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Zusammenfassung

Weltweit ist die Prévalenz von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes in den letzten Jahren deutlich
angestiegen. Nach wie vor zdhlen Lebensstil-Interventionen, die auf eine Reduktion der
Energieaufnahme und eine Erhéhung der physischen Aktivitat fokussieren zu den wesentlichen
Ansétzen der Pravention aber auch der Therapie sowohl der Insulinresistenz als auch des Typ 2
Diabetes. Jedoch sind diese Anséatze haufig mit einer geringen Adhérenz und hohen Ruckfallquoten
behaftet. Die Ergebnisse epidemiologischer Studien und von tierexperimentellen sowie humanen
Interventionsstudien weisen darauf hin, dass eine Veranderung der Fettzusammensetzung in der
Erndhrung und hierbei vor allem eine Veranderung des Zufuhrverhdltnisses von n-3-/ n-6
Fettsduren einen protektiven Effekt auf die Entstehung von Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes und
damit assoziierter Erkrankungen haben kénnte. Ob eine erh6hte Aufnahme von Rapsél bei einem
ansonsten unveranderten Erndhrungsmuster einen Einfluss auf die Insulinresistenz hat und dieser
sich von der Aufnahme von Olivendl unterscheidet, und wenn ja, ob hier Verédnderungen der
Darmbarriere und der metabolischen Endotoxindmie von Bedeutung sind, ist bisher nicht
abschlieend geklart. Ausgehend von diesem Hintergrund war es das Ziel des Projekts in
Modellsystemen des didtinduzierten Typ 2 Diabetes zu untersuchen, ob die Supplementation von
Rapsol das Voranschreiten eines diatetisch-induzierten Typ 2 Diabetes positiv beeinflusst und ob
es hierbei einen Unterschied zur Aufnahme von Olivendl gibt. Des Weiteren sollten die
molekularen Mechanismen, die den protektiven Effekten von Rapsél unterliegen, untersucht
werden. Insgesamt weisen die Ergebnisse unserer Untersuchungen darauf hin, dass ein Austausch
von Butterfett durch Rapsdl, weniger jedoch durch Olivendl, das Voranschreiten der
Insulinresistenz abmildert und auch Begleiterkrankungen wie die nicht-alkoholbedingte
Fettlebererkrankung (NAFLD) positiv beeinflusst. Hierbei scheint der protektive Effekt mit einer
Wirkung des Rapsols auf die Darmbarrierefunktion assoziiert zu sein. Ob eine Supplementation
von Raps6l jedoch auch beim Menschen ahnlich positive Effekte auf den Verlauf des Typ 2
Diabetes und der NAFLD hat und welche molekularen Mechanismen hierbei von Bedeutung sind,
muss in weiterfuhrenden Untersuchungen geklart werden.



1. Aufgabenstellung
1.1 Hintergrund und Stand der Forschung

In den letzten Jahrzehnten ist aufgrund der steten Zunahme der Préavalenz von Ubergewicht
und Adipositas auch die Zahl der Individuen mit assoziierten Erkrankungen wie Insulinresistenz
und Typ 2 Diabetes stark angestiegen [1, 2]. Die weltweit zunehmende Préavalenz von
Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes ist verbunden mit dramatischen gesundheitlichen und
okonomischen Problemen [3], da sowohl Insulinresistenz als auch Typ 2 Diabetes h&ufig mit dem
Auftreten einer Reihe anderer teilweise schwerwiegender metabolischer Erkrankungen wie
kardiovaskularen Erkrankungen, Hypertriglyzeridamie, und der nicht-alkohol bedingten
Lebererkrankung (NAFLD) assoziiert sind [4, 5].

Bisher stellt eine Lebensstilintervention, die meist aus einer Kombination einer allgemeinen
Reduktionsdidt und vermehrter physischer Aktivitdt besteht, die priméare Intervention zur
Behandlung sowohl von Insulinresistenz als auch Typ 2 Diabetes dar. Hierbei kommt es jedoch
nicht nur haufig zu hohen Rickfallquoten, sondern auch eine mangelnde Therapieadharenz stellt
ein Problem dar, insbesondere bei komplexen, massiven Lebensstilinterventionen [6]. Vor diesem
Hintergrund sind neuere diabetische Interventionen wiinschenswert, die weniger ,,invasiv*
beziiglich der Modifikation des Lebensstils sind. Einige Studien weisen darauf hin, dass die Gabe
von ungesattigten Fettsduren (UFA) einen positiven Einfluss auf den Verlauf und das
Voranschreiten des Typ 2 Diabetes haben kdnnen. Die diesen positiven Effekten zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch nicht vollstandig geklart.

Fettsauren, Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes mellitus:

Die Befunde einer Reihe von Untersuchungen beim Menschen weisen darauf hin, dass sich eine
Ernéhrung, die reich an einfach (MUFA) und mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) ist,
praventiv auf die Entstehung und das Voranschreiten des Typ 2 Diabetes beim Menschen
auswirken kann [3, 7-9]. So deuten die Ergebnisse von Untersuchungen bei gesunden Personen
darauf hin, dass der 3-monatige Verzehr einer MUFA-reichen Diat im Vergleich zum Verzehr einer
SFA-reichen (gesattigte Fettsauren) Diat die Insulinsensitivitat deutlich verbessert [10]. Ahnliche
positive Ergebnisse beztglich der Insulinsensitivitat fanden sich auch fir den Austausch von SFA
zu Gunsten von PUFA [11]. Weiterhin war der Verzehr einer Rapsol-angereicherte Diét bei Typ 2
Diabetikern mit erhdhtem systolischem Blutdruck mit einer signifikanten Verbesserung des
Glukosestoffwechsels assoziiert [12]. Jedoch sind die Ergebnisse der Humanstudien bisher nicht
einheitlich. So fand sich kein Unterschied beziiglich der Insulinsensitivitat bei gesunden
ubergewichtigen Teilnehmern, die wahrend einer 8-wdéchigen Intervention eine MUFA-reiche Diat
oder eine ,,mediterrane* Didt (reich an Olivendl), verglichen zu einer SFA-reichen Diét verzehrten
[13]. Welche molekularen Mechanismen der protektiven Wirkung einer MUFA-reichen Ernahrung
beziiglich der Insulinsensitivitat unterliegen, konnte bisher auch nicht abschlielend geklart werden.
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Rolle der intestinalen Mikrobiota, Darmbarrierefunktion und Endotoxinamie in der Entstehung
der Insulinresistenz und von Typ 2 Diabetes mellitus

Die Ergebnisse einer inzwischen Vielzahl von Studien weisen darauf hin, dass die
molekularen Mechanismen, die der Entstehung der Insulinresistenz und auch dem Typ 2 Diabetes
unterliegen, multifaktoriell sind (zur Ubersicht siehe auch [14]). Seit einigen Jahren sind hierbei
auch eine Veranderung der intestinalen Mikrobiota, der Darmbarrierefunktion und damit assoziiert
eine sogenannte metabolische Endotoxindmie in den VVordergrund gertickt. So fanden sich sowohl
bei Patienten mit Typ 1 als auch Typ 2 Diabetes mellitus erhdhte bakterielle Endotoxinspiegel im
peripheren Blut und eine erhohte Darmpermeabilitat [15-17]. In eigenen Untersuchungen konnten
wir nachweisen, dass eine Verbesserung von Markern der Insulinresistenz mit einer Verringerung
des bakteriellen Endotoxinspiegels im peripheren Blut assoziiert war [18]. Zum Einfluss von
Rapsol auf die Darmpermeabilitat gibt es bisher nur wenige Untersuchungen. Diese weisen jedoch
darauf hin, dass Rapsol einen protektiven Effekt auf die mit der Aufnahme einer fettreichen Diéat
einhergehenden Endotoxindmie haben konnte [19]. Untersuchungen in Schweinen, die mit
verschiedenen Fetten/ Olen  gefiittert wurden, weisen weiter darauf hin, dass die
Fettsdurenverteilung in der Nahrung die Permeation von bakteriellem Endotoxin vom Darm ins
Blut und die postprandiale Endotoxindmie beeinflusst [20]. So war die postprandiale
Endotoxinamie nach einer Gabe von SFA-haltigem Fett verglichen zu UFA-haltigen Olen erhoht
[20].

Untersuchungen in Tiermodellen weisen auch darauf hin, dass die chronische Aufnahme
einer Diét, die reich an SFA ist mit einem Verlust von Tight Junction Proteinen im Diinndarm,
einer vermehrten Translokation von bakteriellem Endotoxin und einer Induktion von Toll-like
Rezeptoren in der Leber, aber auch im viszeralen Fettgewebe assoziiert ist [21]. In eigenen
Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die chronische Aufnahme sowohl von Fett als auch von
Fruktose im Mausmodell zu einem Verlust von Tight Junction Proteinen im Dinndarm fihrte, die
mit erhohten bakteriellem Endotoxinspiegeln im Pfortaderblut assoziiert war [22]. Die
Untersuchungen von Cani et al. und anderen Arbeitsgruppen weisen ebenfalls darauf hin, dass die
mittels einer sogenannten Hochfettdiat induzierten Stérungen der Darmbarrierefunktion und
Insulinresistenz in Mausmodellen mit deutlichen Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota
assoziiert sind [23-25]. Weiterhin weisen die Befunde von Roopchand et al. darauf hin, dass eine
verringerte Ratio Firmicutes/Bacteroidetes im Caecum und Faeces mit einem Schutz vor
metabolischen Erkrankungen und Insulinresistenz assoziiert ist [26]. Neuere Untersuchungen
weisen weiter darauf hin, dass hierbei aber auch einzelne Bakterienarten eine entscheidende Rolle
spielen koénnen. Ob jedoch die Futterung von Rapsél eine Veranderung der intestinalen Mikrobiota
und damit der Darmbarrierefunktion nach sich zieht, ist bisher nicht geklart.

Ausgehend von diesem Hintergrund war es das Ziel des Projekts den Einfluss einer oralen
Gabe von Raps0l auf die Entstehung und das Voranschreiten eines diétetisch-induzierten Typ 2
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Diabetes (T2DM) im Mausmodell zu untersuchen. Hierbei wurde der primare Fokus auf die
Untersuchung des Einflusses von Rapsol auf die intestinale Barrierefunktion und die metabolische
Endotoxinamie gelegt.

2. Material und Methoden

Fir die Untersuchungen des therapeutischen Einflusses von Rapsoél auf die Entstehung von
Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes erhielten weibliche C57BL/6J Mé&use zuné&chst tiber 8 Wochen
hinweg eine flissige Kontrolldidt (K) oder eine flussige Western-style Diat (WSD). Fir
letztgenannte Diat, die reich an Butterfett, Fructose und Cholesterin ist, wurde bereits
nachgewiesen, dass sie innerhalb dieses Zeitraums zu Storungen der Glucosetoleranz und
beginnenden Insulinresistenz fuhrt [27-29 und unpublizierte Daten der eigenen Arbeitsgruppe]. Ein
Teil der Tiere, die eine WSD erhielten, bekam anstelle von reinem Butterfett eine Diéat, die eine
Mischung aus Butterfett und Sojadl enthielt (siehe auch Tabelle 1 und Abbildung 1). AnschlieRend
folgte eine 5-wochige Therapiephase mit Rapsél bzw. Olivendl, wobei das Butterfett in den beiden
Western-style Diéten durch Olivendl oder Rapsol ersetzt wurde (siehe Abbildung 1 und Tabelle 1).
Drei Wochen nach Beginn der Therapie wurde bei einem Teil der Tiere entweder ein
Glukosetoleranztest oder ein Insulintoleranztest durchgefiihrt. Der Ablauf des Tierversuchs und
die Zusammensetzung der Diaten sind in Abbildung 1 und Tabelle 1 A und B zusammengefasst.

Nach 13 Wochen wurde unter terminaler Narkose Blut aus der Pfortader sowie Darm-,
Leber-, Muskel- und Fettgewebe entnommen. Neben Parametern des Glukosestoffwechsels, die im
Blut sowie in Leber- und Muskelgewebe untersucht wurden, untersuchten wir den Einfluss der
verschiedenen ,, Therapien und hierbei insbesondere der Austausch von Butterfett mit Rapsél auf
Marker der Darmbarrierefunktion. Hierzu wurden sowohl kommerziell erhéltliche Assays zur
Messung von bakteriellem Endotoxin sowie molekularbiologische Methoden (Western blot, real-
time RT-PCR) und immunohistochemische Farbungen verwendet.
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Abbildung 1: Schematischer Ablaufplan des tierexperimentellen Versuchsansatzes zur
Untersuchung der therapeutischen Wirkung von Raps- und Olivendl auf das Voranschreiten
der Insulinresistenz im Mausmodell.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Diaten, die (A) in den Wochen 1 bis 8 zur Induktion der

Insulinresistenz gefuttert wurden und (B) in den Wochen 9-13, entsprechend der
Therapiephase.

(A) Induktion der Insulinresistenz

Kontrolle WSD WSD+Soja
Kohlenhydrate 69 E% 60 E% 60 E%
» davon 36% Starke | » davon 50% Fruktose | » davon 50% Fruktose
(wt/wt) (wt/wt) (wt/wt)
Fett 12E% 25E% 25E%
» Sojadl Butterfett 21% Butterfett

4 % Sojasl
0,155 % Cholesterin 0,155%
(wt/wt) Cholesterin (wt/wt)

Protein 19 E% 15E% 15E%

E% = % der Gesamtenergie der Diét; wt/ wt = Gewicht/ Gewicht




(B) Therapie der Insulinresistenz

Kontrolle WSD+Soja
Kohlen- 69 E% 60 E% 60 E%
hydrate davon 36% Starke davon 50% Fruktose (wt/wt) | davon 50% Fruktose (wt/wt)
(wt/wt)
Fett 12E% 25E% 25E%
» Sojaol 7 Butterfett » 21% Butterfett
oder oder oder
» Olivenol » Olivenol » 21% Olivenol
oder oder oder
» Rapsol » Rapsol » 21% Rapsol
+ 0,155 % Cholesterin + 4 % Sojasl
(wt/wt) + 0,155 % Cholesterin (wt/wt)
Protein 19 E% 15E% 15E%

E% = % der Gesamtenergie der Diat; wt/ wt = Gewicht/ Gewicht

3. Ergebnisse

Gewicht und Futteraufnahme

Wahrend der ersten 8 Wochen des Futterungsversuchs unterschied sich weder die
Kalorienaufnahme noch die Gewichtszunahme zwischen den Tieren, die eine WSD oder eine WSD
mit Sojadl-Zusatz erhielten. Nach 6-wdchiger Futterung der Diét, war die Glucosetoleranz
signifikant und im Trend auch die Insulintoleranz in den WSD-gefutterten Tieren trotz gleicher
Gewichtszunahme schlechter als die der WSD+Sojadl-gefutterten Mause. Im Vergleich zu den
Kontrollen wiesen zu diesem Untersuchungszeitpunkt jedoch beide WSD-Gruppen eine signifikant
schlechtere Insulin- und Glucosetoleranz auf. Auch wahrend der “Therapiephase”, die in Woche 9
des Fltterungsversuchs begann und wéhrend der ein Teil der mit einer WSD- bzw. einer
WSD+Sojadl gefiitterten Tiere anstellen von Butterfett Olivendl oder Rapsol in der Diat erhielten
(siehe auch Tabelle 1 B und Abbildung 1), unterschied sich die mittlere Gesamtenergieaufnahme
und Gewichtszunahme nicht zwischen den WSD-gefiitterten Gruppen, unabhdngig von den
verschiedenen Fetten, die der Diat zugesetzt wurden. Jedoch war sowohl die Energieaufnahme als
auch die Gewichtszunahme dieser Futterungsgruppen signifikant hoher als bei den Kontrollen. Es
fanden sich zwischen den Kontrollgruppen keine Unterschiede beziglich der Gewichtszunahme,
der Glucose- oder der Insulintoleranz. Auch die Nuchternglucosewerte unterschieden sich nicht
zwischen den drei Kontrollgruppen. Wie erwartet verschlechterte sich sowohl die Glucose- als
auch die Insulintoleranz sowohl in den WSD- als auch WSD+Sojadl-gefutterten Tieren weiter und
war signifikant von den Kontrollgruppen verschieden (siehe Abbildung 2). Ahnlich verhielt es sich
auch fur die Nuchternglucosespiegel (siehe Tabelle 2). Interessanterweise war der Effekt der
,normalen WSD auf diese Parameter ausgepréigter als bei der Fltterung einer mit Sojadl
angereicherten Diét. Aufgrund der Vielzahl an Gruppen und der Streuung innerhalb der Gruppen
erreichten diese Unterschiede jedoch nicht immer das Signifikanzniveau. Weiterhin fiihrte der
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Austausch von Butterfett gegen Rapsol sowohl bei den Tieren, die eine ,,normale” WSD erhielten
als auch bei denen, die eine mit Sojadl angereicherte WSD bekamen, zu einer signifikanten
Verbesserung der Glucosetoleranz und im Trend auch der Insulintoleranz im Vergleich zu den
Tieren, die nur eine WSD erhielten. Ein &hnlicher Effekt fand sich fiir die Supplementation von
Olivendl nicht.
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Abbildung 2: Einfluss der Supplementation von Oliven- und Rapsol auf die WSD- und WSD-
Sojadl induzierte Insulinresistenz. (A) Kurvenverlauf des Blutglucosespiegels tiber 120 min und
(B) Fl&che unter der Kurve (AUC) von genichterten Mausen, die einmalig 2g Glucose i.p./kg
Korpergewicht erhielten und (C) Kurvenverlauf des Blutglucosespiegels tber 120 min und (D)
AUC von gentichterten Mausen, die einmalig 0,75 U Insulin i.p./kg Korpergewicht erhielten. Die
Daten sind als MW £ SEM dargestellt. ap<0,05 zu K, bp<0,05 zu KR, ¢p<0,05 zu KO, dp<0,05 zu
W, ¢p<0,05 zu WR, <0,05 zu WO. K — Kontrolle, O — Olivenél, R — Rapsol, W — Western-style
Diét, WS — WSD+Sojadl.



Tabelle 2: Gewicht, Futteraufnahme und niichtern Blutglukose von Mausen, die mit einer Kontrolldiat oder WSD bzw. WSD-

Sojadl gefuttert und mit Oliven- und Rapsol supplementiert wurden.

K K+R K+O W W+R W+0 WS WS+R | WS+O
ﬁ;‘:;;;‘%?hme 0,39+0,01 | 0,39+ 0,01 | 0,39 +0,01 8’5‘11 ,:c ggfa:c g;ﬁi 8’5‘1:1:6 85‘15&:0 8?15&:0
ZGueIziﬁ:::'[g] 36+03 | 39+02 | 39+02 | 58+04s | 57+04a | 50+05 | 55+05: | 58=07a0 | 55%0,4a
Glucose (mgrayy | 137#15 | #1210 | 1s0s7a | 205 0 L G0 L T | Teer | Tae

Daten sind dargestellt als MW + SEM. ap<0,05 zu K, vp<0,05 zu KR, ¢p<0,05 zu KO, ¢p<0,05 zu WO. K — Kontrolle, O — Olivendl, R — Rapsol, W — Western-style Diat, WS — WSD+Sojadl.

Tabelle 3: Expression von Markern der Insulinsignalkaskade im Muskelgewebe und Lebergewebe sowie von SREBP1 und FAS in

Lebergewebe von Méausen, die mit einer Kontrolldiat oder WSD bzw. WSD-Sojadl gefuttert und mit Oliven- und Rapsol
supplementiert wurden.

K K+R K+O W W+R W+O WS WS+R | WS+O
IR (Muskel) 100412 | 71,7+11 | 100+17 | 66,7+13 | 91,0421 | 956+13 | 97,8+15 | 102+17 | 73,6+19
IRS-2 (Muskel) | 100+37 | 550+13 | 614+13 | 555+16 | 645+11 | 553+7,1 | 87,6425 | 37,2+6,9 | 41,195
IR (Leber) 100444 | 105+17 | 69,0+12 | 76,0463 | 71,0+11 | 858+17 | 107+10 | 757+14 | 59,6476
IRS-2 (Leber) 100415 | 942+12 | 801+10 | 66,6+37 | 81,2411 |940+244 | 122+15 | 752484 | 563+ 74
SREBP1 100495 | 936+13 | 101+84 | 130417 | 960+10 | 157+27 | 117+12 | 79,7+66 | 851465
FAS 100415 | 216+49 | 93,6+ 22 g;?b: 423+ 90 | 483+ 73.c | 386463 | 3714109 | 152 + 39

Daten sind dargestellt als MW + SEM. ap<0,05 zu K, 5p<0,05 zu KR, ¢p<0,05 zu KO, 4p<0,05 zu W, p<0,05 zu WO. K — Kontrolle, FAS — fatty acid synthase, IR — Insulinreseptor, IRS — Insulinrezeptor-

Substrat, O — Olivendl, R — Rapsol, SREBP - sterol regulatory element binding protein W — Western-style Diét, WS — WSD+Sojadl.




Parameter des Glucosemetabolismus und der Insulinsignalkaskade im Muskelgewebe und
der Leber sowie des Fettmetabolismus in der Leber

Wie bereits flr die Glucose- und Insulintoleranz in Abbildung 2 und Tabelle 2 gezeigt, unterschied
sich auch die Expression des Insulinrezeptors (IR) und des Insulinrezeptorsubstrats (IRS) 2 sowie
des Glucosetransporters (Glut 4) nicht zwischen den Kontrollgruppen. Aufgrund der teilweise
starken Streuung innerhalb der Gruppen aber auch der Vielzahl an Gruppen verhielt es sich auch
beim Vergleich der Kontrollgruppen und der mit einer WSD-gefltterten Gruppe dhnlich. Auch im
Lebergewebe verhielt es sich &hnlich. Hier fand sich lediglich beim statistischen Vergleich der
Kontrollgruppe, die keine zusatzlichen Ole in der Therapiephase erhalten hatte und der WSD-
Sojadl+Olivendl-Gruppe ein signifikanter Unterschied, wobei in Letzt genannter Gruppe die
Expression des IR um ca. 50% vermindert war (siehe Tabelle 3).

Die mRNA Expression von SREBP1 in der Leber unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.
Im Gegensatz dazu war die Expression der FAS sowohl in den Lebern der WSD-geftitterten Tiere
als auch in den Lebern der Tiere, die zusatzlich mit Raps- oder Olivendl behandelt wurden
signifikant hoher als in den Lebern der Kontrollen. Die mMRNA Expression von FAS in der Leber
der WSD+Sojadl-gefitterten Tieren unterschied sich nicht signifikant von der, der Kontrollen.
Jedoch war die mMRNA Expression bei den Tieren, die eine WSD+Sojadl erhielten und mit Olivendl
behandelten wurden signifikant niedriger als bei den Tieren, die nur eine WSD oder eine
WSD+Olivendl erhielten (siehe Tabelle 3).

Parameter der Leberschadigung und -entziindung

Wenngleich sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen bezliglich der untersuchten Parameter
der Insulinsignalkaskade in der Leber fanden, zeigte sich in der histologischen Befundung der
Leber ein deutlich therapeutischer Effekt der Behandlung der WSD-geflitterten Tiere mit Rapsol
(siehe auch Abbildung 3). So waren sowohl die Fetteinlagerung in der Leber als auch Zeichen der
Entziindung (Zahl der Entziindungsherde) bei den mit Raps6l behandelten Tieren, deutlich
geringer. Dieser Effekt war in den mit einer mit Sojadl angereicherten WSD weniger stark
ausgepragt. Ahnlich verhielt es sich auch bezuglich klinisch-chemischer Parameter. So war die
Aktivitat der ALT und der AST im Plasma der mit einer WSD-gefiitterten Mause signifikant hoher
als in allen anderen Gruppen. Ein &hnlicher Unterschied fand sich nicht zwischen dem mit einer
WSD+Sojadl gefutterten Tieren und den anderen Behandlungsgruppen. Auch die Expression von
TNFa, die sich nicht zwischen den drei Kontrollgruppen unterschied, war in den Lebern der WSD-
gefltterten Tiere im Trend um das ~2-fach hoher als in den Lebern der Kontrollen. Dieser Effekt
der Fitterung der WSD war bei den Tieren, die eine WSD+Sojadl erhielten leicht abgeschwacht,
ahnlich wie auch bei den Tieren, die ab der 9. Futterungswoche ein mit Rapsol oder Olivendl
angereichertes Futter erhielten. Insgesamt unterschieden sich jedoch die Gruppen aufgrund der
interindividuellen Streuung nicht.
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Abbildung 3: Einfluss der Supplementation von Oliven- und Rapsol auf die WSD- und
WSD+Sojadl induzierte Leberschadigung. (A) Reprasentative Bilder der Leberhistologie der
Tiere, (B) Aktivitdt der Alanin-Aminotransferase (ALT) und (C) Aktivitat der Aspartat-
Aminotransferase (AST) im Plasma. Die Daten sind als MW + SEM dargestellt. ap<0,05 zu K,
bPp<0,05 zu KR, ¢p<0,05 zu KO, ¢p<0,05 zu WR, p<0,05 zu WO, ¢p<0,05 zu WS, np<0,05 zu WSR,
ip<0,05 zu WSO. K — Kontrolle, O — Olivendl, R — Rapsol, W — Western-style Diat, WS —
WSD+Sojadl.

Marker der Lipidperoxidation und der TLR-4 Signalkaskade in der Leber
Die Konzentration von 4-Hydroxynonenal Proteinaddukten, die als Marker der hepatischen
Lipidperoxidation untersucht wurden, unterschied sich nicht zwischen den Kontrollgruppen. In den
Lebern der WSD-gefiitterten Tiere war die Konzentration deutlich héher als bei den Kontrollen.
Ahnlich verhielt es sich auch fiir die Tiere, die eine mit Sojadl angereicherte WSD erhielten. Auch
hier war die Konzentration von 4-Hydroxynonenal Proteinaddukten deutlich hoher als bei den
Kontrolltieren, jedoch unter dem Niveau der nur mit einer WSD-gefiitterten Tiere. Der Zusatz von
Raps6l verminderte die Konzentration von 4-Hydroxynonenal Proteinaddukten in der Leber,
jedoch fand sich dieser Effekt nicht fiir den Zusatz von Olivendl. Ahnlich verhielt es sich auch fiir
die mMRNA Expression von TLR-4 in den Lebern der Tiere, die in der WSD Raps6l anstellen von
Butterfett erhielten jedoch nicht fur LBP. Im Gegensatz dazu war die Konzentration von
bakteriellem Endotoxin im Pfortaderblut der WSD-gefiitterten Tiere unabhangig vom Zusatz von
Sojadl hoher als in den Gruppen, deren Diaten mit Rapsél angereichert war (siehe Abbildung 4, K
ist repréasentative fir alle Kontrollgruppen). Wenngleich sich bei der Untersuchung der intestinalen
Barrierefunktion mittels der Gabe von FITC-Dextran keine Unterschiede zwischen den Gruppen
fanden, war sowohl die Proteinkonzentration des Tight Junction Proteins Occludin als auch
Claudin-2, die exemplarisch in n=4 Tieren im oberen Dinndarm untersucht wurde, in den mit einer
WSD-gefutterten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen deutlich geringer (siehe Abbildung 5, K
11



ist reprasentativ flr alle Kontrollgruppen). Fur das Tight Junction Protein Jam-1 fanden sich
hingehen keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 4: Einfluss der Supplementation von Oliven- und Rapsél auf die
Endotoxinkonzentration im Pfortaderblut von Tieren, die mit einer WSD- oder einer
WSD+Sojadl gefuttert wurden. K ist repréasentativ fir alle Kontrollgruppen (K, KR und KO). Die
Daten sind als MW + SEM dargestellt. ¢p<0,05 zu WR. K — Kontrolle, O — Olivenél, R — Rapsdl,
W — Western-style Diat, WS — WSD+Sojadl.
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Abbildung 5: Exemplarische Untersuchung des Einflusses der Supplementation von Oliven-
und Rapsdl auf Tight Junction Proteine im oberen Dinndarm von Tieren, die mit einer
WSD- oder einer WSD+Sojadl gefuttert wurden. (A) Exemplarischer Western blot des Tight
Junction Proteins Occludin und densitometrische Auswertung (n=4/ Gruppe) und (B)
exemplarischer Western blot des Tight Junction Proteins Claudin-2 und densitometrische
Auswertung (n=4/ Gruppe). K ist reprasentativ fur alle Kontrollgruppen (K, KR und KO). Die
Daten sind als MW £+ SEM dargestellt. K — Kontrolle (steht reprasentativ fur alle Kontrollgruppen),
O - Olivendl, R — Rapsol, W — Western-style Diat, WS — WSD+Sojadl.
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4. Diskussion

Die Zahl der Personen, die an einer Insulinresistenz bzw. einem Typ 2 Diabetes leidet ist in den
letzten Jahrzehnten weltweit deutlich gestiegen und es wird erwartet, dass die Pravalenz sowohl
von Insulinresistenz als auch Typ 2 Diabetes in den ndchsten Jahren noch weiter zunimmt [30].
Primérer Fokus in der Therapie und auch der Prévention dieser metabolischen Erkrankung ist eine
Lebensstilanderung, die neben einer Erhdéhung der physischen Aktivitat vor allem auf eine
Veranderung der Erndhrungsgewohnheiten abzielt. Jedoch sind diese Lebensstilanderungen haufig
mit einer mangelnden Adhérenz gegentiber den Empfehlungen und hohen Riickfallquoten behaftet.
In den letzten Jahren weisen eine Reihe von Studien in Modellorganismen aber auch beim
Menschen darauf hin, dass die Zufuhr bestimmter Fettsauren und offenbar auch das Verhéltnis der
Zufuhr verschiedener Fettsduren zu einander, nicht nur den Fettstoffwechsel sondern auch die
Entstehung und das VVoranschreiten metabolischer Erkrankungen positiv beeinflussen kénnte [31,
32]. In der vorliegenden Studie wurde ein Tiermodell der diatetisch induzierten Insulinresistenz
verwendet, um nicht nur den therapeutischen Einfluss von verschiedenen Olen -Rapsol, Oliven6l-
bei einer bereits vorliegenden Insulinresistenz zu untersuchen, sondern auch die Wirkung der
Zufuhr von n-3 und n-6 Fettsauren auf die Entstehung der Insulinresistenz und damit assoziierter
Erkrankungen zu ermitteln. Da die Tiere bei diesem Fitterungsmodell ihre Nahrung in flissiger
Form erhalten, war eine isokalorische Futterung der Gruppen (hier der WSD oder WSD+Sojadl
gefitterten Gruppen) moéglich und somit auch die Kontrolle eines aus einer unterschiedlichen
Kalorienaufnahme resultierenden Effekts auf die untersuchten Parameter.

Die Futterung der WSD fiihrte bereits nach 6 Wochen zu einer deutlichen Verschlechterung der
Glucose- und der Insulinresistenz, die bis zum Ende des Versuchs noch voranschritten.
Interessanterweise waren die Veranderungen der Glucose- und Insulintoleranz bei den Tieren, die
zusétzlich zur WSD Sojadl in der Diét erhielten, deutlich weniger stark ausgepréagt im Vergleich
zu den WSD-gefutterten Mausen. Ahnlich verhielt es sich auch fiir die mMRNA Expression des
Insulinrezeptors im Muskel- und Lebergewebe und die Expression von Glut4 im Muskelgewebe,
wohingegen sich die Expression von IRS-2 im Muskelgewebe zwischen den beiden WSD-Gruppen
kaum unterschied. Ahnlich verhielt es sich auch fiir die Leberschadigung und Lipidperoxidation in
der Leber, die bei den WSD+Soja6l gefiitterten Tieren deutlich weniger stark ausgepragt bzw.
induziert war. Es unterschieden sich jedoch die Endotoxinkonzentrationen in der Pfortader
zwischen den beiden WSD-Gruppen nicht, so dass die protektiven Effekte der Supplementation
von Sojadl in der WSD wahrscheinlich nicht aus einer Verbesserung der Darmbarrierefunktion
resultieren. Insgesamt stehen die Ergebnisse zur Insulinresistenz und Leberschadigung im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Henkel et al. die nachweisen konnten, dass eine kombinierte
20-wochige Gabe von Sojadl und Cholesterin im Vergleich zur Futterung einer Kombination aus
Schweineschmalz, Fructose und Cholesterin zu einer deutlich ausgepragteren Leberschadigung mit
beginnender Fibrose fuhrt, sowie einer deutlichen Verminderung der Expression von IRS2 im
Lebergewebe im Vergleich zu den Kontrollen [33]. Unterschiede zwischen unserer
Untersuchungen und denen von Henkel et al. konnten sich aus dem deutlich héheren Anteil an
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Sojadl (Henkel et al.: 25g / 100g n-6- PUFA vs. 4% Energieprozent) und Cholesterin (0,75%
Cholesterin bei Henkel et al. vs. 0,15% (wt/wt) in der vorliegenden Studie) sowie der langeren
Futterungsdauer (20 Wochen bei Henkel et al. vs. 13 Wochen in der vorliegenden Studie) und dem
Geschlecht der Tiere (méannlich bei Henkel et al. vs. weiblich in der vorliegenden Studie) ergeben
haben [33]. In den Untersuchungen von Deol et al. resultierte die hohe Gabe von Sojadl und
Fructose im Rahmen einer Hochfettdi&t (40 E% als Fett, davon 19 E% Sojadl und 21 E% Kokosfett)
in einer deutlich starkeren Insulinresistenz und Leberschadigung als die Fitterung von einer
Kombination aus Kokosfett (40 E% als Fett, davon 36 E% Kokosfett, 4 kcal% Sojadl) und Fructose
[34]. Ob jedoch der Effekt einer reinen Kokosfett-Didt auf die untersuchten Parameter stérker
gewesen ware, wurde in der Studie nicht untersucht. Insgesamt weisen die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass die Futterung von 4E% Sojadl in einer Fett-,
Fructose- und Cholesterinreichen Diédt einen positiven Effekt auf die Entstehung der
Insulinresistenz und hierbei vor allem die Insulinsignalkaskade im Muskelgewebe sowie der
NAFLD hat. Ob jedoch héhere Konzentrationen von Sojadl diesen protektiven Effekt aufheben
sowie die dem protektiven Effekt zugrundeliegenden Mechanismen, muss in zukunftigen Studien
untersucht werden.

Der Austausch des Butterfetts mit gleichen Mengen Rapsdl verbesserte sowohl bei den Tieren, die
weiterhin eine ,,normale WSD bekamen als auch bei den Tieren, die eine WSD+So0jaol erhielten
die Glucose- und die Insulintoleranz aber auch den Leberstatus. Ahnliche Effekte fanden sich fiir
die Supplementation von Olivendl nicht. Der positive Effekt von Rapsol auf den
Glucosestoffwechsel und die Leber war mit einer leicht erhéhten mRNA Expression des
Insulinrezeptors im Muskelgewebe assoziiert bei den Tieren, die eine ,,normale” WSD erhielten.
Auch in den Untersuchungen von Kruse et al. 2014 fand sich bei Ubergewichtigen nach der
Supplementation von Rapsdl eine deutliche Verbesserung von Parametern des
Glucosestoffewechsels (Nuchternglucose und Nichteninsulin) und des Leberstatus (Aktivitat der
ALT und AST im Serum), wohingegen &hnlich den Ergebnissen der vorliegenden Studie, die
Effekte der Supplementation von Olivendl auf diese Parameter deutlich weniger stark ausgepréagt
waren [35]. Die protektiven Effekte der Supplementation von Raps6l in der vorliegenden Studie
scheinen jedoch nicht primar aus Verénderungen des hepatischen Lipidmetabolismus zu
resultieren. So unterschied sich die Expression von SREBP1 nicht zwischen den Gruppen. Im
Gegensatz dazu war die Expression von FAS in den Lebern aller WSD-gefutterten Tiere mit
Ausnahme der Tiere, die eine WSD+Sojadl und Olivendl erhalten hatten, deutlich héher als in den
Kontrollen, jedoch unterschieden sich die WSD-gefitterten Gruppen ansonsten nicht. Diese
Ergebnisse sind &hnlich denen anderer, die ebenfalls bei einer langerfristigen Aufnahme von
Rapsol bei Nagern keine deutliche Anderung der SREBP1 oder FAS mRNA Expression in der
Leber im Vergleich zur Aufnahme anderer Ole wie beispielsweise Sonnenblumendl nachweisen
konnten [36].

Die Ergebnisse mehrerer Studien weisen darauf hin, dass Veranderungen der intestinalen
Mikrobiota und der Darmbarrierefunktion eine wesentliche Rolle in der Entstehung metabolischer
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Erkrankungen spielen (zur Ubersicht siehe auch [37, 38]). In eigenen Untersuchungen konnten wir
nachweisen, dass eine mehrwdchige Aufnahme einer WSD mit einer deutlichen Verminderung von
Tight Junction Proteinen im oberen Diinndarm sowie erhéhten Endotoxinspiegeln im Pfortaderblut
bei Mé&usen einhergeht [27-29, 39-41]. Damit assoziiert war auch eine Induktion der TLR-4
Signalkaskade in der Leber, eine Induktion der iINOS und erhohte 4-Hydroxynonenal
Proteinaddukten Konzentrationen in der Leber sowie teilweise Verénderungen der
Insulinsignalkaskade in der Leber [27, 28, 40, 41]. Ein Schutz vor dem Verlust von Tight Junction
Proteinen im oberen Dinndarm war hierbei immer auch mit verminderten Endotoxinspiegeln im
Pfortaderblut, aber auch einem verbesserten Leberstatus, Normalisierung der TLR-4-
Signalkaskade und einer Verminderung der Konzentration von 4-Hydroxynonenal
Proteinaddukten in der Leber assoziiert [27-29, 39, 40]. Im vorliegenden Projekt ging der
protektive Effekt der Supplementation von Rapsdl sowohl bei den Tieren, die eine ,,normale” WSD
erhielten als auch bei denen, die eine WSD mit Sojadl bekamen mit einer Verminderung der
bakteriellen Endotoxinspiegel im Pfortaderblut fast bis auch das Niveau der Kontrollen einher.
Ahnlich verhielt es sich auch fir die Konzentration von 4-Hydroxynonenal Proteinaddukten in der
Leber, wohingegen sich die mRNA Expression von LBP zwischen den Gruppen unterschied.
Jedoch weisen die Untersuchungen anderer darauf hin, dass LBP nicht ausschlieBlich auf mRNA-
Ebene reguliert wird (zur Ubersicht siehe [42]). Die exemplarischen Untersuchungen der Tight
Junction Proteine weisen darauf hin, dass der protektive Effekt eventuell aus einem weniger starken
Verlust von Tight Junction Proteinen resultiert sein konnte. Hierzu missen im Rahmen des Projekts
noch weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden. Auch die Untersuchungen anderer weisen
darauf hin, dass das Verhéltnis von n-3/ n-6 PUFA einen wesentlichen Einfluss auf die
Glucosetoleranz, die Entstehung der Insulinresistenz sowie die Expression von
Entziindungsparameter und die Aktivierung der TLR-4 Signalkaskade haben kann [43]. Allerdings
wurde in diesen Untersuchungen nicht bestimmt, ob der positive Effekt der Gaben von n-3/ n-6
PUFA im Verhaltnis 1:1 mit Verdnderungen der Darmbarrierefunktion assoziiert war.

5. Schlussfolgerungen

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchungen drauf hin,
dass ein Austausch der Fettquelle (Butterfett gegen Raps- oder Olivendl) auch bei ansonsten
gleichbleibender Zusammensetzung der Nahrstoffzufuhr das Voranschreiten der Insulinresistenz
und damit assoziierter metabolischer Erkrankungen wie der NAFLD deutlich abmildert. Hierbei
waren die Effekte der Supplementation von Rapsol deutlich ausgepragter als die bei einer
vergleichbaren Gabe von Olivendl. Der positive Effekt der Gabe von Rapsdl scheint sich hierbei
auch aus einer Wirkung des Ols auf die Darmbarrierefunktion zu ergeben. Jedoch sind
weiterflihrende Untersuchungen nétig, um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu
klaren und ob &hnliche Effekte auch beim Menschen auftreten. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie weisen auch darauf hin, dass auch der Zusatz von Sojadl in geringen Mengen einen Einfluss
auf die Entstehung der Insulinresistenz haben konnte. Auch hier sind weiterfiihrende
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Untersuchungen notig, um die molekularen Mechanismen zu klaren und zu untersuchen, ob
ahnliche Effekte auch beim Menschen auftreten.
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