jedoch
verzdgert. Weiterhin werden Lipide im Blut, bedingt durch den Wirkmechanismus von
Rosiglitazon, normalerweise direkt im Fettgewebe gespeichert, so dass die mLPL
eventuell bei diesen Tieren nur vermindert aktiv ist.

Die Ketonkdrperspiegel steigen, entsprechend der obesen Kontrollgruppe
zeitlich verzégert an (Abb. 111.5.2-5). Eine Behandlung mit Rosiglitazon scheint somit
keine Verbesserung der metabolischen Inflexibilitdt zu bewirken. Mdglicherweise ist
der, gemessen an dem deutlichen Anstieg der FFS, relativ moderate Anstieg der
Ketonkorper jedoch dartber hinaus auch als Folge der Rosiglitazon-Behandlung zu
sehen: Die PPAR-y-Aktivierung bewirkt in der Leber eine Erh6hung des anabolen
Lipidstoffwechsels. Diese Mechanismen, eine verminderte Ketogenese bei
gleichzeitig hohem Fettsaurespiegel im Serum fihren zu einer vermehrten
hepatischen Triglyzeridsynthese. Diese resultiert in erhdhten

Serumtriglyzeridspiegeln und zu einer Speicherung als HepCL.

IV.1.4.c Postabsorptive adipozytére Lipolyse unter Behandlung mit Metformin

Auch in der postabsorptiven Phase entsprachen die gemessenen Parameter
der mit Metformin behandelten Tiere, mit Ausnahme der Blutglukose, in Verlauf und
Konzentration den insulinresistenten Kontrolltieren (Abb. [11.5.2-1).

Metformin scheint gemaB diesen Untersuchungen keinen Einfluss auf die
Insulinsensitivitdt zu haben, sondern lediglich eine Verbesserung der
Blutglukosehomdostase zu bewirken.

Dies steht im Widerspruch zu Untersuchungen, welche in vitro eine Steigerung
der Fettsdureoxidation Uber eine Aktivierung der AMPK zeigen (ZHOU et al, 2001).
Die Aktivierung der AMPK fuhrt neben der Stimulation der Fettsdureoxidation auch
zu einer verbesserten muskuldren Glukoseaufnahme durch Stimulierung der
Expression von GLUT4. Damit sollte Metformin einen insulinsensitivierenden Effekt
und auch eine deutliche Senkung von IMCL zur Folge haben. Dies konnte jedoch bei
den durchgefihrten Studien nicht gezeigt werden. Insulinsensitivierende Wirkungen
von Metformin sind mehrfach beschrieben. Veréffentlichungen Gber die
insulinstimulierte Glukoseaufnahme reichen jedoch von einer 0 bis 40%igen
Verbesserung unter Metformintherapie (CUSI et al, 1998).
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IV.2 Rolle der SCD

Die Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD) wird in der Literatur als mdgliches
therapeutisches Zielprotein (Target) diskutiert.
Das Enzym katalysiert das Einfligen einer Doppelbindung an der A9-Position

einer Fettsaure. Dies resultiert in der Katalyse folgender Reaktionen:

Palmitinsaure (C16:0) - Palmitoleinsaure (C16:1)
Stearinséure (C18:0) - Olséure (C18:1)

Bei den im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten LCACoA-Analysen
wurden bei den obesen Ratten wiederholt erhdhte Konzentrationen an Palmitoleoyl-
CoA gemessen. Daher soll hier auf die metabolische Funktion des Enzyms, welche
obige Umsetzung katalysiert, ndher eingegangen werden.

Die SCD-Aktivitdt in verschiedenen Geweben korreliert bei obesen Pima-
Indianern (Skelettmuskel) (PAN et al, 1995), mit Adipositas. Eine entsprechende
Korrelation konnte auch bei obesen ZF-Ratten (Fettgewebe) (JONES et al, 1996)
und ob/ob-Mausen (obese/obese) (Leber und Fettgewebe) (ENSER, 1975)
nachgewiesen werden. Bei obesen, pradiabetischen ZDF-Ratten konnte eine erhdhte
Expression des SCD-Genes im Skelettmuskulatur nachgewiesen werden. Diese
Regulierung auf Genexpressionsebene resultiete in  deutlich  erhdhten
Gewebsspiegeln an Palmitoleoyl-CoA (VOSS et al, 2003).

Kreuzungstiere aus der ob/ob-Maus und SCD-1-defizienten M&usen (Asebia
(ab’/ab’)) zeigen eine gegeniber der ob/ob-Maus deutlich verminderte
Gewichtszunahme. Die Kreuzungstiere nehmen dabei pro Tag mehr Futter auf als
die ob/ob-Maus (COHEN et al, 2002). (ab’/ab’)-Mause zeigen eine verminderte
hepatische Synthese von Cholesterinestern und Triglyzeriden in der Leber und einen
daraus resultierenden verminderten Triglyzeridgehalt im VLDL (MIYAZAKI et al,
2000). An einem SCD-1")-Knockout-Modell kann selbst durch Fiitterung einer
fettreichen Diat (NTAMBI et al, 2002) oder einer lipogenen, kohlenhydratreichen Diat
(MIYAZAKI et al, 2001) keine Adipositas ausgelést werden. Die SCD-defizienten
Tiermodelle exprimieren vermehrt Gene fur die Lipidoxidation und haben eine
erhdhte metabolische Rate. SCD-17)-Miuse zeigen auBerdem eine gegeniiber
Kontrolltieren verbesserte Insulinsensitivitat (RAHMAN et al, 2003; NTAMBI et al,
2002).
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Tiere mit erhéhter SCD-Expression zeigen bei Normaldiat einen obesen
Phéanotyp, wahrend bei einem Defekt der SCD selbst durch diatetische MaBnahmen
keine Adipositas ausgelost werden kann. Der Verlust der SCD-Genexpression
resultiert weiterhin in  verminderten Plasma-Triglyzeridspiegeln und einer
verbesserten Insulinsensitivitat.

Eine SCD-Hemmung wird als pharmakologische Intervention bei Adipositas,
Hypertriglyzeridamie und Insulinresistenz diskutiert (NTAMBI et al, 2002; MIYAZAKI
et al, 2001; MIYAZAKI et al, 2000).

IvV.2.1 Grundlagen

IV.2.1.a Geséttigte Fettsduren (Palmitat und Stearinséure)

Palmitat ist mit einem Anteil von ca. 17% eine dominierende Fettsaure im
Rattenfutter. Stearinsaure ist im Futter nur in sehr geringer Konzentration zu finden
(siehe Anhang, Abb. VIIl.2.a-1).

Palmitat entsteht endogen bei der de-novo Fettsduresynthese in der Leber.
Stearinsaure entsteht endogen durch Elongation von Palmitat.

Palmitat ist essentieller Baustein bei der Synthese von Ceramiden (LOFFLER
et al, 1997).

Palmitoyl-CoA hemmt in der Leber (WITITSUWANNAKUL et al, 1977) die
Glykogensynthase. In Skelettmuskelzellen insulinresistenter Individuen hemmt
Palmitat die insulinstimulierte Glykogensynthaseaktivitdt (KAUSCH et al, 2003).
Geséttigte Fettsauren hemmen auBerdem die insulinstimulierte Glukoseaufnahme an
der isolierten Skelettmuskelzelle (MONTELL et al, 2001).

Gesattigte Fettsauren inhibieren verschiedene Enzyme der Fettsduresynthese
in der Leber, unter anderem die ACC (NIKAWA et al, 1979; KAWAGUCHI et al,
1974).

Bei der Fettsaureoxidation werden einfach ungesattigte Fettsauren gegentber
gesattigten Fettsduren wie Palmitat bevorzugt (DEMIZIEUX et al, 2001).

Gesattigte Fettsduren werden nur verzdgert in Triglyzeride eingebaut. Der
Syntheseschritt von DAG zu Triglyzerid ist verlangsamt. Damit wird der Pool an DAG
vergréBert, was in einer Hemmung der Insulinsignalkaskade resultiert (MONTELL et
al, 2001).
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IV.2.1.b  Einfach ungeséttigte Fettsduren (Palmitoleinsdure und Olsdure)

Wéhrend Palmitoleinsdure im Futter nur in sehr geringer Konzentration
vorliegt, ist Olsdure eine der dominierenden Fettsduren im Futter (siehe Anhang,
Abb. VIll.2.a-1).

Palmitoleinsdure und Olsaure entstehen endogen durch Desaturierung ihrer
gesattigten Aquivalente.

Einfach ungeséttigte Fettsduren werden rasch in Phospholipide und
Triglyzeride eingebaut. FUr die Fettsaureoxidation werden einfach ungesattigte
Fettsauren bevorzugt (DEMIZIEUX et al, 2001).

Olsaure wird auBerdem fiir die Synthese von Cholesterinestern in der Leber
bendtigt. Dabei wird nicht das Oleoyl-CoA aus der Nahrung, sondern endogen, mit
Hilfe der SCD, synthetisiertes Oleoyl-CoA verwendet. Die SCD ist am
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Da die Enzyme zur Fettsdureveresterung
ebenfalls dort lokalisiert sind, kénnen endogen desaturierte Fettsauren direkt weiter
verstoffwechselt werden (NTAMBI et al, 2003).

Iv.2.1.c SCD-Isoformen

Bei verschiedenen Spezies wurden unterschiedliche Isoformen des SCD-
Genes charakterisiert.

Bei der Maus existieren 3 SCD-Isoformen. Die SCD-1 wird primér in der Leber
und im Fettgewebe, aber auch in der Muskulatur exprimiert. In beiden Geweben
kann die Expression durch kohlenhydratreiche Diat erhéht werden. SCD-2 wird im
zentralen Nervensystem primar wahrend der neonatalen Myelinisierungsperiode
exprimiert. Die Expression der SCD-3 beschrankt sich im wesentlichen auf die
Talgdrisen (MIYAZAKI et al, 2003).

Die Ratte exprimiert 2 Isoformen der SCD. Beim Menschen ist nur eine SCD-

Isoform bekannt.
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IV.2.1.d Regulation der SCD

Die SCD ist ein lipogenes Enzym. Die primdre Aufgabe dieses Enzyms
scheint die Umsetzung von Fettsduren in eine leicht veresterbare Form zu sein
(NTAMBI et al, 2003; DEMIZIEUX et al, 2001).

Hohe Blutspiegel an Insulin, Glukose, gesattigten Fettsduren und
Nahrungscholesterin stimulieren die SCD. Auch SREBP-1c (Sterol-regulatory
element  binding  protein-1c), ein  Fettsduresynthesegene  aktivierender
Transkriptionsfaktor, fihrt zu einer vermehrten Expression der SCD (NAKAMURA et
al, 2002). Damit wird unter guten nutritiven Bedingungen der Weg zur
Lipidspeicherung erleichtert. Glukagon, mehrfach ungeséttigte Fettsduren
(polyunsaturated fatty acid, PUFA) und Leptin fihren dagegen zu einer Hemmung
der SCD. Die ungeséttigten Fettsduren werden nun, in einer Phase der vermehrten
Fettsdureoxidation, bevorzugt fir die Oxidation zur Verflgung gestellt. Die
bevorzugte Oxidation in Kombination mit der verminderten SCD-Aktivitat erklaren die
geringe postabsorptive Palmitoleoyl-CoA-Konzentration in der Leber.

IV.2.1.e Marker fiir die SCD-Aktivitat

In der Literatur werden verschiedene Marker flur die SCD-Aktivitat
vorgeschlagen. ATTIE et al (2002) schlagen das Verhaltnis von C18:1 zu C18:0 bzw.
C16:1 zu C16:0 im Plasma als Surrogat fur die SCD-Aktivitat vor. Der aus C18:1 und
C18:0 gebildete ,Desaturation Index“ (,DI¥) korreliet mit den Plasma-
Triglyzeridspiegeln. Die Triglyzeridfraktion setzt sich aus den mit der Nahrung
zugefuhrten sowie den aus der Leber freigesetzten VLDL-Triglyzeriden zusammen.
Da C18:1 jedoch eine dominierende Fettsdure im Futter ist, kann keine
Unterscheidung zwischen endogen entstandener und exogen zugefiihrter Olsaure
getroffen werden. Somit ist die Verwendung der Ols&ure als Surrogat fir die SCD-
Aktivitat bei dieser Fltterung nicht aussagekraftig. Auch die fir den zweiten
Quotienten vorgeschlagene C16:0 ist eine dominierende Fettsdure im Futter. Eine
vermehrte Futteraufnahme wirde somit den ,DI* erniedrigen. Somit scheint auch
dieser ,DI“ nicht aussagekraftig zu sein. Die in der menschlichen Nahrung
enthaltenen pflanzlichen Fette enthalten priméar Linolsdure, Olsdure und Palmitat.

Fette tierischer Herkunft enthalten neben Palmitat ebenfalls vor allem Olsaure.
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Zusétzlich sind dort in héheren Konzentrationen Stearinsdure und Myristinsdure
(C14:0) vorhanden (LASSERRE et al, 1985).

Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt die Konzentration von C16:1 als
moglichen Marker fur Insulinresistenz im Skelettmuskel (HOUDALI et al, 2003). Da
C16:1 im Futter nur in sehr geringer Konzentration vorhanden ist, kann gemessene
Palmitoleinsdure nur Produkt der SCD sein. Die Menge an C16:1 scheint somit ein
geeigneter Marker fir die Aktivitat der SCD zu sein.

Da eine hohe Gesamtlipidkonzentration eine héhere Konzentration an C16:1
zur Folge hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit, um einen Einfluss der
Gesamtlipidkonzentration auszuschlieBen, die Konzentration von C16:1 relativ zu
den Gesamtlipiden angegeben (siehe Anhang, Kapitel VIII.5).

IV.2.1.f Mbgliche Funktion der SCD im Organismus

Die SCD wird, wie oben erwéhnt, als lipogenes Enzym beschrieben. Dieses
Enzym scheint demnach primér bei der Bildung von Speicherlipiden eine Rolle zu
spielen.

Aufgrund der PUFA-vermittelten Hemmung der SCD kénnte die SCD-
Aktivierung eine MaBnahme des Organismus sein, um ein Defizit an ungeséttigten
Fettsduren auszugleichen.

Die negative Wirkung von gesattigten Fettsduren in der Insulinsignalkaskade
lasst die Vermutung zu, dass die Aktivierung der SCD ein protektiver Mechanismus
gegen eine Akkumulation geséattigter Fettsduren ist. Daflr spricht auch die
Aktivierung der SCD durch gesattigte Fettsauren.

IV.2.1.g SCD, Insulinresistenz und Diabetes

Insulinresistente, obese Individuen weisen eine erhdhte SCD-Expression auf.
Die im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Daten zeigten bei den
insulinresistenten Tieren in Leber, LONG, und Fettgewebe einen deutlich erhdhten
Anteil an C16:1. Dies deutet auf eine erhéhte SCD-Expression in diesen Geweben
hin. Die Tiere nehmen vermehrt Nahrung auf und befinden sich in einer anabolen
Stoffwechsellage. Diese Beobachtungen erklaren die erhéhte Aktivitdt der SCD. Ob
die Aktivierung der SCD wirklich in einem kausalen Zusammenhang mit
Insulinresistenz steht, oder Folge der Adipositas ist, kann nicht abschlieBend geklart

werden.
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Die diabetischen Ratten zeigten sowohl in der Leber als auch im LONG
gegenuber den préadiabetischen Tieren verminderte C16:1-Anteile. Der, in der
Fraktion der FFS gemessene, Anteil an C16:1 war auch gegentber den jingeren
Tieren vermindert (siehe Anhang, Abb. VII1.5.2-1). Da diese Abnahme von C16:1 bei
den schlanken Tieren nicht beobachtet werden konnte, lasst sich daraus eine
Abnahme der SCD-Aktivitdt aufgrund des Diabetes ableiten. Eine verminderte SCD-
Aktivitat bei insulinabhangigem Diabetes Mellitus ist in der Literatur beschrieben
(MIMOUNI et al, 1992; ECK et al, 1979). Die SCD-Aktivitdt kann bei diesen Tieren
durch Insulintherapie erhéht werden. Die verminderte SCD-Expression scheint

demnach Folge des Insulindefizits zu sein.

IV.2.1.h  SCD-Aktivitat im postabsorptiven Zustand

Waéhrend der postabsorptiven Phase war der Anteil von C16:1 in der Leber mit
Ausnahme der diabetischen Ratten bei allen untersuchten Gruppen deutlich
vermindert (siehe Anhang, Abb. VIII.5.2-2). Dies entspricht einer insulinabhangigen
Regulation der SCD. Die zuvor desaturierten Fettsauren werden nun der Oxidation
zur Verfigung gestellt. Es erfolgt keine Zufuhr von gesattigten Fettsauren durch die
Nahrung, was eine hohe Aktivitdt der SCD unnétig macht. Dies steht bei obesen
Ratten im Konflikt mit dem ansteigenden HepCL-Gehalt und damit einer anabolen
Situation (Abb. I1.2.3.b-1 und Abb. IIl.3.3.b-1). Dieser kdnnte jedoch mit der
Annahme erklart werden, dass die oxidative und die sekretorische Kapazitat
hinsichtlich VLDL erschépft ist. Somit wird trotz kataboler Stoffwechsellage Lipid in
der Leber gespeichert. Ein extremer Anstieg der Desaturaseaktivitat bei Anfltterung
ist in der Literatur beschrieben (OSHINO et al, 1972). Dieser Anstieg konnte bei allen
untersuchten Gruppen beobachtet werden. Die Aktivierung der SCD kann in dieser
Situation Uber Insulin, Glukose, gesattigte Fettsduren sowie Nahrungscholesterin
erfolgen.
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IvV.2.2 Hemmung der SCD als therapeutische MaBnahme

Aufgrund der Daten, welche mit Hilfe der SCD-defizienten Tiermodelle
erhoben wurden, scheint ein Zusammenhang zwischen erhéhter SCD-Aktivitat und
einem obesen, hypertriglyzeriddmischen und insulinresistenten Phanotyp zu
bestehen. Geséttigte Fettsduren bewirken einerseits Uber ACC-Hemmung die
Absenkung der de-novo Fettsduresyntheserate und ermdglichen andererseits Uber
dadurch bedingte sinkende Malonyl-CoA-Spiegel die p-Oxidation. Eine
Desaturierung wirde daher eine erhdhte Fettsduresyntheserate bei gehemmter
Oxidation bewirken.

Bei Untersuchungen an Adipositas- und Insulinresistenz-Modellen stellt sich
jedoch die Frage nach der Kausalitét: Der Defekt bei der Leptinsynthese oder am
Leptinrezeptor fuhrt bei den Adipositas-Modellen zu einer gesteigerten
Nahrungsaufnahme. Damit ist die zu metabolisierende Lipidmenge bei diesen Tieren
groBer. Die darin enthaltenen gesattigten Fettsauren flihren zu einer Aktivierung der
SCD. Eine SCD-Inhibition wiirde somit die Uberfiihrung der Fettsduren in ihre
Speicherform hemmen und zu einer Akkumulation im DAG flhren. Dies wiederum
hatte eine inhibitorische Wirkung auf die Insulinsignalkaskade.

Aufgrund der momentan verfligbaren Daten ist eine endgtiltige Bewertung der
SCD als Target nicht moglich.

Fir eine abschlieBende Beurteilung muisste ein potenter SCD-Inhibitor bei
obesen, insulinresistenten Tiermodellen getestet werden.

Dabei konnte auch die mogliche Indikation flr einen solchen Inhibitor geklart
werden: FUhrt die Hemmung der SCD zu einer Gewichtsreduktion? Ist diese
Gewichtsreduktion verbunden mit einer Verbesserung der Hyperlipidamie? Kann ein
SCD-Inhibitor sogar die Insulinwirkung verbessern?
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V.3 Zusammenhang von Muskelfasertyp,
Substratoxidation und IMCL

Die verschiedenen Skelettmuskeln weisen hinsichtlich ihres bevorzugten
Substrates zur Energiegewinnung eine unterschiedliche Enzymausstattung auf.
Dabei gewinnen ,fast-twitch“-Muskeln ihre Energie primar durch anaerobe Glykolyse.
~Slow-twitch“-Muskeln hingegen generieren ihre Energie durch aerobe Lipidoxidation.
Eine weitere Differenzierung des ,fast-twitch“-Muskels hinsichtlich seiner Fahigkeit
zur aeroben Glukoseoxidation, fand im Rahmen der durchgefihrten Fasertypisierung
nicht statt.

IV.3.1 Fasertypen der 'H-NMR-spektroskopisch und biochemisch
untersuchten Skelettmuskeln

Aufgrund der von der AMP-Lab GmbH durchgefiihrten Untersuchungen
konnten TIB und LONG dem fast-twitch“-, SOL hingegen dem ,slow-twitch*
Muskelfasertyp zugeordnet werden. EDL wurde als intermediarer Skelettmuskel, mit
Anteilen beider Fasertypen identifiziert (sieche Anhang, Kapitel VIII.1).

IV.3.2 Fasertypveranderungen bei veranderten metabolischen Bedingungen

Die enzymatische Ausstattung kann infolge metabolischer Veranderungen
modifiziert werden: Die oxidative Kapazitat von Skelettmuskelfasern nimmt beim
Menschen im Alter ab (KENT-BRAUN et al, 2000). Die beschriebene Abnahme der
oxidativen Kapazitat scheint jedoch primar Folge einer geringeren korperlichen
Aktivitat im Alter zu sein. Im Tierversuch kann durch Immobilisation eine verminderte
oxidative Kapazitat bei gleichzeitiger Erhéhung der glykolytischen Kapazitat
ausgeldst werden (OHIRA et al, 1992; DIFFEE et al, 1991). Umgekehrt lasst sich
durch physische Aktivitat die oxidative Kapazitat verbessern (GOUBEL et al, 1987;
GREEN et al, 1984). Bei hohen Seruminsulinspiegeln werden im Skelettmuskel
oxidative Muskelfasern durch glykolytische ersetzt (HOLMANG et al, 1993). Eine
Humanstudie beschreibt einen verminderten Anteil oxidativer Muskelfasern bei
obesen Menschen (TANNER et al, 2002). Das Verhalinis aus glykolytischer und
oxidativer Enzymaktivitdt im Skelettmuskel Kkorreliert negativ. mit dessen
Insulinsensitivitat (SIMONEAU et al, 1997; JAMES et al, 1985). Eine unabhangig von
Adipositas  verminderte  oxidative  Kapazitdt in der  Skelettmuskulatur
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hyperglykédmischer Individuen ist bei Goto-Kakizaki-Ratten nachgewiesen (YASUDA
et al, 2002).

Diese  Veradnderungen lassen sich auf zwei unterschiedlichen
Stoffwechselsituationen zusammenfassen: Bei guten nutritiven Bedingungen (hohe
Insulinspiegel, verminderter Energiebedarf durch Immobilisation) wird die
glykolytische Kapazitat, bei Energiemangel (Energieverbrauch durch Aktivitat) die

oxidative Kapazitat erhéht.

IV.3.3 Unterschiede im Lipidstoffwechsel bei verschiedenen Fasertypen

Eine Erhdhung der oxidativen Kapazitdt geht einher mit erhdhter mLPL-
Aktivitat (CORTRIGHT et al, 1997). Auch die Triglyzeridsyntheserate ist im oxidativen
Muskel héher als im glykolytischen (BUDOHOSKI et al, 1996). Die gemessene hohe
HK-Aktivitat bei gleichzeitig geringer Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH)-Aktivitat l1asst die Spekulation zu, dass die phosphorylierte Glukose nicht
vollstdndig metabolisiert wird, sondern das Glyzerol flr die Triglyzeridsynthese zur
Verfagung stellt. Dementsprechend hoch ist auch der Triglyzeridgehalt im oxidativen
Muskel (SPRIET et al, 1986). Durch Bestimmung der Glyzerin-3-Phosphat-
Konzentration kdnnte die Frage, ob die phosphorylierte Glukose flir die
Triglyzeridsynthese oder fir die Glykogensynthese zur Verfigung gestellt wird,
geklart werden. Ein direkter Vergleich des IMCL-Gehaltes verschiedener
Muskelfasertypen ist aufgrund ihres unterschiedlichen tCr-Gehaltes schwierig.
Jedoch kann aufgrund des im oxidativen Muskel geringeren tCr-Gehaltes bei, unter
gefOtterten Bedingungen, tendenziell erhéhtem IMCL / tCr-Verhaltnis auf einen
absolut héheren IMCL-Gehalt im oxidativen Muskel geschlossen werden

Trotz der in oxidativen Muskeln sehr hohen Triglyzeridsyntheserate ist die
DAG-Konzentration in diesen Fasertypen nur gering (DYCK et al, 1997). Dieser
geringe DAG-Gehalt kann eine Erklarung daflr sein, dass oxidative Muskeln trotz
eines hohen Triglyzeridgehaltes insulinsensitiv sind.
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V.4 Ausblick

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Untersuchungen fihrten zu
einigen unerwarteten Ergebnissen aber auch zu vielen neuen Fragen:

Es konnte herausgearbeitet werden, dass dem SOL mit seiner hohen
oxidativen Kapazitat eine Sonderstellung zukommt. Dieser Muskel zeigte weder beim
IMCL noch beim Malonyl-CoA eine Reaktion auf die veradnderten nutritiven
Bedingungen. Ist dies Ausdruck der verbesserten Fahigkeit dieses Muskelfasertyps,
eine erhdhte Lipidbelastung durch vermehrte Oxidation abzupuffern? Verandert sich
bei diesem Fasertyp postabsorptiv die LCACoA-Konzentration? Wie hoch ist die
LCACoA-Konzentration im oxidativen Muskel?

Welche Veranderungen fuhren bei den behandelten Tieren dazu, dass der
SOL plétzlich eine Dynamik zeigt? Verandert sich der Fasertyp dieses Muskels durch
die Behandlung? Ist die postabsorptive Lipidbelastung derart erhéht, dass sich im
SOL ein neues Kompartiment zur Lipidspeicherung bildet?

Uber die absolute Lipidbelastung, der die Organe unter postabsorptiven
Bedingungen ausgesetzt sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nur spekuliert
werden. Hier wéaren Studien Uber den Fettsaureflux indiziert. Nur so kdnnen
Aussagen Uber die tatsdchliche Potenz der einzelnen Organe hinsichtlich des
katabolen Lipidmetabolismus getroffen werden.

Zur weiteren Aufklarung der Pathogenese der Insulinresistenz misste eine
Analyse von DAG und Ceramid durchgefuhrt werden.

Die weitere pharmakologische Charakterisierung des PPAR-a-Agonisten
muisste an Tierarten erfolgen welche, entsprechend den Verhéltnissen beim
Menschen, keine Peroxisomenproliferation zeigen. Nur dadurch kann eine
verbesserte Lipidoxidation durch diese Substanz ohne Einfluss der peroxisomalen 3-
Oxidation nachgewiesen werden.

Eine abschlieBende Bewertung der SCD als Target kann nur Uber den Einsatz

potenter Inhibitoren dieses Enzyms erfolgen.
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V  Zusammenfassung / Summary

V.1 Zusammenfassung

Insulinresistenz  und Typ 2 Diabetes stellen ein wachsendes
Gesundheitsproblem der Industrienationen dar. Die molekulare Grundlage der
Insulinresistenz ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Es besteht jedoch ein
Zusammenhang zwischen verminderter Insulinwirkung und Stérungen im
Fettstoffwechsel. Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine primar auf den
Lipidstoffwechsel wirkende antidiabetische Substanz pharmakologisch
charakterisiert. Diese Charakterisierung erfolgte im Zusammenhang mit einer Phase
der Nahrungskarenz.

Daflr wurde in vivo die Dynamik intramyo- und hepatozellularer Lipide (IMCL
und HepCL) 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. IMCL und HepCL sind
Surrogatparameter flr die Insulinsensitivitat. Mittels HPLC erfolgte auBerdem die
Analyse verschiedener Spezies langkettiger aktivierter Fettsauren (LCACOA) in
Skelettmuskulatur und Leber. Die LCACoA sollen eine kausale Rolle bei der
Pathogenese der Insulinresistenz spielen. Die Untersuchungen erfolgten wéhrend
einer 3-tdgigen Phase der Nahrungskarenz an unterschiedlichen Ratten
(insulinsensitiv, insulinresistent, diabetisch sowie unter Behandlung mit
Antidiabetika).

Bei diesen Untersuchungen konnte eine ausgepragte,
muskelfasertypspezifische Dynamik des IMCL gezeigt werden: Trotz der
postabsorptiv erhéhten B-Oxidationsrate wurde ein schneller Anstieg des IMCL-
Gehaltes in glykolytischen Muskeln beobachtet. Bei Nahrungskarenz wird aus den
Adipozyten mehr Lipid freigesetzt, als aktuell fir die Energieversorgung peripherer
Gewebe bendtigt wird. Dieses Lipid wird in Form von IMCL gespeichert. Muskeln mit
hoher Kapazitdt zur Lipidoxidation zeigten hinsichtlich ihres IMCL-Gehaltes im
Versuchsverlauf keinerlei Dynamik.

Die IMCL-Erhéhung scheint ein protektiver Mechanismus zu sein, um eine
Erhdéhung intrazellularer LCACoA-Konzentrationen zu vermeiden: Die muskulare
LCACoA-Konzentration blieb bei insulinsensitiven Ratten postabsorptiv konstant.

In der Leber insulinsensitiver Ratten fluhrte die erhéhte adipozytare
Lipolyserate nicht zu einer Erh6hung des HepCL. Bei insulinresistenten Ratten stieg
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HepCL dagegen postabsorptiv an. Die hepatische LCACoA-Konzentration stieg bei
allen untersuchten Ratten an.

Eine Pravention des Diabetes durch PPAR-a-Agonisten senkte bei gefltterten
Tieren den IMCL- und HepCL-Gehalt. Die postabsorptive adipozytare Lipolyse flhrte
jedoch zu deutlich héheren IMCL- und HepCL-Werten als bei unbehandelten Ratten.

Im Rahmen der LCACoA-Analysen zeigte C16:1 eine von den anderen
aktivierten Fettsauren abweichende Dynamik. C16:1 wird endogen Uber die Stearoyl-
CoA-Desaturase (SCD) gebildet. Dieses Enzym wird momentan in der Literatur als
potentielles Target fur die Entwicklung neuer antidiabetisch wirksamer Substanzen
diskutiert. Bei den durchgefihrten Untersuchungen war bei den insulinresistenten
Tieren die Konzentration von C16:1 mit Ausnahme der FFS im Serum in allen

untersuchten Geweben erhoht.

158



Zusammenfassung

V.2 Summary

Today, insulin resistance and type 2 diabetes are among the main threats to
human health in industrial nations. However, the molecular basis of insulin resistance
is not entirely understood. There is a link between diminished efficiency of insulin and
defective lipid metabolism. The aim of this work was to characterize an antidiabetic
drug exerting a major effect on lipid metabolism. This characterization was performed
in connection with increased lipolysis and lipid oxidation during a period of starvation.

Therefore, the dynamics of intramyo- and hepatocellular lipids (IMCL and
HepCL) were measured by 'H-NMR-spectroscopy. IMCL and HepCL serve as
surrogate parameters for insulin sensitivity. In parallel different species of long chain
acyl CoA (LCACOoA) in liver and skeletal muscle were analyzed by HPLC. LCACoA
are proposed to be a causative factor in the pathogenesis of insulin resistance.
Experiments were performed during a 3 day-starvation period in different rat strains:
insulin sensitive, insulin resistant and diabetic rats. Furthermore, insulin resistant rats
were treated with different antidiabetic agents.

The investigations showed rapid, muscle fiber type specific dynamics of IMCL:
Despite the increased [-oxidation during starvation, IMCL increased rapidly in
glycolytic muscles. During starvation, adipocytes release more lipids than peripheral
tissues actually need. These lipids are stored in skeletal muscle cells as IMCL.
However, muscles with a high capacity for lipid oxidation showed no dynamics
regarding IMCL-content during the period of starvation.

The increase of IMCL seems to prevent an accumulation of muscle LCACOA:
In insulin sensitive rats, total-LCACoA remained constant during the whole study
period.

With regard to the liver, increased lipolysis in adipocytes did not lead to an
increase of HepCL in insulin sensitive rats. Insulin resistant rats coped differently with
the increased lipolysis during starvation: Increased lipid content in plasma resulted in
an accumulation of HepCL. Hepatic LCACoA-concentrations were increased in all
rats during starvation.

Prevention of diabetes by treatment with PPAR-agonists decreased IMCL and
HepCL in fed state. However, during postabsorptive lipolysis, IMCL and HepCL
increased to a much higher level than in untreated rats.

Analysis of the LCACoA-species revealed, that C16:1 displayed completely
different dynamics than all the other fatty acids. C16:1 is synthesized endogenously
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by Stearoyl-CoA Desaturase (SCD). Actually this enzyme is discussed to be a
potential drug-target for the development of antidiabetic agents. The results of the
LCACoA-analysis yielded elevated concentrations of C16:1 in liver, muscle and

adipose tissue in obese rats.
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VIl Anhang

Die nachfolgenden Resultate wurden im Rahmen der Untersuchungen zum
Lipidstoffwechsel erhoben. Die Analysen erfolgten im Rahmen einer
wissenschaftlichen Kooperation (Prof. Roden, Wien) sowie durch externe
Analysenlabors (LUFA, AMP-Lab GmbH).

Vill.1 Enzymatische Fasertypcharakterisierung
verschiedener Skelettmuskeln

Die enzymatische Charakterisierung des Skelettmuskelgewebes erfolgte
durch das Analysenlabor ,AMP-Lab GmbH“ (Labor fir Angewandte Molekulare
Physiologie) in Mainz unter Leitung von Prof. Dr. G. Kamp.

Adip6se Menschen haben einen, gegenltber schlanken Individuen,
verminderten Anteil an Typ [-Muskelfasern (,slow-twitch®, oxidativ) sowie einen
erhdhten Anteil an Typ ll-Fasern (,fast-twitch®, glykolytisch) (TANNER et al, 2002).
Des Weiteren ist die oxidative Enzymaktivitdt der verschiedenen Fasertypen bei
obesen Menschen und Typ 2 Diabetikern vermindert (HE et al, 2001). Oxidative
Skelettmuskelfasern zeigen bei der Wistar-Ratte eine im Vergleich mit glykolytischen
Skelettmuskelfasern erhdhte Insulinsensitivitat (JAMES et al, 1985).

Die Analyse der oxidativen Enzymkapazitdt bei ZDF-Ratten diente dazu,
Unterschiede zwischen den schlanken, insulinsensitiven und den obesen,
insulinresistenten Ratten aufzudecken, sowie die Literaturangaben zum Fasertyp der
verschiedenen Skelettmuskeln flr die ZDF-Ratte zu bestatigen.

Die Analysen wurden bei 8 Wochen alten ZDF-Ratten durchgefihrt. Die
Gruppen bestanden aus je 8 schlanken und obesen Tieren. Die Ratten wurden in
geflttertem Zustand unter Isofluran-Narkose getotet.

Es wurden beiderseits SOL, TIB, EDL, sowie ein Aliquot des LONG zur

Analyse entnommen.
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Die von AMP-Lab durchgefuhrte Analyse erfolgte durch photometrische

Bestimmung der Extinktions&nderung. Es wurde die Aktivitat folgender Enzyme

bestimmt:

Vill.1.a

Glykogenphosphorylase (GPase) als Marker flr die Nutzung von
Glykogen
Hexokinase (HK) als Marker fir den Glukosemetabolismus
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) als Marker flr
die Glykolyse
B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (HOADH) als Marker fir die
Fettoxidation in den Mitochondrien

Ergebnisse

Die glykolytische Aktivitdt im SOL war deutlich niedriger als in den Ubrigen
untersuchten Skelettmuskeln. Sie war bei den obesen ZDF-Ratten im SOL

gegenuber den schlanken Tieren signifikant erhoht.
Die Kapazitdt zur Lipidoxidation war im SOL hoéher als in den anderen

untersuchten Skelettmuskeln (Abb. VIII.1.1-1).
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Abb. VIIl.1.1-1 Enzymaktivititen in M. Longissimus Dorsi (LONG), M. Tibialis

Anterior (TIB), M. Extensor Digitorum Longus (EDL) und M. Soleus (SOL) 8
Wochen alter schlanker und obeser ZDF-Ratten (Werte sind Mittelwerte *
SEM; 11 p<0,001 vs. schlank).

A: GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase)
B: HOAD (B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase)
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Der SOL zeigte eine gegenlber den anderen Skelettmuskeltypen verminderte
Glykogenphosphorylaseaktivitdt. Die Aktivitdt dieses Enzyms war in allen
untersuchten Skelettmuskeln bei den obesen Tieren signifikant héher als bei den

schlanken Ratten.
Die HK-Aktivitat war im SOL am hochsten. Bei den obesen Ratten war die

Aktivitat dieses Enzyms in allen untersuchten Skelettmuskeln geringer als bei den
schlanken Tieren (Abb. VIII.1.1-2).
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Abb. VIIL.1.1-2 Enzymaktivititen in M. Longissimus Dorsi (LONG), M. Tibialis
Anterior (TIB), M. Extensor Digitorum Longus (EDL) und M. Soleus (SOL) 8
Wochen alter schlanker und obeser ZDF-Ratten (Werte sind Mittelwerte %
SEM; t p<0,05 vs. schlank, 11 p<0,001 vs. schlank).

A: GPase (Glykogenphosphorylase)
B: HK (Hexokinase)

LONG und TIB waren sich hinsichtlich ihrer enzymatischen Aktivitdten sehr
ahnlich. Beide hatten eine hohe glykolytische Aktivitat und geringe Kapazitat zur
Lipidoxidation, was als Indikator flr einen hohen Anteil an ,fast-twitch“-Fasern bei
diesen Muskeltypen gewertet werden kann. SOL hingegen wies eine geringe
glykolytische Kapazitat sowie eine hohe Kapazitat zur Lipidoxidation auf. Dies spricht
fur einen hohen Anteil an ,slow-twitch“-Fasern. EDL nahm eine Zwischenstellung ein
und unterschied sich signifikant von den drei anderen Muskeltypen.

Das Verhaltnis von Glykogenphosphorylase zu HK war bei den obesen Tieren
in allen 4 Muskeltypen signifikant erhéht, was fir eine erhdhte Glukoseverflgbarkeit
in der Skelettmuskelzelle spricht (Abb. VIII.1.1-3).
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Abb. VIII.1.1-3 Verhéltnisse von Enzymaktivitiaten in M. Longissimus Dorsi (LONG),
M. Tibialis Anterior (TIB), M. Extensor Digitorum Longus (EDL) und M.
Soleus (SOL) 8 Wochen alter schlanker und obeser ZDF-Ratten (Werte sind
Mittelwerte * SEM; 1 p<0,05 vs. schlank, 11 p<0,001 vs. schlank).

A: Verhaltnis von GAPDH (Glycerolaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) zu
HOAD (B-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase)

B: Verhiltnis von GPase (Glykogenphosphorylase) zu HK (Hexokinase)

C: Statistische Bewertung der enzymatischen Unterschiede der 4 Muskeltypen
(n.s. nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,001)

VIill.2 Bestimmung der Fettsaurespezies im Rattenfutter

Die Bestimmung des Lipidprofiles im Rattenfutter wurde vom Analysenlabor
der ,Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und Forschungsanstalt® (LUFA) in Kiel,
unter Leitung von Dr. H. Wehage gaschromatographisch durchgefihrt.

Das Fettsauremuster im Futter entspricht dem exogen Uber die Nahrung

zugefihrten Fettsduremuster der Ratten und liefert, im Vergleich mit den
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Konzentrationen der einzelnen Fettsdurespezies in den untersuchten Geweben,

Hinweise auf endogene Fettsduresynthese, Elongation und Desaturierung.

VilL.2.a Ergebnisse

Das Rattenfutter hatte einen Gesamt-Rohfettgehalt von 3%. Der Anteil an
Linolsaure (C18:2) betrug dabei 56%; Palmitat (C16:0) und Olsaure (C18:1) waren
zu jeweils 16 - 17% im Futter enthalten. Als weitere Fettsduren waren in geringeren
Mengen Linolensaure (C18:3), Stearinsdure (C18:0), Eicosensaure (C20:1),
Behensaure (C22:0), Docosensaure (C22:1), Tetracosensaure (C24:0), Arachinsaure
(C20:0) und Palmitoleinsaure (C16:1) vorhanden (Tab. VIll.2.a-1).

Fettsaure ‘::nl]totzg %
Palmitat C16:0 17,54 16,5
Palmitoleinsaure C16:1 0,23 0,2
Margarinsaure C17:0 n.b. 0,1
Stearinsaure C18:0 2,41 2,4
Olsiure C18:1 15,96 16,1
Linolséure C18:2 52,14 56,0
o- + y-Linolenséaure C18:3 5,97 6,4
Octadecatetraensaure C18:4 n.b. n.b.
Arachinsaure C20:0 0,26 0,3
Eicosensaure C20:1 0,46 0,5
Eicosadiensaure C20:2 n.b. 0,1
Eicosatriensaure C20:3 n.b. n.b.
Arachidonsaure C20:4 n.b. n.b.
Eicosapentaensaure C20:5 n.b. n.b.
Behensaure Cc22:0 0,27 0,3
Docosensaure C22:1 0,26 0,2
Docosapentaenséaure C22:5 n.b. n.b.
Docosahexaensaure C22:6 n.b. n.b.
Tetracosansaure C24:0 0,22 0,3
Nervonséaure C24:1 n.b. 0,1
Summe 95,72

Tab. Vlil.2.a-1 Lipidspezies im Rattenfutter
(n = 1 Futterprobe, n.b.: Konzentration unter Bestimmungsgrenze).
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VII.3 Analyse der Lipidspezies im Fettgewebe

Die Bestimmung der Lipidspezies im Fettgewebe wurde vom Analysenlabor
der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und Forschungsanstalt (LUFA) in Kiel unter
Leitung von Dr. Hubert Wehage gaschromatographisch durchgefthrt.

Der Organismus bezieht seine Energie postabsorptiv hauptsachlich aus der
adipozytaren Lipolyse.

Es wurden sowohl Proben von viszeralem (visz.) als auch von subkutanem
(s.c.) Fettgewebe analysiert, da viszerale, nicht jedoch subkutane Adipositas beim
Menschen mit Insulinresistenz korreliert (ROSS et al, 2002; BROCHU et al, 2000).

VIIL.3.1 Fettgewebsanalyse bei 16 Wochen alten Wistar-Ratten

Fir diese Analyse wurden Proben von je 8 Tiere im gefltterten Zustand sowie
nach einer 72-stindigen postabsorptiven verwendet.

VIll.3.1.a Ergebnisse

Das Fettgewebe der Wistar-Ratten enthielt sowohl im gefitterten Zustand als
auch nach einer 72-stiindigen postabsorptiven Phase in hohen Konzentrationen (>
300 pmol / g Fettgewebe) Linolsaure (C18:2), Olsaure (C18:1) und Palmitat (C16:0).
In geringeren Konzentrationen (> 30 und < 100 pmol/g Fettgewebe) waren
Palmitoleinsdure (C16:1), Linolensaure (C18:3), und Stearinsdure (C18:0)
vorhanden. In Konzentrationen zwischen 4 und 30 pmol / g Fettgewebe wurden
Arachidonsaure (C20:4), Eicosensaure (C20:1), Eicosatriensaure (C20:3),
Docosapentaensaure (C22:5) und Docosahexaensaure (C22:6) nachgewiesen.

Da das subkutane Fettgewebe mit Bindegewebe durchsetzt war, enthielt
dieses insgesamt weniger Fett als das viszerale Fettgewebe. Die Anteile der
einzelnen Fettsduren im subkutanen Fett unterschieden sich nur in Einzelfallen von
den Anteilen im viszeralen Fettgewebe.

Die Palmitatkonzentration (C16:0) war postabsorptiv im viszeralen Fettgewebe
verringert. Ebenso verringerte sich postabsorptiv die Konzentration von
Palmitoleinsdure (C16:1), Linolensaure (C18:3) und Arachidonsédure (C20:4) im
viszeralen Fettgewebe signifikant. Im subkutanen Fettgewebe war postabsorptiv eine
signifikante Verringerung der Linolensaurekonzentration (C18:3) zu finden (Tab.
VIIL.3.1.a-1).
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Mmol/g Fettgewebe

Fettsaure-
spezies gefittert 72 h postabsorptiv
S.C. visz. Ss.C. visz.
Palmitat C16:0 | 391+31 583+10 334+13 486+33*
Palmitoleinsaure C16:1 | 48,616,4 | 93,3+7,2 | 35,6+7,3 | 62,616,0"
Margarinsaure C17:0 5,2+0,3 7,3+0,2 5,0+£0,3 6,8+0,4
Stearinsaure C18:0 | 53,0+3,6 | 95,1£14,7 | 55,2+3,6 66,0+3,9
Olséure C18:1 444129 580+26 418117 566137
Linolsaure C18:2 | 712144 1055+37 | 678140 946154
o- + y-Linolensaure C18:3 | 45,943,5 | 81,9422 | 32,1+2,1* | 58,5+4,2**
Octadecatetraensaure C18:4 n.b. n.b. n.b. n.b.
Arachinsaure C20:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Eicosenséaure C20:1 9,410,8 12,1+0,4 | 10,710,9 12,810,9
Eicosadiensaure C20:2 | 6,3%0,3 10,7+0,4 6,410,5 10,1+0,6
Eicosatriensaure C20:3 n.b. 6,810,3 n.b 5,7+0,4
Arachidonséaure C20:4 | 14,4119 | 30,4+2,0 | 12,5+0,6 | 22,0+1,7*
Eicosapentaensaure C20:5 n.b. n.b. n.b. n.b.
Behensaure C22:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Docosensaure C22:1 n.b. n.b. n.b. n.b.
Docosapentaensaure (C22:5 n.b. 5,0+0,4 n.b. 4,0+0,3
Docosahexaensaure C22:6 | 3,410,2 7,210,7 4,2+1,0 5,810,5
Tetracosansaure C24:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Nervonsaure C24:1 n.b. n.b. n.b. n.b.
Summe 1733+113 | 2568+47 | 1588167 | 2252+139"

Tab. VIIl.3.1.a-1 Lipidspezies im subkutanen (s.c.) und viszeralen (visz.) Fettgewebe
16 Wochen alter Wistar-Ratten im gefiitterten Zustand sowie nach einer 72-
stiindigen postabsorptiven Periode (Werte sind Mittelwerte £+ SEM; n=8;

* p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs. gefiittert; n.b: Konzentration unter
Nachweisgrenze).
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VIIL.3.2 Fettgewebsanalyse bei 8 Wochen alten ZDF-Ratten

Fir diese Analyse wurden 8 Wochen alte, gefltterte Tiere verwendet. Die

Gruppen setzten sich aus 8 schlanken und 8 obesen Tieren zusammen.

VIll.3.2.a Ergebnisse

Sowohl das subkutane als auch das viszerale Fettgewebe bestand bei beiden
Tiergruppen mit Mengen >300 pmol / g hauptsachlich aus Palmitat (C16:0), Olsaure
(C18:1) und Linolsaure (C18:2). Bei den obesen Tieren nahm die Palmitoleinsaure
(C16:1) mit > 200 umol / g Fett ebenfalls einen groBen Anteil ein. In Konzentrationen
von > 10 und < 150 umol / g Fettgewebe waren Margarinsaure (C17:0), Stearinsaure
(C18:0), Linolensaure (C18:3), Eicosensaure (C20:1), Arachidonsaure (C20:4) und
Docosahexaensaure (C22:6) vorhanden. Eicosadiensaure (C20:2), Eicosatriensaure
(C20:3), Eicosapentaensaure (C20:5) und Docosapentaensaure (C22:5) waren in
Konzentrationen von < 10 umol / g Fettgewebe zu finden.

Da das subkutane Fettgewebe mit Bindegewebe durchsetzt war, enthielt
dieses insgesamt weniger Fett als das viszerale Fettgewebe. Die Zusammensetzung
des subkutanen Fettgewebes unterschied sich nur in Einzelfallen von derjenigen des
viszeralen Fettes.

Die obesen Ratten wiesen einen gegentber den schlanken Tieren signifikant
erhdhten Anteil an Palmitat (C16:0), Palmitoleinsaure (C16:1), Stearinsaure (C18:0)
und Olsaure (C18:1) auf (Tab. VII.3.2.a-1).
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Mmol/g Fettgewebe

Fettsaure-
spezies schlank obese

S.C. visz. S.C. visz.
Palmitat C16:0 388+11 | 661+13 | 889+25' | 984+8't
Palmitoleinséure C16:1 51,842,2 | 121+16 | 237+9™ | 246x3'"
Margarinséure C17:0 9,8+0,4 | 12,8+0,5 | 12,8+1,17 | 11,1+0,3"
Stearinsiure C18:0 92,3+3,7 | 115#5 102431 126411
Olséure C18:1 563+20 | 860+33 | 924+28™ | 989+77
Linolséaure C18:2 402+14 | 636+19 | 426+13 409+5™T
o- + y-Linolenséure C18:3 24,4411 | 43,4+1,2 | 32,8+1,0' | 32,040,417
Octadecatetraensaure C18:4 n.b. n.b. n.b. n.b.
Arachinsaure C20:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Eicosensiure C20:1 10,140,4 | 15,320,6 | 10,7+0,3 | 11,2+0,2'"
Eicosadiensiure C20:2 41+0,1 | 6,620,2 | 4,7+0,2" | 4,4+0,3'"
Eicosatriensiure C20:3 n.b. 51+0,2 | 3,9+0,2 | 4,5+0,27
Arachidonsaure C20:4 13,5+0,8 | 26,8+1,0 | 13,9+0,5 | 13,0+0,3'"
Eicosapentaensdure  C20:5 n.b. 55+0,3 | 4,2+0,1 | 4,2+0,1T"
Behensaure Cc22:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Docosensaure C22:1 n.b. n.b. n.b. n.b.
Docosapentaensaure (C22:5 n.b. 7,1+0,3 5,8+0,2 7,0+0,1
Docosahexaensdure C22:6 5,9+0,4 | 19,3+1,1 | 11,6204 | 14,8+0,27
Tetracosansaure C24:0 n.b. n.b. n.b. n.b.
Nervonsaure C24:1 n.b. n.b. n.b. n.b.
Summe 1563+50 | 2529173 | 2666x77't | 285241711

Tab. VII.3.2.a-1 Lipidspezies im subkutanen (s.c.) und viszeralen (visz.) Fettgewebe
8 Wochen alter, gefiitterter ZDF-Ratten (Werte sind Mittelwerte + SEM; n=8;
t p<0,05 vs. schlank; 1 p<0,001 vs. schlank; n.b: Konzentration unter
Nachweisgrenze).
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ViIl.4 Bestimmung der Fettsaurespezies der FFS im
Plasma

Die Analyse der Fettsdurespezies im Plasma wurde in der Universitats-Klinik
fir Innere Medizin Ill in Wien, unter Leitung von Univ.-Prof. Dr. M. Roden mittels
Gaschromatographie durchgefihrt.

Die Proben (EDTA-Plasma) wurden zur Hemmung der Lipolyse mit Xenical®
(Orlistat, Roche Pharmaceuticals, Nutley, USA) in einer Konzentration von 1 ug / ml
Plasma versetzt.

Die Fettsduren aus der adipozytaren Lipolyse erscheinen im Blut in der
Fraktion der FFS. Um die bei der Lipolyse im Fettgewebe freiwerdenden Fettsauren
weiter zu verfolgen, wurde die Analyse der Fettsaurespezies in dieser Fraktion des

Blutes bestimmt.

VIll.4.1 Bestimmung der Fettsaurespezies im Plasma bei 16 Wochen alten
Wistar-Ratten

Fir die Analyse wurden Plasmaproben von 4 Tieren aus Versuch 11.2.1.b

verwendet.

Vill.4.1.a Ergebnisse

Das Fettsduremuster im Plasma wurde dominiert von Palmitat (C16:0),
Olsaure (C18:1 (n-9)) sowie Linolsdure (C18:2). In deutlich geringeren Mengen
konnten Stearinsdure (C18:0), Arachidonsaure (C20:4), Palmitoleinsaure (C16:1),
Vaccensaure (C18:1 (n-7)) sowie a- und y-Linolensaure (C18:3 (n-3) und C18:3 (n-
6)) nachgewiesen werden. Alle anderen gemessenen Fettsduren waren in
Konzentrationen von weniger als 2 nmol / ml vorhanden.

Wéhrend der postabsorptiven Phase nahm der Gesamt-Gehalt an FFS im
Plasma zu. Dabei kam es zu einem Anstieg aller gemessenen Fettsdurespezies.

Bei Anfltterung am fanften Versuchstag nahm die Konzentration aller
analysierten Fettsduren im Plasma ab (Tab. VIIl.4.1.a-1).
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Fettsiure- Dauer der postabsorptiven Phase
spezies nmol/ml

gefittert 24h 48h 72h angefuttert
C16:0 50,2+3,0 79,816,6 66,515,2 75,4+13,5 18,816,5"
C16:1 5,9+1,0 12,1£3,5 7,812 8,8+1,8 1,7£0,5
C18:0 11,240,3 14,5+ 1,3 12,2+0,5 14,811,6 7,825
C18:1 (n-7) 5,5+0,2 9,8+1,0" 6,9+0,5 8,6+1,5 1,9+0,8
C18:1 (n-9) | 33,7+3,0 59,1+5,1* 46,6123 54,0+11,4 13,9+3,9
C18:2 60,7+3,8 1131£12* 82,9155 99,3+21,5 18,219,0
C18:3 (n-3) 3,6+0,3 5,7+0,7 4,0+0,4 5,3+1,3 1,1£0,4
C18:3 (n-6) 0,7+0,1 0,7+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1 0,5+0,4
C20:0 0,1+0,1 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,1
C20:1 0,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0 0,5+0,0 0,3+0,0
C20:2 0,9+0,1 1,210,1 0,9+0,1 1,410,2 0,4+0,1
C20:3 0,3+0,1 0,3+0,0 0,2+0,0 0,2+0,1 0,1+0,1*
C20:4 7,5+0,7 10,3+0,9 6,9+0,9 9,8+2,0 3,614
C20:5 0,2+0,1 0,3+0,0 0,2+0,1 0,1+0,1 n.b.
C22:0 n.b. 0,1+0,1 n.b. n.b. 0,2+0,1
C22:1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
C22:4 1,840,3 1,740,2 1,240,2 2,4+0,3 0,6+0,3*
C22:5 0,4+0,2 0,6+0,1 0,5+0,1 1,0£0,2 0,2+0,2
C22:6 1,610,2 2,310,4 1,7£0,3 2,0+0,3 0,7+0,5
C24:0 n.b. 0,8+0,1 0,3+0,1 n.b. 0,4+0,3
C24:1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Summe 18819 319+26* 245+16 290155 72,2+25,7

Tab. VIIl.4.1.a-1 Dynamik verschiedener Fettsdurespezies im Plasma 16 Wochen
alter Wistar-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte £+ SEM; * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs.
gefiittert; intraindividuelle Studie; n.b.: Konzentration unter
Bestimmungsgrenze; n=4).
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Vill.4.2 Bestimmung der Fettsaurespezies im Plasma bei 8 Wochen alten
obesen ZDF-Ratten

FUr die Analyse wurden Plasmaproben von 4 obesen Tieren aus Versuch
[1.2.2.b verwendet.

Vlill.4.2.a Ergebnisse

Die Summe aller im Plasma gemessenen Fettsduren stieg bei den obesen
Tieren im Verlauf der postabsorptiven Phase deutlich an. Diese Erh6hung der FFS
wurde vor allem durch den Anstieg von Palmitat (C16:0), Olsaure (C18:1 (n-9)),
Linolsaure (C18:2) und Palmitoleinsdure (C16:1) verursacht. Die genannten
Fettsauren dominierten quantitativ das Fettsaurespekirum UGber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg. Die Ubrigen gemessenen Fettsauren waren postabsorptiv
ebenfalls erhéht.

Bei AnfOtterung am flnften Versuchstag sank der Blutspiegel an FFS unter
den Ausgangswert ab. Alle gemessenen Fettsduren zeigten die gleiche Dynamik
eines Anstiegs wahrend der postabsorptiven Phase sowie des Absinkens bei
Wiederanfltterung (Tab. VIIl.4.2.a-1).
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. Dauer der postabsorptiven Phase
Fettsaure- nmol/ml
spezies gefittert 24h 48h 72h angefuttert
C16:0 80,4+12,8 90,7+21,6  158%18* 132419 33,618,4
C16:1 12,5+1,3 15,0x7,4  49,0+7,0© 37,748,0 8,5£3,2
C18:0 16,7+2,1 16,0+3,5 20,3%+1,5 19,3+1,7  6,0%1,0%
C18:1 (n-7) 7,210,6 5,6%2,1 10,6+1,0 9,6%1,7 2,310,6*
C18:1 (n-9) 43,8+6,8 39,9+15,1 88,3+6,9* 79,8+13,9 19,3+4,3
C18:2 43,1+2,8  29,749,3 58,8+5,9 52,3#8,7 16,8+3,0"
C18:3 (n-3) 2,9+0,3 2,0+0,8 4,7+0,4 3,6%0,7 1,240,2
C18:3 (n-6) 0,3+0,2 0,2+0,1 1,0£0,1* 0,4+0,2 n.b.
C20:0 0,2+0,1 0,2+0,1 n.b. n.b. n.b.
C20:1 0,5+0,0 0,1+0,1* 0,4+0,1 0,540, 1 0,1£0,1*
C20:2 0,6+0,1 0,6+0,3 1,11£0,2 0,9+0,2 0,1+0,1
C20:3 0,4+0,0 0,3+0,1 0,4+0,1 0,440,1 0,110,1*
C20:4 9,7+1,4 6,3+2,4 9,440,9 8,6+0,9 2,510,2*
C20:5 0,4+0,2 0,5+0,3 0,9+0,1 0,6+0,2 0,1+0,1
C22:0 0,2+0,1 0,2+0,1 n.b. n.b. 0,2+0,1
C22:1 0,1+0,1 0,1+0,1 n.b. n.b. n.b.
C22:4 0,740,2 1,440,5 1,810,4 1,610,3 0,4+0,1
C22:5 n.b. 1,0+0,6 1,740,2 1,440,2 0,3+0,1
C22:6 3,7+0,8 3,5+1,8 5,0+0,1 1,3%£1,2 n.b
C24:0 1,1+0,2 0,2+0,2** n.b. 0,1£0,1** n.b
C24:1 0,5+0,3 0,310,2 0,1£0,1 n.b. n.b
Summe 228122 221158 427144* 361157 95422

Tab. VIil.4.2.a-1 Dynamik verschiedener Fettsdurespezies im Plasma 8 Wochen

alter obeser ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase
sowie im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der
Tiere (Werte sind Mittelwerte + SEM; * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs.
gefiittert; interindividuelle Studie; n.b.: Konzentration unter
Bestimmungsgrenze; n=4).
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Vil.4.3 Bestimmung der Fettsaurespezies im Plasma bei 16 Wochen alten
ZDF-Ratten

Fur die Analyse wurden Plasmaproben von je 4 schlanken und obesen Tieren

aus Versuch 11.2.3.b verwendet.

Vlill.4.3.a Ergebnisse

Das Fettsduremuster wurde auch bei diesen Tieren von Palmitat (C16:0),
Olsaure (C18:1) und Linolsdure (C18:2) dominiert. In der postabsorptiven Phase
erhdhte sich bei den schlanken Tieren die Summe der FFS signifikant, wahrend bei
den obesen Ratten nur tendenziell ein Anstieg zu erkennen war.

Postabsorptiv stiegen alle gemessenen Fettsaurespezies gleichermafBen an
(Tab. VIIl.4.3.a-1 und VIIl.4.3.a-2).

Fettsiure- Dauer der postabsorptiven Phase
Spezies ) nmol/ml )
gefuttert 24h 48h 72h angefuttert
c16:0 |schlank | 47,9427 9304154" 10943 11243 21,2410
obese 63,645,0 89,1+16,8  102+11 10649  52,9+7,3"
c16:q |Schlank | 4401 135:39" 159419 155¢1.4" 0,604
obese 5,5+0,7 13,9+4,0 18,3+2,1* 18,7+1,6* 14,0+1,8™
C18:0 schlank | 12,3104 21,7*+24 30,1+2,9* 26,7+1,1** 5,6+0,9
obese 16,3+0,5 19,9+20 20,6+1,7'T 18,6+0,8" 8,0+0,9*
C18:1 |schlank | 5,0+02  9.2+1,7* 12,1+0,3** 12,2+0,2** 1,9+0,2*
(n-7) obese 5,0+0,2 79416  9,4+0,7*"  10,4+0,5*  4,240,6
C18:1 |schlank | 33,0£1,2 74,8+13,0* 103+5* 100+3**  13,9+1,3
(n-9) obese 31,7+1,8 57,2+#10,2 68,6+7,3*1T 754+450*T 28,7+3,9
cig:o  |Schlank | 53032 877°4152 1054™ 11043**  20,2+1,1*
obese 66,145,7 53,4+8,4™ 580+4,7" 652+4 8™ 29 3+4 0
C18:3 |schlank | 2,302  4,2+0,8 5,641,5 4,7+0,7 0,9+0,1
(n-3) obese 4,7+0,57  2,8+0,6*  3,0£0,27  34+0,3  2,1+0,3*
c18:3 |schlank n.b. 2,5+1,6 0,240,2 0,3+0,3 n.b.
(n-6)  |obese 0,70,1 0,80, 1 0,410,2 1,410,9  0,3%0,2

Tab. VIIl.4.3.a-1 Dynamik verschiedener Fettsdurespezies im Plasma 16 Wochen
alter ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte £+ SEM; * p<0,05 vs. gefiittert; ** p<0,001 vs.
gefliittert; + p<0,05 vs. schlank; 11 p<0,001 vs. schlank interindividuelle
Studie; n.b.: Konzentration unter Bestimmungsgrenze ;n=4).
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Fettsaure-

Dauer der postabsorptiven Phase

Spezies ) nmol/ml
gefittert 24h 48h 72h angefittert
C20:0 schlank n.b. 1,1+1,1 0,1+0,1 n.b. n.b.
obese 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
C20:1 schlank 0,2+0,1 0,4+0,1 1,7+1,2 0,3+0,2 n.b.
obese 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,0 0,5+0,1 0,2+0,1
C20:2 schlank | 0,6+0,2 1,0£0,1 2,3+1,2 0,9+0,3 n.b.
obese 0,8+0,0 0,8+0,1 0,7+0,17 0,9+0,1 0,2+0,1*
C20:3 schlank n.b. 1,0+0,8 0,1+0,1 n.b. n.b.
obese 0,6+0,0 0,5+0,1 0,3+0,17 0,4+0,1 0,1+0,1*
C20:4 schlank | 5,8+0,3 9,4+1,0 11,3£2,2* 9,3+0,9 2,6£0,2
obese 9,0+0,6 9,8+1,0 9,5+0,9 7,9+0,7 5,1+1,0*
C20:5 schlank n.b. 1,2+0,9 0,1£0,1 0,240,2 n.b.
obese 0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,1£0,1 0,1£0,1
C22:0 schlank n.b. n.b. 1,0+1,0 n.b. n.b.
obese 0,6+0,2 0,1+0,1* 0,1+0,1* n.b. 0,3+0,1
C22:1 schlank n.b. 0,7+0,7 n.b. n.b. n.b.
obese n.b. n.b. n.b. 0,1+0,1 0,8+0,3
C22:4 schlank 1,5+0,3 1,4+0,1 3,7£1,8 1,940,2 0,7+0,5
obese 1,840,0 2,2+0,2 1,7+0,17 1,0£0,4 0,4+0,3*
C29:5 schlank | 0,5+0,3 1,0£0,2 1,741,2 0,610,3 n.b.
obese 0,9+0,1 1,240,1 0,5+0,3 0,8+0,1 0,2+0,2
C22:6 schlank n.b. 1,6+1,5 2,8+1,0 2,841,0 0,1£0,1
obese 2,6£0,0 3,3+0,3 3,210,4 2,7+0,3 1,410,4
C24:0 schlank | 0,9+0,3 2,4+0,8 0,1+0,1 n.b. n.b.
obese 1,00,2 0,7x0,1™  04#0,2  0,1%0,1*  0,3%0,3
C24:1 schlank n.b. 0,1x0,1 1,0%0,8 n.b. n.b.
obese 1,11£0,3 n.b. 0,2+0,2* 0,1+0,1* 0,4+0,1*
schlank 17219 339+56*  416+23** 407+8** 69,3+4,2
Summe
obese 217+13  269+46  303x28"  321x21T 153197

Tab. VIIl.4.3.a-2 Dynamik verschiedener Fettsdurespezies im Plasma 16 Wochen
alter ZDF-Ratten wahrend der 72-stiindigen postabsorptiven Phase sowie
im gefiitterten Zustand und nach 24-stiindiger Wiederanfiitterung der Tiere
(Werte sind Mittelwerte £+ SEM; * p<0,05 vs. gefittert; ** p<0,001 vs.
gefiittert; + p<0,05 vs. schlank; 11 p<0,001 vs. schlank interindividuelle
Studie; n.b.: Konzentration unter Bestimmungsgrenze ;n=4).
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VIIL.5 Anteile der Fettsaurespezies in verschiedenen
Geweben und im Futter

Um unterschiedliche Anteile der einzelnen Fettsduren in den verschiedenen
Geweben deutlich zu machen, wurde die Summe der Fettsduren (C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2 und C20:4) gebildet und der Anteil der jeweiligen Fettsaure an
dieser Summe errechnet.

Die unterschiedlichen Anteile der Fettsaurespezies an den Gesamt-Fettsauren
geben Hinweise auf endogene Elongation und Desaturierung. Die mikrosomale
Fettsduredesaturierung wird unter anderem von Insulin reguliert (PAN et al, 1995;
MIMOUNI et al, 1992; ECK et al, 1979).

Die Darstellungen umfassen sowohl den Anteil der jeweiligen Fettsdure bei
gefOtterten Tieren, als auch Verdnderungen dieses Anteils im Verlauf der
postabsorptiven Phase. Fir letztere Abbildungen wurde exemplarisch der Wert nach
48-stundiger Nahrungskarenz gewahilt.

VIIL5.1 Palmitat (C16:0)

Der Fettanteil des Rattenfutters bestand zu ca. 20% aus Palmitat. Im Blut war
Palmitat in hoherer Konzentration vorhanden. Der Anteil von Palmitat an den
Gesamt-LCACOoA in Leber und Muskulatur entsprach dem im Futter. Im Fettgewebe
war Palmitat in hdherer Konzentration vorhanden als im Futter.

Der Anteil von Palmitat im Fettgewebe der 8 Wochen alten obesen Ratten
war, gegenuber den schlanken ZDF-Ratten, erhdht (Abb. VIIL.5.1-1).
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Abb. VIII.5.1-1 Anteil von Palmitat an der Summe der Fettsduren in verschiedenen
Geweben gefiitterter Tiere sowie im Futter (Werte sind Mittelwert + SEM;
n.b.: es liegen keine Daten vor).

Wéhrend der postabsorptiven Phase blieb der Anteil von Palmitat in den
untersuchten Geweben annahernd konstant (Abb. VIII.5.1-2).
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Abb. VIII.5.1-2 Anteil von Palmitat an der Summe der Fettsduren in verschiedenen
Geweben wahrend der Hungerphase (Werte sind Mittelwert £+ SEM;
gef.: gefiittert; ang: angefiittert; n.b.: es liegen keine Daten vor).
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VII.5.2 Palmitoleinsaure (C16:1)

Der Anteil an Palmitoleinsaure im Futter lag bei 0,3%. In allen untersuchten
Geweben war der Anteil von Palmitoleinsdure am Gesamtfett deutlich hdher. Diese
Aufkonzentrierung lasst auf eine endogene Produktion, vermittelt durch die SCD, von
C16:1 schlieBen.

Die 8 Wochen alten, obesen ZDF-Ratten hatten dabei einen gegeniber allen
anderen untersuchten Tiergruppen deutlich erhéhten Anteil an Palmitoleinsaure in
den untersuchten Geweben. Bei den alteren obesen Tieren war der Anteil an
Palmitoleoyl-CoA in LONG und Leber tendenziell gegeniber den schlanken Ratten
erhoht, lag jedoch niedriger als bei den jungen obesen ZDF-Ratten. Die endogene
Produktion von C16:1 war daher bei den insulinresistenten, pradiabetischen Tieren
deutlich gegenuber allen anderen untersuchten Tiergruppen erhdht (Abb. VIII.5.2-1).
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Abb. VIIL.5.2-1 Anteil von Palmitoleinsdure an der Summe aller Fettsduren in
verschiedenen Geweben gefiitterter Tiere sowie im Futter (Werte sind
Mittelwert + SEM; n.b.: es liegen keine Daten vor).
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Im Blut kam es wahrend der postabsorptiven Phase bei den obesen Tieren zur
Erhdhung des C16:1-Anteils. Bei den anderen untersuchten Tierstdmmen blieb der
Anteil im Blut konstant. In der Leber kam es in der postabsorptiven Phase bei allen
untersuchten Gruppen zu einem deutlichen Absinken des C16:1-Anteils. In der

Muskulatur traten keine Veranderungen auf.
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(Werte sind Mittelwert + SEM; gef.: gefiittert; ang: angefiittert; n.b.: es
liegen keine Daten vor).
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VIIL.5.3 Stearinsaure (C18:0)

Der Anteil von Stearinsdure an den Gesamtfettsauren lag im Futter bei 2,8%.
Im Blut war der Anteil an Stearinsdure gegenlUber dem im Futter deutlich erhéht
(Abb. VIII.5.3-1).
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Abb. VIIL.5.3-1 Anteil von Stearinsdaure an der Summe aller Fettsduren in
verschiedenen Geweben gefiitterter Tiere sowie im Futter (Werte sind
Mittelwert + SEM; n.b.: es liegen keine Daten vor).



Anhang

Im Blut blieb der Anteil von C18:0 wahrend der 5-tdgigen Versuchsperiode
konstant. In der Leber kam es wahrend der postabsorptiven Periode zu einem
Anstieg des Stearoyl-CoA-Anteils.
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VII.5.4 Olséure (C18:1)

Der Anteil an Olsaure lag im Futter bei 18,4%. Dieser Anteil war auch im Blut
und in der Leber zu finden. In der Muskulatur und im Fettgewebe war der Anteil an
Olsaure dagegen gegeniiber dem im Futter erhéht (Abb. VI.5.4-1).
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n.b.: es liegen keine Daten vor).
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Der Anteil von Olsdure veranderte sich lediglich in der Leber tendenziell. Hier
kam es, mit Ausnahme der alten obesen Tiere, zu einem Absinken des
Olsaureanteils.
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