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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Im Jahre 1935 wurde erstmals das Vorkommen von Fettsduren mit konjugierten Doppel-
bindungen in Wiederkduerprodukten beschrieben (BOOTH et al. 1935). Ende der 80er Jahre
isolierte die Arbeitsgruppe von Pariza aus einem Extrakt von gegrilltem Rindfleisch eine
Substanzgruppe, die spéter als konjugierte Linolsduren (conjugated linoleic acids, CLA)
klassifiziert wurde (HA et al. 1987). CLA gehoren unter physiologischem Gesichtspunkt
zur Gruppe der trans-Fettsduren (TFA). Wiahrend fiir TFA iiberwiegend negative Effekte
beschrieben werden, erbrachten zahlreiche Untersuchungen - vor allem an Zelllinien und
an Tiermodellen - gut gesicherte Nachweise, dass CLA einen positiven Einfluss auf den
Stoffwechsel ausiiben. Ein wachsendes wissenschaftliches Interesse an CLA wird durch
die besonders in den letzten fiinf Jahren exponentiell steigende Publikationszahl deutlich.
Bereits im letzten Jahr erschienen mehr als 200 Veroffentlichungen zu CLA. Im Mittel-
punkt der Forschungen stehen derzeit die antikanzerogenen, antidiabetogenen, immun- und
die Korperzusammensetzung modulierenden Wirkungen der CLA. Obwohl bis heute die
genauen Wirkmechanismen der CLA nicht vollstindig aufgeklart sind, haben es methodi-
sche Fortschritte in der CLA-Analytik ermoglicht (komplementére Verwendung von GC
und Ag'-HPLC zur Separation und Quantifizierung einzelner CLA-Isomeren) zahlreiche
neue Erkenntnisse zu CLA zu erlangen.

Verschiedene Untersuchungen am Menschen belegen die Unbedenklichkeit der CLA
(BERVEN et al. 2000, BLANKSON et al. 2000, BENITO et al. 2001a,b). Da bereits ver-
gleichsweise geringe Mengen an CLA ausreichen um physiologische Effekte zu erzielen,
konnte diese Substanzklasse, als nutritiver und nicht-pharmakologischer Bestandteil von
Lebensmitteln, vor allem in praventivmedizinischer Hinsicht eingesetzt werden. Die
durchschnittliche Aufnahme an CLA liegt in Deutschland, in Abhéngigkeit vom Ge-
schlecht, Alter und der Erndhrungsweise, zwischen 300 und 500 mg/d (JAHREIS 1997,
FRITSCHE & STEINHART 1998, FREMANN et al. 2002). Die im Tierversuch (ein geeignetes
Tiermodell fiir den Menschen ist das Schwein) ermittelte wirksame CLA-Konzentration
liegt - extrapoliert auf den Menschen - deutlich liber der mit dem Verzehr an Wiederkduer-
produkten erreichbaren CLA-Menge. Die in den Tierexperimenten adéquate Verzehrsmen-
ge an Trockensubstanz betrigt beim Menschen durchschnittlich 400 bis 500 g/d. Daraus
leitet sich eine zusétzliche CLA-Menge von 2,5 bis 5 g CLA je Tag und Person ab. Unter

dem Gesichtspunkt der gegenwirtigen Forschung stehen drei effektive Moglichkeiten zur
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Disposition um die genannte CLA-Dosis zu gewéhrleisten und entsprechend die CLA-
Aufnahme bzw. den CLA-Korperbestand des Menschen deutlich zu erhéhen. Eine Anrei-
cherung der Korperlipide des Menschen ist denkbar iiber:

1. CLA-Prakursoren,
2. CLA-Supplemente oder
3. CLA-angereicherte Produkte.

Bisherige Untersuchungen hinsichtlich CLA-Anreicherung in Korperlipiden beschrinken
sich weitgehend auf den CLA-Gesamtgehalt. Bis dato liegen in der Literatur sehr wenige
Nachweise zur Inkorporation bzw. Akkumulation einzelner CLA-Isomeren in verschiede-
nen Lipiden vor.

Die Wirkmechanismen der CLA lassen sich vermutlich auf die strukturellen Unterschiede
der einzelnen Isomeren zuriickfiihren (PARIZA et al. 2001). Die jeweiligen Effekte der CLA
leiten sich hauptsdchlich von Einzelisomeren ab, obwohl synergistische Mechanismen
mehrerer Isomeren denkbar sind. Bis heute wird lediglich den beiden CLA-Isomeren
c9,t11 und ¢10,c12 eine biologische Aktivitit zugeschrieben. Kritik an den bisher vorlie-
genden Studien besteht darin, dass nur diese Isomeren in der Forschung Beachtung fanden
und weitere Isomeren in den Hintergrund traten bzw. vernachldssigt wurden. Es ist nicht
auszuschlieen, dass auch Isomeren wie z. B. ¢11,c13 funktionelle Eigenschaften besitzen.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Kenntnisse zur Inkorporation von CLA in
Korperlipide unter besonderer Beriicksichtigung der CLA-Isomerenverteilung zu erlangen.
In diesem Rahmen wurden folgende Versuchsansitze mit entsprechenden Fragestellungen

konzipiert:
1. Humaninterventionsstudie zur Absorption eines CLA-Isomerengemisches.

Die Studie wurde mit dem Ziel durchgefiihrt den Einfluss eines CLA-
Isomerengemisches auf die Absorption und insbesondere die Interaktion mit anderen
Fettsduren zu untersuchen. Dabei sollte gepriift werden, ob die verschiedenen Isomeren
im Blut wiedergefunden werden und somit zur Anreicherung im Korper beitragen. An-
hand der Fézeslipide sollte eine Einschitzung zum Metabolismus der CLA-Isomeren
erfolgen. Zum Einfluss von CLA auf die Néhrstoffbilanz gibt es keinerlei Literaturda-

ten, so dass dieser Fragestellung nachgegangen werden sollte.




EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG 3

2. Studie am Tiermodell Ratte zur Anreichung von CLA in die Korperlipide infolge Bil-
dung aus CLA-Vorstufen.

Verschiedene Studien haben die Bildung von CLA aus trans-Vaccensdure (fVA) nach-
gewiesen. In dieser Studie sollte untersucht werden, in welchem Umfang VA zu CLA
desaturiert wird. Da die endogene Synthese von CLA speziell fiir das Isomere ¢9,¢11
nachgewiesen wurde, sollte gepriift werden, ob aus cis-Vaccensdure (cVA) ¢9,c11-
CLA metabolisiert wird und ob weitere CLA-Isomeren, infolge Isomerisierungsreakti-
onen, entstehen. Von besonderem Interesse war die Frage, ob sich die Erythrozyten-
membran als Biomarker fiir die Umwandlung von tVA zu CLA eignet. Obwohl zu er-
warten ist, dass fVA in den verschieden Gewebearten einem differenzierten Metabo-
lismus unterliegt, gibt es bisher dazu keine Untersuchungen. Es existieren lediglich
Angaben die sich auf den Gesamtkorper oder auf ausgewidhlte Gewebearten, wie Le-
ber, Fett- und Brustgewebe, beziehen. Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um

diese Liucke in der Literatur zu schliefBen.

3. Studie zur Anreichung von CLA in Milchlipiden unter Umgehung der Pansenfermenta-

tion durch der duodenale Infusion von CLA-Isomeren.

Zahlreiche Fiitterungsstudien mit Milchkiihen haben gezeigt, dass sich der CLA-Gehalt
der Milchlipide in Abhéngigkeit von der Fiitterung modifizieren ldsst. Die Studie wur-
de speziell mit fistulierten Milchkiihen durchgefiihrt, um direkt die Inkorporation der
einzelnen CLA-Isomeren aus einem Mischisomeren-Préparat zu verifizieren. Ferner
sollte gepriift werden, ob das CLA-Priparat die Milchbestandteile sowie die Fettsiu-

renzusammensetzung der Milchlipide nachhaltig beeinflusst.




THEORETISCHE GRUNDLAGEN ZU CLA — STAND DER FORSCHUNG 4

2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN ZU
CLA — STAND DER FORSCHUNG

2.1 Chemie und Nomenklatur

Das Akronym CLA steht fiir eine Substanzklasse von Fettsdauren, bestehend aus 18 Koh-
lenstoffatomen und zwei Doppelbindungen in Konjugation an verschiedenen Positionen im
Molekiil. In mehrfach ungesittigten Fettsduren liegen Doppelbindungen in der Regel iso-
liert vor, so dass sich zwischen den Doppelbindungen eine Methylengruppe befindet (z. B.
A9,12). Doppelbindungen in CLA hingegen sind nur durch eine Einfachbindung unterbro-
chen (lat. con-iungo: unter einem Joch, zusammenhéingend). CLA bestehen aus geometri-
schen und Positionsisomeren. Die konjugierten Doppelbindungen kénnen sich theoretisch
an den Positionen 2,4 bis 15,17 der Kohlenstoftkette befinden. Jede dieser Doppelbindun-
gen kann in cis,cis-, trans,trans-, cis,trans- oder trans,cis-Konfiguration im Molekiil vor-
liegen, so dass 56 Isomeren der CLA denkbar sind. Bisher sind Doppelbindungen an fol-
genden Kohlenstoffatomen identifiziert worden: 6,8; 7,9; 8,10; 9,11; 10,12; 11,13; 12,14
und 13,15 (FRITSCHE et al. 2001, ROACH et al. 2002). Die bedeutendsten Isomeren sind
c9,¢11-und 110,c12-CLA (Abb. 2-1).

COOH

COOH

c9,t11-CLA t10,c12-CLA

Abbildung 2-1: Strukturvergleich von c9,t11- und t10,c12-CLA
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2.1.1 Biosynthese im Pansen von Wiederkduern

CLA werden im Pansen von Wiederkduern als Intermediat generiert (Abb. 2-2). KEPLER
und TOVE (1967) zeigten, dass das Gram-negative Pansenbakterium Butyrivibrio fibrisol-
vens das Isomere ¢9,/11 wihrend der Biohydrierung von Linolsdure (LA) bildet. In der
Initialreaktion wird die c12-Doppelbindung der LA zur ¢11 isomerisiert. Das Enzym LA-
Isomerase (EC 5.2.1.5) ist in der Lage aus dem isolierten ein konjugiertes Doppelbin-
dungssystem zu bilden. Die Initialbindung am Enzym resultiert aus einer Interaktion von
n-Elektronen der Substratdoppelbindung mit einer elektrophilen Gruppe am Enzym und
einer zusitzlichen Wasserstoffbindung der undissoziierten Carboxylgruppe des Substrates
mit einer elektronegativen Region des Enzyms. Die Konformationsinduktion des Enzym-
Substratkomplexes ist die Folgereaktion der Abstraktion eines Protons durch die Substrat-
carboxylgruppe am Kohlenstoffatom 11 und sterecospezifischem Angriff durch das Proton
der konjugierten Sdure des Enzyms am Kohlenstoffatom 13 des Substrates (KEPLER

et al. 1971). Unter diesen Pramissen entsteht ¢9,/11-CLA.

=) Isomerisierung

C18:3 ¢9,c12,c15 =) Hydrierung

l =) Desaturation
18:2 ¢9,c12 C18:3 ¢9.t11,c15
1 1
C18:2 9,11 C18:2 r11,c15
U4

C18:1 c11

Futter

C18:2 (Linolséure)
C18:3 (a-Linolensiure)

Abbildung 2-2: Biosynthese der CLA im Wiederkduer

Das Isomere ¢9,¢/11 wird absorbiert oder infolge Reduktion in das entsprechende Monoen
t11-C18:1 (trans-Vaccensaure, tVA) konvertiert. AnschlieBend wird diese Fettsdure zu
Stearinsdure (C18:0) hydriert. Letztere Reduktion scheint bei der vollstindigen Biohydrie-
rung die geschwindigkeitsbegrenzende Reaktion zu sein, folglich akkumuliert fVA im Pan-

sen (SINGH & HAWKE 1979). a- und y-Linolensdure (¢9,c12,c15 und ¢6,c9,c12 C18:3)
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werden nach dhnlichem Modus metabolisiert, ¢9,11-CLA spielt als Intermediat keine Rol-
le (GRIINARI & BAUMAN 1999). Allerdings besteht die Mdglichkeit, dass geringe Mengen
an t11,c15-C18:2 zu t11,c13-CLA isomerisiert werden konnen (KRAFT et al. 2003). Auf-
grund des Bildungsortes und des hohen Anteils in Wiederkduerprodukten (bis zu 90 % der
Gesamt-CLA) wird das CLA-Isomere ¢9,¢11 auch als rumenic acid ("Pansensdure") be-
zeichnet (KRAMER et al. 1998a).

Die Vielzahl von Bakterien im Pansen (z. B. Selenomonas ruminantium, Megasphaera
elsdenii, Ruminococcus albus F2/6), die verschiedene spezifische cis,trans-Isomerasen
besitzen, bewirken eine Vielfalt von CLA-Isomeren in den Wiederkduerprodukten
(HARFOOT & HAZELWOOD 1988, FUIIMOTO et al. 1993, KEMP et al. 1975, KiM et al. 2002).
Beispielsweise wird LA unter dem Einfluss der ¢9,¢/10-Isomerase zu #10,c12 CLA isomeri-
siert. Die Bildung von trans-konfigurierten CLA-Isomeren resultiert aus einer Verschie-

bung der Doppelbindungen (SELTZER 1972).

2.1.2 Biosynthese im Gewebe

Eine weitere Moglichkeit der CLA-Genese ist die endogene Bildung im Gewebe. Bereits
1972 wurde In-vitro belegt, dass CLA im Milchdriisengewebe von Rindern aus fVA via
Stearoyl-CoA-Desaturase (A9-Desaturase, EC 1.14.99.5) metabolisiert werden konnen
(KINSELLA 1972). Inzwischen konnte nachgewiesen werden, dass fVA im Pansen akkumu-
liert und ein Teil der weiteren Biohydrierung entgeht. Dieser wird im Verdauungstrakt
absorbiert und von unterschiedlichen Geweben, einschliellich der Milchdriise, utilisiert.
Im Gewebe kann fVA zu CLA desaturiert und in Milchlipide inkorporiert bzw. in andere
Gewebe transportiert werden (GRIINARI et al. 2000a). Die endogene Synthese von CLA aus
VA wurde auch bei Monogastriden, wie Nagern, Schweinen und beim Menschen, direkt
nachgewiesen (SANTORA et al. 2000, LOOR et al. 2002a, GLASER et al. 2000, SALMINEN
et al. 1998, TURPEINEN et al. 2002).

Die oxidative Reaktion bei der Biokonversion von tVA wird von einem Desaturase-System
katalysiert, das aus verschiedenen Komponenten besteht: NAD(P)H-Cytochrom-bs-
Reduktase, Cytochrom bs, Acyl-CoA-Synthetase und dem mikrosomalen Enzym A9-
Desaturase (Abb. 2-3). Mit Hilfe dieses Systems kann eine cis-Doppelbindung zwischen
den Kohlenstoffatomen 9 und 10 eingefiigt werden. Wahrend der Desaturierung flieBen die

Elektronen sequentiell von NAD(P)H, tiber NADH-Cytochrom-bs-Reduktase zu Cytoch-
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rom b5, zur terminalen A9-Desaturase und schlie8lich zum aktiven Sauerstoff, welcher zu

Wasser reduziert wird (NTAMBI 1995).

A\ 2 Cytbs
11 C~S-CoA \ Fe” NADP"
Vaccenoyl-CoA (¢11-C18:1)
0, — O~ H,O
9 QL / \ Fe3+ +
11 ;;

Octadecadienoyl-CoA (c9,/11-C18:2)

Abbildung 2-3: Desaturierung von tVA zu CLA

2.1.3 Chemische Synthese

Chemisch werden CLA entweder durch alkalische Isomerisierung LA-reicher Pflanzendle
(Soja-, Saflor- oder Sonnenblumendél) oder durch Verwendung selektiver Lipasen syntheti-
siert. Diese Priparationen bestehen aus komplexen CLA-Gemischen mit einer Vielzahl
von Minorisomeren. Der CLA-Gehalt im Produkt hidngt von der LA-Konzentration im
Ausgangsmaterial ab. Durch fraktionierte Kristallisation oder Aufreinigung an Austau-
schermatrices ist eine Erhohung des LA-Gehaltes mdglich. Infolge des Einsatzes unter-
schiedlicher Katalysatoren (NaOH, LiOH, KOH) oder Losungsmittel (Dimethylsulfoxid,
Ethylenglycol, Glycerin, t-Butanol, Wasser, Dimethylsulfoxid, Propylenglycol) lassen sich
CLA-Gemische aus verseiften Olen mit einer geringen Anzahl an Einzelisomeren syntheti-
sieren. Durch fraktionierte Kristallisation in Aceton war es BERDEAUX et al. (1998) mog-
lich, zwei Einzelisomeren (¢9,¢11 und #10,c12) in hoher Reinheit in Mengen bis zu 70 g zu
synthetisieren. LEHMANN (2001) gelang {iber eine stereoselektive Synthese die Herstellung
von 19,111, ¢9,c11, ¢9,¢11, ¢10,c12 und ¢7,c9. In groBeren Mengen ldsst sich ¢9,/11-CLA
auch aus Ricinolsédure herstellen (ZABOLOTSKIJ et al. 1994).

Ferner gibt es die Moglichkeit der mikrobiellen Produktion mit Kulturen von Lactobacillus
sp. (OGAWA et al. 2001), Eubacterium lentum (EYSSEN & VERHULST 1984) oder Proprio-

nibacterium freudenreichii ssp. Shermannii (RAINO et al. 2001, 2002). Mit Hilfe von gen-
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technologischen Verfahren konnte die Synthese einzelner CLA-Isomeren in grofleren

Mengen umgesetzt werden.

2.2 Vorkommen und Aufnahme

2.2.1 Vorkommen und Variation von CLA im Wiederkduerfett

CLA kommen entsprechend ihrer Genese primir in Wiederkduern vor. Nichtwiederkduer
enthalten nur wenig CLA bzw. sind CLA-frei. Beim Menschen wurden im Fettgewebe,
Blutserum und Darmsaft sowie in der Muttermilch und Galle geringe Mengen an CLA
nachgewiesen (CAWOOD et al. 1983; HARRISON et al. 1985, JAHREIS et al. 1999, JIANG
et al. 1999, SALMINEN et al. 1998).

Der CLA-Gehalt im Milchfett unterliegt einer auB3erordentlichen Variation in Abhangigkeit
von der Spezies (JAHREIS etal. 1998, 1999), der genetischen Disposition (WHITE
etal. 2001, LAWLESS etal. 1999, KELLY etal. 1998, PETERSON etal. 2002, KELSEY
etal. 2002), der Fiitterung (OFFER et al. 1999, GRIINARI etal. 2000b, RAMASWAMY
et al. 2001) und den Haltungsbedingungen (JAHREIS et al. 1997) sowie von der Anzahl der
Laktationen (STANTON et al. 2000) und dem Laktationsstadium (KELSEY et al. 2002).

222 CLA-Quellen in der Nahrung

Bis heute gibt es nur zwei umfassende Untersuchungen, die Lebensmittelwarenkdrbe hin-
sichtlich ithres CLA-Gehaltes analysierten. Weitere in der Literatur beschriebene Bestim-
mungen wurden nur an einzelnen Produktgruppen durchgefiihrt. CHIN et al. (1992) unter-
suchten in den USA einen Lebensmittelwarenkorb von 90 Produkten. Représentativ fiir
Deutschland priiften FRITSCHE & STEINHART (1998) 139 Nahrungsmittel auf ihren CLA-
Gehalt. Tabelle 2-1 zeigt einen Vergleich beider Untersuchungen. Die von CHIN et al.
(1992) ermittelten Werte liegen meist unter denen von FRITSCHE & STEINHART (1998).
Diese Abweichungen koénnten auf die unterschiedlichen Fiitterungsregime der Tiere oder

auf die verschieden analytischen Methoden zuriickzufiihren sein.
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Tabelle 2-1:

Mittlerer CLA-Gehalt in verschiedenen Lebensmittelgruppen

Lebensmittelgruppe CLA-Gehalt (% der FAME)
FRITSCHE & STEINHART 1998 CHIN et al. 1992

Wiederkduerfleisch 0,43 -1,20 0,27 - 0,56
Nichtwiederkduerfleisch 0,11-0,20 0,06 - 0,25
Wurstwaren 0,27 -0,44 0,08 - 0,33
Fisch, maritime Produkte 0,01 -0,09 0,03 - 0,06
Milch und Milchprodukte 0,77 - 1,16 0,06 - 0,70
Butter 0,94 0,47
Kise 0,40 - 1,70 0,29 - 0,71
Speisefette/Ole <0,01 0,01 -0,07
Backwaren 0,02 - 0,55 n. b.
Siifwaren, Snacks <0,01-0,15 n. b.

* bestimmt als ¢9,¢11-CLA

n. b. nicht bestimmt

In der Erndhrung des Menschen werden iiber Butter, Milch und Milchprodukte weit {iber
die Hilfte der aufgenommenen CLA-Menge zugefiihrt (Abb. 2-4). In Abhingigkeit von
den oben genannten EinflussgroBen sowie Verarbeitungsparametern (Pasteurisierung,

Fermentation etc.) unterliegt der CLA-Gehalt einer starken Variation.

Fleisch und Wurstwaren von Wiederkduern
O Fleisch und Wurstwaren von Monogastriden
O Backwaren

OFisch

B Speisefette/Speisedle

SiiBwaren

O Milch- und Milchprodukte

Butter

Kise

Abbildung 2-4: CLA-Quellen in der Erndhrung des Menschen

Wiederkéduerfleisch ist analog zum Milchfett CLA-reich. Fleisch von Nichtwiederkduern,
wie Schweine- und Gefliigelfleisch, enthilt deutlich geringere Mengen an CLA. Fisch und
maritime Produkte spielen in der CLA-Versorgung aufgrund sehr geringer Gehalte keine
Rolle. Eine weitere wichtige CLA-Quelle sind Verarbeitungsprodukte wie Kuchen,
Snacks, Gebédck und Schokolade, deren CLA-Gehalt in Abhédngigkeit von der verwendeten

Milchfettmenge stark variiert. Pflanzenfette enthalten nur Spuren an CLA. In Margarinen
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wurden CLA nachgewiesen, die scheinbar von der Prozessfithrung abhdngen (MOSSOBA

etal. 1991). Pflanzendle und Margarinen haben mengenmifig keine Bedeutung fiir die

Gesamtzufuhr an CLA.

223 CLA-Aufhahme

Die durchschnittliche CLA-Aufnahme mit der Nahrung wird liber Verzehrserhebungen
(Erndhrungsprotokoll, Erndhrungsanamnese) in Verbindung mit den ermittelten CLA-
Gehalten in Lebensmitteln, die zum Teil in Lebensmitteldatenbanken gespeichert sind,
abgeschitzt. Die Angaben in der Literatur variieren, in Abhédngigkeit von der verwendeten
Evaluationsmethode, von 50 bis 1500 mg CLA pro Person und Tag (Tab. 2-2). Je nach
Land und Lebensmittelauswahl bestehen gro3e Unterschiede in der zugefiihrten Menge an
CLA. Wihrend in Deutschland tdglich 300 bis 450 mg aufgenommen werden, sind es in
den USA lediglich 150 mg.

Tabelle 2-2: Geschdtzte CLA-Aufnahme in verschiedenen Ldndern (mg/d)

Land CLA-Aufnahme Referenz
Frauen Minner

Australien 500 - 1500 PARODI (1994)
Deutschland - 310 JAHREIS (1997)
Deutschland 350 430 FRITSCHE & STEINHART (1998)
USA 127 HERBEL et al. (1998)
Finnland 40 -310 SALMINEN et al. (1998)
Kanada 295 332 HEALTH CANADA (1998)
USA 150 210 RITZENTHALER et al. (2001)
Kanada 95 +41 ENs et al. (2001)
England 157 LAWSEN et al. (2001)
Niederlande 200 - VOORRIPS et al. (2002)
Deutschland 399 512 FREMANN et al. (2002)

Die Schitzwerte geben einen guten Einblick in die individuellen Verzehrsgewohnheiten
der Bevolkerung in Abhingigkeit von der Kultur. Auf Grund des niedrigen Fettverzehrs in
den USA werden im Vergleich zu Deutschland weniger CLA aufgenommen. Ferner wei-
sen amerikanische Wiederkduerprodukte meist geringere CLA-Gehalte auf. Dies ldsst sich
auf das Fiitterungsregime zuriickfiihren. Es ist anzunehmen, dass Kulturen, die durch einen

hohen Verzehr an Schaf(milch)fett gekennzeichnet sind (z. B. Bulgarien, Neuseeland) ent-
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sprechend mehr CLA aufnehmen. Alter und Geschlecht spielen ebenfalls eine wesentliche
Rolle bei der CLA-Zufuhr. Weibliche Personen und junge Menschen nehmen weniger
CLA auf als minnliche Personen und Menschen > 30 Jahre (MCGUIRE et al. 1999). Die
Angaben zur aufgenommenen CLA-Menge umfassen den CLA-Gesamtgehalt oder das
c9,t11-Isomere. Daten zur CLA-Aufnahme hinsichtlich der CLA-Isomerenverteilung feh-
len. Dariiber hinaus liegen noch keine Ergebnisse von Untersuchungen vor, welche die
CLA-Zufuhr hinsichtlich Alterstruktur (Sduglinge, Kinder, Jugendliche und Erwachsene)

differenziert betrachten.

2.3 Physiologische Eigenschaften - Einfluss auf den Li-
pidstoffwechsel

Zahlreiche Untersuchungen belegen auf molekularbiologischer Ebene (Dickdarm- Haut-,
Magen- und Brustkrebszelllinien) sowie in verschiedenen Tiermodellen (Nager, Gefliigel,
Schwein) positive physiologische Wirkungen der CLA (Tab. 2-3). Auf eine Abhandlung
der einzelnen physiologischen Wirkungen soll in diesem Rahmen verzichtet werden. Um-
fassende Literaturiibersichten zu diesen Thema sind bei JAHREIS et al. (2000), PARIZA et al.
(2001), KRAFT & JAHREIS (2001) und PARODI (2002) zu finden. Nachfolgend soll der

Wirkmechanismus der CLA im Lipidstoffwechsel ndher charakterisiert werden.

Tabelle 2-3: Entdeckungsgeschichte der CLA-Eigenschaften
Jahr Physiologische Wirkung
1987 Antikanzerogene Eigenschaften (HA et al. 1987)
1993 Immunmodulierende Eigenschaften (COOK et al. 1993)
1994 Antiatherogene Eigenschaften (LEE et al. 1994)
1995 Anabole Eigenschaften (PARK et al. 1995)
1997 Modulation der Knochenmasse (SEIFERT & WATKINS 1997)
1998 Antidiabetogene Eigenschaften (HOUSEKNECHT et al. 1998)
1999 Antithrombotische Eigenschaften (TRUITT et al. 1999)

2.3.1 Einfluss von CLA auf das Fettgewebe

Der Einfluss von #10,c12-CLA und dessen Metaboliten auf (Prd-)Adipozyten ist multifunk-
tional (Abb. 2-5). CLA induzierten im Gewebe von Méusen (TSUBOYAMA-KASAOKA et al.
2000, MINER et al. 2001) und in kultivierten 3T3-L1-Praadipozyten (EVANS et al. 2002)

Apoptose, die mit der Lipodystrophie positiv korrelierte. Apoptose wird mit einer erhohten
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mRNA-Expression des Tumornekrosefaktors (TNF-a) und des Entkopplungsproteins-2
(UCP-2) in Zusammenhang gebracht.

/ Priadipozyt Adipozyt \

TNF-a. 1 : 10,c12-CLA . PGE, {

ucp-2 1 ? © ? @ ™Fo 1
v v

v Apoptose Differenzierung Lipogenese Lipolyse

k Proliferation

Lipogenese Lipolyse
Chylomikronen pos pory
VLDL

/

@ Catecholamine
Acyltransferase TGL
«—— .
T T @ Insulin
LPL —Z—> FFs — Acyl-CoA LI (E L
FSS Oxidation
—» FFS >
Glycerin f
: Gluconeogenese
ACC L—» Glycerin >
Glukose »  Acetyl CoA T T /
Catecholamine Insulin
—» Bewiesener Einfluss beeinflusstes Enzym © Hemmung
----- » Einfluss bedarf noch der Verifizierung beeinflusstes Hormon @ Stimulierung

Abbildung 2-5: Hypothetisches Modell zur Wirkung von t10,c12-CLA auf Prd-/Adipo-

zyten (modifiziert nach PARIzA et al. 2001 und REHNER & DANIEL
1999)
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Fettgewebe kann durch die Erhohung der Adipozytenzahl vermehrt werden. Differenzierte
Adipozyten kdnnen nicht proliferieren. Praadipozyten hingegen proliferieren, differenzie-
ren anschlieBend aus und konnen mit Triacylglyceriden gefiillt werden. CLA greifen in die
Adipozytengenese ein, indem Proliferation (SATORY & SMITH 1999) und Differenzierung
(BRODIE et al. 1999, EVANS et al. 2000) des Praadipozyten gehemmt werden. Letzteres ist
mit einer verminderten mRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren PPARy (Peroxiso-
men-Proliferator-aktivierter Rezeptor y) und CCATT enhancer binding protein (C/EBPa.)
und des Fettsduren-bindenden Proteins (aP2) assoziiert. Besonders interessant ist die Tat-
sache, dass CLA nicht die Adipozytenzahl, sondern deren Grofle vermindern (AZAIN
et al. 2000, BROWN et al. 2001a). Eine Reihe von In-vitro Studien zeigen, dass CLA die
Lipogenese hemmen. CLA supprimieren die Desaturierung und Elongation der Fettsduren
durch verminderte Stearoyl-CoA-Desaturase-(SCD)-Aktivitdt und -Expression. Eine ge-
ringere SCD-Expression hat ein erhohtes SFA : MUFA-Verhiltnis zur Folge bei gleichzei-
tiger Hemmung der De-novo- und Triacylglyceridsynthese (BROWN et al. 2001b, BROWN
et al. 2002). Der Anteil an Triacylglyceriden in den Adipozyten sinkt infolge erhdhter Fett-
sdaurenoxidation (EVANS et al. 2001). Ein Erklarungsansatz wire, dass CLA die Freisetzung
von TNF-a stimuliert, der die mRNA-Expression lipogener Enzyme, wie Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACC), Lipoproteinlipase (LPL) und Fettsdurensynthase (FAS) downreguliert
und in einer Hemmung der Lipogenese resultiert. In der Literatur wird auch eine CLA-
vermittelte Stimulation der Lipolyse diskutiert (PARK et al. 1999a), die eine Verminderung
des Triacylglyceridanteils im Adipozyten zur Folge hat. Dieser Effekt wird auf die Ein-
schrankung der Prostaglandin E,-(PGE;)-Synthese in Gegenwart der CLA zuriickgefiihrt
(KAVANAUGH et al. 1999). Denkbar ist ebenso, dass CLA die Catecholamin-vermittelte
Aktivierung der Triacylglycerid-Lipase (TGL) stimulieren und demzufolge die Lipolysera-
te steigern. Ferner besteht die Moglichkeit, dass eine CLA-induzierte erhdhte Ausschiit-
tung an TNF-a lipolytisch wirken konnte (HAUNER et al. 1995).

Das Protein Leptin (gr. leptos: diinn) wird ausschlieBlich in den Adipozyten des weillen
Fettgewebes, besonders wihrend der Phase aktiver Lipogenese, generiert. Dieses Fettge-
webshormon wird in das Blut sezerniert, gelangt zum Hypothalamus, bindet dort an Lep-
tinrezeptoren wodurch das verzehrsregulierende Neuropeptid Y (NPY) gehemmt wird und
somit Sattigungssignale ausgelost werden. Ferner iibt das Hormon auch eine Wirkung auf
periphere Gewebe aus. Die gebildete Menge an Leptin hingt von der Groe des Adipozy-

ten ab und die Plasmakonzentration an Leptin von der Fettgewebsmasse. Es gilt als gesi-
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chert, dass die mRNA-Konzentration des Leptins im Fettgewebe und der Plasmalep-
tinspiegel mit der Korperfettmasse und dem Korper-Masse-Index eng Kkorrelieren
(CONSIDINE et al. 1996, von LOEFFELHOLZ et al. 2003). Bei Miusen (DELANY et al. 1999),
Ratten (RAHMANN et al. 2001) und Menschen (MEDINA et al. 2000, von LOEFFELHOLZ et
al. 2003) wurden verminderte Plasmaleptinspiegel beobachtet, die direkt proportional zur
Verianderung der Fettgewebsmasse sind.

In jungen wachsenden Tieren hemmt ¢10,c12-CLA die Korperfettzunahme, vermindert
aber nicht zwangsléufig den Korperfettanteil der vor der CLA-Supplementation deponiert
wurde. In ausgewachsenen Individuen scheint #10,c12-CLA nicht anabol zu wirken. Mog-
licherweise reagieren nicht alle Adipozyten gleichartig auf diese molekularen Signale.
Vielmehr ist es moglich, dass der Einfluss auf einen Adipozyten von dessen Lokalisation,

Mikroumwelt und physiologischer Funktion abhingt (PARIZA et al. 2001).

232 Eicosanoid-Prakursoren

CLA sind auch in den Metabolismus von Fettsduren wie LA, Arachidonsidure (AA) und
deren Eicosanoidderivate involviert. Offensichtlich hemmen CLA deren Bildung. Damit
verbunden ist eine Suppression der Triacylglycerid-Esterbildung, die Umwandlung in
Phospholipide und/oder die Synthese von Fett-second-messengern die an der Regulation
der Adipogenese beteiligt sind. LA wird liber Elongation und Desaturation zu AA metabo-
lisiert. SEBEDIO et al. (1997) lieferten bereits den Beweis, dass ¢9,¢11- und #10,c12-CLA
analog wie LA elongiert und desaturiert werden und ebenfalls Prakursoren fiir Eicosanoide
liefern (Abb. 2-6).

CLA konkurrieren mit diesen ungeséttigten Fettsduren um Phospholipase-, Cyclooxygena-
se- und Lipoxygenase-Enzymfamilien. CLA werden in Phospholipide eingebaut (BELURY
& KEMPA-STECZKO 1997, BANNI et al. 1999a). Der Anteil an CLA steigt zuungunsten der
AA an, wihrend sich der Gehalt an Linolensdure nur unbedeutend vermindert (COOK et al.
1993, KRAMER et al. 1999). Der erhohte CLA-Anteil in Neutral- und Phospholipiden der
Plasmamembran modifiziert die Synthese der Prostaglandine durch die Bereitstellung an-
derer Fettsduren-Substrate fiir die COX. Dies wirkt sich nicht nur auf die Immunfunktion
sondern auch auf den Muskelkatabolismus aus. CLA konkurrieren mit LA um die A6-
Desaturase, dem Hauptenzym, welches fiir die Umwandlung von LA zur AA verantwort-
lich ist (HA et al. 1987). Es gibt inzwischen Hinweise, dass auch C20-CLA-Metabolite

Vorlaufer fiir Eicosanoidprodukte sein konnen. Denkbar ist ebenso, dass diese Metabolite
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mit der AA um Prostanoidenzyme konkurrieren und demzufolge die PGE,-Synthese hem-

men.
(0]
Il CLA-Isomeren
12 9 C~S-CoA
'_ — C18:2 C18:2
Linoleyl-CoA 9,711 110,c12
0,+ NADPH + H"
A6-Desaturase
2 H,0 + NADP*
12 9 6
VAVAVERVE Ve VA VAN C18:3 C18:3
Octadecatrienoyl-CoA C~S-CoA ¢6.¢9.111 c6.110.¢12
" ’ b 2 b
Malonyl-CoA + 2 NADPH + 2 H' 0
Elongase
CoA-SH + CO, + NADP"
14 11 8
= = C20:3 C20:3
Eicosatrienoyl-CoA C~S-CoA 8 cl1.413 c8112.c14
Il ’ ’ e
0,+ NADPH + H" 0
A5-Desaturase
2 H,0 + NADP 0
I
14 11 8 5 C~S-CoA
N\ AN\ C20:4 C20:4
Arachidonyl-CoA c5,e8,c11,t13 c5,c8,t12,cl4

Abbildung 2-6: Metabolismus der LA im Vergleich zu c9,t11- und t10,c12-CLA

2.3.3 PPAR (Peroxisomen-Proliferator aktivierte Rezeptoren)

CLA scheinen direkten Einfluss auf die Gentranskription zu haben. PPAR gehoéren zur
nukledren Superfamilie der Transkriptionsfaktoren, welche von verschiedenen Liganden,
einschlieBlich ungesattigter Fettsduren, aktiviert werden (KERSTEN et al. 2000). PPAR re-
gulieren die Expression zahlreicher Gene, die in der Zellproliferation, Apoptose, Entziin-
dungsreaktion, Glukosehomdostase und im Lipidmetabolismus eine entscheidende Rolle
spielen (VANDEN HEUVEL 1999). PPAR bilden mit dem c¢9-Retinsidure-Rezeptor (RXR)
einen Heterodimerkomplex und binden an so genannte Responselemente, die im Promotor

des Zielgenes lokalisiert sind. Erst 1990 wurden PPAR entdeckt (ISSEMANN & GREEN
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1990). Bis heute sind drei PPAR-Subtypen im Sduger identifiziert: a, 3 () und y. PPARa
wird vorwiegend in Herz, Niere, Leber, Monozyten und T-Lymphozyten exprimiert,
PPARy im Fettgewebe, Immunsystem, Prostata, Brustdriise und Kolon. PPAR kommt
ubiquitdr vor (BRAISSANT et al. 1995). Die Verteilung der PPAR-Subtypen in den unter-
schiedlichen Geweben reflektiert die verschiedenen Wirkungen der PPAR. Es gilt als all-
gemein anerkannt, dass PPARo vorwiegend im hepatischen Lipidmetabolismus und
PPARY in der Adipogenese und Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle spielen.
PPARS ist noch weitestgehend unerforscht. CLA-Isomeren besitzen eine moderate Affini-
tit zur Bindung und Aktivierung von PPAR, so dass zahlreiche CLA-Effekte auch auf mo-
lekularer Ebene reguliert werden.

CLA beeinflussen den Lipoproteinmetabolismus iiber PPARa-Aktivierung in der Leber
(BELURY et al. 1997, MOYA-CAMARENA & BELURY 1999). PPARa reguliert die Expressi-
on verschiedener Gene, die in den hepatischen Lipidmetabolismus involviert sind (Acetyl-
CoA-Oxidase, Cytochrom P450 4A1, ACoA-Synthetase, LPL und Fettséduren-Transport-
Protein).

PPARy besitzt im Fettgewebe eine Schliisselrolle indem er die Expression verschiedener
Gene reguliert, welche die Adipogenese, Insulinsensitivitdt und den Lipidmetabolismus
kontrollieren (LOWELL 1998). Die Isoform PPARy2 wird zur Adipozytendifferenzierung
genutzt (NTAMBI & KiM 2000). Zur Interaktion zwischen CLA und PPARy im Fettgewebe
liegen teilweise widerspriichliche Ergebnisse vor. Wahrend BRODIE et al. (1999) in 3T3-
L1-Praadipozyten eine CLA-vermittelte Suppression von PPARy2 und der Aktivator-
Protein-2-mRNA-Expression feststellten, konnten CHOI et al. (2000) keinen signifikanten
CLA-Einfluss auf PPARY und die Aktivator-Protein-2-mRNA-Expression nachweisen. Der
Mechanismus der PPAR-vermittelten Wirkung der CLA ist nicht genau bekannt. Es wird
angenommen, dass der Effekt durch einen erhdhten Spiegel des PPARy-Proteins zustande
kommt (EVANS et al. 2000). BELURY et al. (2002) gehen davon aus, dass CLA-Metaboliten
(Elongations- und Desaturationsprodukte) PPARy aktivieren. CLA modulieren die
Transkription von PPARy-responsiven Genen im Fettgewebe. Dies wurde In-vitro (YU et
al. 2002) und In-vivo (HOUSEKNECHT et al. 1998, MOYA-CAMARENA & BELURY 1999)
nachgewiesen. Infolge stimulierter Expression PPARy-responsiver Gene (LPL, Aktivator-
Protein 2, ACoA-Synthetase, Fettsduren-Transportprotein), wird die Clearance der Plasma-
Triacylglyceride, die im Fettgewebe gespeichert wiirden, gefordert. Eine Studie an Méusen

von TSUBOYAMA-KASAOKA et al. (2000) steht im Widerspruch dazu und zeigt eine indu-
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zierte Hyperlipiddmie. Diese wird mit einer verminderten mRNA-Expression an PPARY in
Verbindung gebracht. Jiingste Untersuchungen von BELURY et al. (2002) geben Anlass zu
der Annahme, dass eine erhohte PPARy-Aktivierung durch die Bildung von A6-
desaturierten CLA-Metaboliten, ¢6,¢9,¢/11-CLA oder ¢6,t10c12-CLA, induziert wird. Die
Wirkung der CLA auf PPAR wird in der Literatur kontrovers diskutiert. PPAR sind in Be-
zug auf ihre Entdeckungsgeschichte als jung einzuordnen. Aus diesem Grunde ist bisher
noch sehr wenig zur Wirkungsweise vor allem im Zusammenhang mit CLA bekannt. Die

wenigen Ergebnisse und Hypothesen bediirfen der Verifizierung.

2.4 Analytik

Aufgrund der Komplexitit der CLA, der sehr geringen Gehalte in den biologischen Matri-
ces (< 1 % der Gesamt-Fettsdurenmethylester - FAME) und der konjugierten Doppelbin-
dung in der aliphatischen Kette, die das Molekiil sehr instabil macht, sind Methoden der
herkdmmlichen Fettsdurenbestimmung ungeeignet (BANNI & MARTIN 1998). Zur Analyse
der CLA stehen gaschromatographische und fliissig-chromatographische Verfahren unter
Verwendung verschiedener Detektionsmethoden zur Verfiigung. Fiir eine Gesamtanalyse
der CLA sollten GC-FID und Ag"-HPLC-UV/DAD als komplementire Techniken gewihlt
werden. Diese Kombination kann qualitative und quantitative Aussagen liefern. Die Wahl
der GC-Siule héngt von der Intention des Vorhabens ab. Eine kurze Sdule bzw. eine Séule
mittlerer Polaritit reicht aus, wenn nur die Hauptisomeren (¢9,¢11 und ¢10,c12) getrennt

werden sollen, oder sich eine Ag'-HPLC zur isomerenspezifischen Separation anschlieBt.

24.1 Kapillargaschromatographie-Flammenionisationsdetektion (GC-
FID)

Die am héufigsten angewendete Methode zur Analyse der Fettsdurenverteilung ist die GC
gekoppelt mit einem FID. Dieses Verfahren kann auch effektiv eingesetzt werden um den
CLA-Gesamtgehalt zu quantifizieren. Zur Trennung der CLA werden lange (100 m) hoch-
polare Cyanopropyl-Siloxan-Kapillarsdulen (CP Sil 88, BPX70, SP 2560) empfohlen
(KRAMER et al. 2001). Diese zeichnen sich durch ihre hohe Selektivitit fiir [someren aus.
Kurze Kapillarsdulen bzw. Sdulen mit einer geringen Polaritit, z. B. vom Carbowaxtyp,
eignen sich zur CLA-Identifikation aufgrund unzureichender Auflésung der Peaks nicht
(KRAMER et al. 1999, CHRISTIE 2001). Obwohl die GC-FID die iibliche Methode zur Ana-

lyse von Fettsduren ist, sollte diese nicht ausschlieBlich zur Bestimmung von CLA ver-
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wendet werden. Untersuchungen haben gezeigt, dass Fettsduren wie C21:0, C18:4 oder
Isomeren der C20:2, in Abhéngigkeit von der Sdule und dem Temperaturprogramm, im
Bereich der CLA eluieren (KRAMER et al. 1998b, EuLITZ et al. 1999, PRECHT &
MOLKENTIN 2000, FRITSCHE et al. 2000, ROACH et al. 2002). Ferner beobachtete DIONISI et
al. (1999) interferierende Methoxyartefakte. Bis zu 8 cis/trans-Isomeren konnen mittels
GC ausreichend getrennt werden unter der Pramisse, dass deren Konzentration annihernd
gleich ist. Ist die relative Konzentration der Isomeren ungleichmifig, wie in natiirlichen
Produkten, werden die Minorisomeren von den Hauptisomeren maskiert. Unter Verwen-
dung einer 100 m CP-SIL 88-Saule, werden die Positionsisomeren ¢7,c9 bzw. £8,c10 und
¢9,t11 nicht voneinander getrennt (EULITZ et al. 1999). Bis heute gibt es keine GC-Saulen
bzw. -Bedingungen, die addquat die FAME der CLA separieren, charakterisieren und so-

mit eine Quantifizierung ermdglichen.

242 Silberionen-Hochleistungsfliissigchromatographie (Ag -HPLC)

Die Entwicklung der Ag'-HPLC-Methode hat die CLA-Analytik entscheidend vorange-
bracht (ADLOF 1996; SEHAT et al. 1998). Dieses Verfahren ermdglicht die Trennung der
CLA in ihre Positions- und Stellungsisomeren in Form von Methylestern oder als freie
Séuren.

Silberionenchromatographie ("Argentations-Chromatographie") ist eine Technologie, die
seit mehr als 50 Jahren in der Lipidanalytik ihre Anwendung findet. CHRISTIE (1987) ent-
wickelte eine Sidule, deren stationdre Phase ein Kieselgel-basiertes (Kat-)lonenaus-
tauscher-Medium (chemisch gebundene Phenylsulfonsduregruppen) ist, an dem Silberio-
nen ionisch gebunden sind. Da etwa 30 % der original Silanolgruppen frei vorliegen, zei-
gen die Sdulen einen partiellen Normal-Phasen-Charakter (ADLOF 1997). Dieser Sdulentyp
ist heute kommerziell bei CHROMPACK (Middelburg, Niederlande) erhéltlich. Das Verfah-
ren der Silberionenchromatographie basiert darauf, dass die n-Elektronen der Fettsduren-
doppelbindung (Elektronendonator) reversibel polare Komplexe mit den Ag'-Ionen (E-
lektronenakzeptor) bilden, die unterschiedlich stabil sind (CHRISTIE 1998). Eine Sigma-
Bindung wird von den besetzten 2p 7 -Elektronen der Doppelbindung und den freien 5s-
und 5p-Orbitalen des Silberions gebildet. Die Stabilitdt des Komplexes wird durch die Zu-
ginglichkeit der Elektronen in den gefiillten Orbitalen und der sterischen Hinderung der
Orbitale bestimmt (DOBSON 1998). Da sowohl die Konfiguration als auch die Position der

Doppelbindung das Retentionsverhalten der ungeséttigten Molekiile beeinflussen, ergibt
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sich fiir CLA eine charakteristische Elutionsfolge. Cis-Doppelbindungen werden an der
stationdren Phase ldnger zuriickgehalten als trans-Doppelbindungen. Je geringer der Ab-
stand der Doppelbindung zur Carboxylgruppe ist, umso linger wird das Molekiil an der
stationdren Phase gebunden. Die Anzahl der Sdulen ist entscheidend fiir die Trennleistung.
Die Trennung der CLA-Isomeren verbessert sich deutlich mit steigender Sdulenzahl. In der
Literatur ist die Verwendung von bis zu 6 Sédulen beschrieben (SEHAT et al. 1999). Hin-
sichtlich Kosten, Analysendauer und Praktikabilitdt gewdhrleisten drei Sdulen eine adidqua-
te Trennung. In der Routineanalytik sollten zwei Sédulen ausreichen. Konjugierte Diene
werden selektiv bei ihrer charakteristischen UV-Absorption von 233 nm detektiert.

Ferner gibt es die Moglichkeit, CLA-Isomerengemische mittels semipréparativer HPLC zu
differenzieren. Dabei werden die Isomeren vorgetrennt, konzentriert und stérende Substan-

zen, die haufig in biologischen Proben vorkommen, entfernt.

243 Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS), Gaschroma-
tographie-Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometrie (GC-FTIR),
Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Zur Strukturaufklarung der CLA werden massenselektive (MS) und infrarotspektroskopi-

sche Detektoren (FTIR) verwendet. Die Lokalisation der Doppelbindung wird mit Hilfe

der GC-MS identifiziert. Durch 4,4-Dimethyl-oxazolin(DMOX)-Derivate oder Methyltri-
zolindion(MTAD)-Addukte der Fettsduren werden charakteristische Fragmente erhalten,
die eine eindeutige Lokalisierung der Doppelbindung erméglichen (SPITZER 1997, DOBSON

1998). FAME eignen sich fiir dieses Verfahren nicht, denn wéhrend des Ionisationsprozes-

ses kommt es zur Migration der Doppelbindung entlang der Kohlenstoffkette, so dass die

Doppelbindung nicht eindeutig lokalisiert werden kann (ZHANG et al. 1988). Mittels GC-

FTIR kann die Doppelbindungskonfiguration im CLA-Molekiil ermittelt werden. Infolge

der unterschiedlichen relativen Intensitit der =C-H-Streckschwingung im Bereich von

3040 bis 3000 cm™ kann eine Differenzierung der konfigurierten Doppelbindungen nach

trans,trans, trans,cis; cis,trans und cis,cis erreicht werden (MOSSOBA 2001). Eine Unter-

scheidung zwischen cis, trans- und trans, cis-Isomeren hingegen ist nicht méglich. Die *C-

NMR-Spektroskopie bietet die Moglichkeit, sowohl die Position als auch die Konfigurati-

on der konjugierten Doppelbindung in einem Analysenverfahren zu ermitteln (LIE KEN JIE

et al. 1997, DAvVIs et al. 1999). Jedoch eignet sich dieses Verfahren nur fiir synthetisch
hergestellte CLA-Isomerengemische. Aufgrund der geringen CLA-Menge ist es bei Gewe-

beproben nicht anwendbar.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Humaninterventionsstudie (Absorptionsversuch)

3.1.1 Probandencharakteristik

Die Humanstudie wurde bei der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Fried-
rich-Schiller-Universitit Jena eingereicht, auf ihre Durchfiihrbarkeit gepriift und geneh-
migt. Die Teilnahme der Probanden erfolgte auf freiwilliger Basis. An der Studie nahmen

8 gesunde minnliche Probanden teil (Tab. 3-1).

Tabelle 3-1: Probandencharakteristik zu Beginn der Studie (N = 8)
MW =+ SD Variationsbreite
Alter [a] 36 £ 10 23+ 55
Korpergrofle [cm] 175+ 5 166 + 182
Korpergewicht [kg] 78 £13 58+ 95
BMI [kg/m?’] 25+ 3 20+ 30

3.1.2 Studiendesign

Die Studie bestand aus zwei Perioden von jeweils einer Woche (Abb. 3-1). Periode I diente
als Kontrollperiode zur Ermittlung der individuellen Ausgangswerte in Blut, Fézes und
Urin, in Periode II erfolgte die Intervention. In beiden Versuchsperioden wurde den Pro-
banden eine standardisierte Kost bereitgestellt (Tab. A-1). Nur die zur Verfiigung gestell-
ten Lebensmittel und Getrénke durften verzehrt werden. Die Zusammensetzung der Didten
erfolgte auf Grundlage der Néhrstoffempfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Ernéh-
rung (DGE 1991) unter Anpassung an die individuelle Energiezufuhr. Nicht verzehrte Le-
bensmittel bzw. nicht verzehrbare Anteile der Lebensmittel wurden zuriickgewogen und
protokolliert. In der Interventionsperiode erhielten die Probanden téglich 3 g eines CLA-
Mischisomerenpréiparates. Hierbei handelte es sich um ein Triacylglycerid der Firma
BASF mit dem Namen Selin-TG". Die Verwendung eines CLA-Triacylglycerides sollte

den theoretischen Vorteil einer besseren Bioverfiigbarkeit gegeniiber freien Fettsduren auf-
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grund einer hoheren Stabilitdt im Magen-Darm-Trakt haben. Das Prédparat lag nicht in
Form von Gelantinekapseln vor; es wurde den Probanden mit Hilfe einer Dosierpumpe
dreimal téglich (jeweils 1 g) per os appliziert. Die Fettsdurenzusammensetzung des Prépa-

rates ist im Anhang in Tabelle A-2 dokumentiert.

3.1.3 Probenmaterial

Nach einer zweitigigen Ausschleusphase (zum Ausschluss von Uberlagerungseffekten
durch Didten vorangegangener Tage und der Schaffung gleicher Voraussetzungen fiir alle
Probanden) erfolgte iiber fiinf Tage eine quantitative Urin- und Fidzessammlung. Die Ex-
kremente wurden bei -20 °C tiefgefroren und nach der Studie gepoolt, homogenisiert und
aliquotiert. Jeweils am letzten Tag der Versuchsperioden wurde den Probanden morgens
niichtern ca. 10 mL Blut aus der Vena mediana cubiti abgenommen. Von den wihrend der
standardisierten Kost ausgegebenen Lebensmitteln wurden aliquote Teile gesammelt und

bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren.

+  /ah _ 3wd
0 2 7 0 2 7
T I S TERYETTTTE [ > Zecit (d)
— —
| |
- E N |

Y. Standardisierte CLA-Préparat = _ Urin- und Fézes- } Blutabnahme
Kost *3 sammlung

Abbildung 3-1: Studiendesign der Humanstudie
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3.2 Rattenversuch

Das Versuchsvorhaben wurde nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes beim Thiiringer
Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (Abteilung Gesundheitlicher
Verbraucherschutz, Veterindrwesen) angemeldet und unter der Registrierungsnummer 02-

02/02 genehmigt.

3.2.1 Tiermaterial, Haltung und Futter

Je 12 minnliche und weibliche Hanwist-Albino-Ratten (Inzuchtstamm) wurden vom Insti-
tut fiir Pharmakologie und Toxikologie der medizinischen Fakultdt Jena zur Verfiligung
gestellt. Die Tiere sind mit 32 Tagen vom Muttertier abgesetzt worden. Zu Beginn des
Versuches betrug das Alter der Ratten 36 Tage und das durchschnittliche Korpergewicht
106 £ 12 g.

Die Haltung der Tiere erfolgte die ersten 9 Tage in mit Weichholzgranulat eingestreuten
Standardkifigen. Das Futter sowie das Trinkwasser (Leitungswasser) standen den Tieren
ad libitum zur Verfiigung. Am 10. Tag wurden die Tiere in Einzeltier-Stoffwechselkifige
umgesetzt. Der Stoffwechselkifig bestand aus 2 Teilen, die durch einen Gitterboden von-

einander getrennt waren. Im oberen Bereich hielt sich die Ratte auf. Uber den Gitterboden

gelangten abgesetzte Kotboli und Harn in separate Sammelbehiltnisse (Abb. 3-2).

Abbildung 3-2: Haltung der Ratten in Einzeltier-Stoffwechselkdfigen




MATERIAL UND METHODEN 23

Im Tierraum herrschte stindiger Luftwechsel, bei einer Raumtemperatur von 24 °C und
einer Luftfeuchte von 60 %. Die Beleuchtungsperiode erstreckte sich von 6 bis 18 Uhr.
Alle Kifige waren denselben Bedingungen ausgesetzt (Beleuchtung, Temperatur, Luft-
feuchte). Als Basisfutter wurde handelsiibliches pelletiertes Ratten-Alleinfutter (RM/H

10 mm) von der Firma SSNIFF SPEZIALDIATEN GmbH (Soest) verwendet (Tab. 3-2).

Tabelle 3-2: Rohndhrstoffgehalte des Ratten-Alleinfutters

Inhaltstoffe Menge
Rohprotein 19,0 %
Rohfett 3,3%
Rohfaser 4,9 %
Rohasche 6,7 %
Energie je kg 12,2 MJ

Dem Futter wurden 0 %, 0,5 % bzw. 1 % Priifsubstanz untergemischt. Um eine iso-
energetische Ration mit gleichem Fettgehalt zu erhalten wurde bei den verschiedenen Fut-
termischungen die entsprechende Differenz durch Sojadl ausgeglichen, so dass sich fol-
gende Mischungen ergaben: 1 % Sojadl (Kontrolle), 0,5 % Priifsubstanz plus 0,5 % Sojadl
und 1 % Priifsubstanz.

Die Priifsubstanz wurde bei NATURAL LiPIDS Ltd. (Hovdebygda, Norwegen) unter den
Namen "Vaccenic acid 30 % - FFA" (VA) gekauft. Hierbei handelte es sich um ein Fett-
sdurengemisch, dessen Anteil an fVA und ¢VA 31 % bzw. 11 % der FAME betrug. Die
Fettsdaurenverteilung der Priifsubstanz (Tab. A-3) und der einzelnen Futtermischungen

(Tab. A-4) ist dem Anhang zu entnehmen.

3.2.2 Versuchsdesign

Der Versuch wurde in eine Adaptations- und eine Sammelphase unterteilt. Beide Phasen
dauerten jeweils 9 Tage. Mit der Auswahl des Versuchszeitraumes konnte auch die Ent-
wicklung der Tiere dokumentiert werden. Die Adaptationsphase diente zur Gewdhnung der
Tiere an die Kéfige und das Futter, die Sammelphase zur quantitativen Erfassung von Kot
und Harn. Zu Beginn des Versuches wurden die 24 Ratten geschlechtsgetrennt in 3
Supplementationsgruppen (0 % VA, 0,5 % und 1 % VA) aufgeteilt, wobei die Auswahl
randomisiert stattfand (Abb. 3-3). Fiir die Sammelphase wurden die Tiere in die Stoff-

wechseleinzelkédfige umgesetzt.
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<
)

je 12 & und Q Tiere

0,5 % VA-Zulage
(plus 0,5 % Sojadl)
jed dund @ T jeddund @ o . jed dund @ TEo
i } P Zeit (d)
0 9 18
Adaptationsphase I Sammelphase I
Abbildung 3-3: Versuchsdesign und zeitlicher Verlauf des Rattenversuches

323 Probennahme

Die Bestimmung des Korpergewichts und der Futteraufnahme erfolgten téglich. Wahrend
der letzten fiinf Tage der Sammelphase wurden in einem 24-stiindigen Rhythmus Kot und
Harn quantitativ erfasst, gesammelt, gepoolt und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C kon-
serviert. Am Ende der Sammelphase wurden die Tiere durch Inhalationsandsthesie (CO,-
Gas) und Entblutung getétet. Blutproben wurden durch Punktion der Vena cava superior
gewonnen. Als Gewebe- bzw. Organproben wurden von jedem Tier Muskel (M. quadri-
ceps femoris), Leber, Nieren, Herz, Thymus, Gonaden, Gehirn, braunes und weilles Fett-
gewebe entnommen und von 2 Tieren pro Gruppe eine Korperhélfte ohne Organe (Kar-
kass). Mit Ausnahme der Lebern und Karkassen wurden alle Organe und Gewebe aufgrund
der geringen Menge fiir jede Gruppe geschlechtsgetrennt gepoolt. Die Proben wurden bis
zur Analyse bei -20 °C tiefgefroren.
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3.3 Versuch mit fistulierten Kiihen

3.3.1 Tiere, Haltungsbedingungen und Futter

Als Tiermaterial standen fiir den Versuch vier Kiithe der Rasse Deutsche Holstein mit einer
durchschnittlichen Lebendmasse von 566 + 33 kg zur Verfiigung. Jedes der Tiere war mit
einer Kunststofffistel im dorsalen Pansensack (¢ 10 cm) und einer T-Kunststoffkaniile im
proximalen Duodenum (2 c¢m, ca. 30 cm hinter dem Labmagenausgang) versehen. Die Tie-
re befanden sich zum Zeitpunkt des Versuches im zweiten bzw. letzten Laktationsdrittel.
Die mittlere Milchleistung der Kiihe betrug zum Versuchsbeginn 20,7 + 7,6 kg FCM pro
Tier und Tag. Die Kiihe waren in Einzelanbindung strohlos auf Spaltenbdden aufgestallt.
Zweimal pro Tag wurden sie gefiittert und gemolken (5.30 und 16.00 Uhr). Als Grundfut-
ter erhielten die Tiere angewelkte Grasssilage (10 kg T je Tier und Tag); als Kraftfutter
wurde eine Mischung gefiittert, die aus 25 % Sojaschrot, 20 % Gerste, 27 % Weizen und
23 % Trockenschnitzel bestand. Die Kraftfutterzulage war der Milchleistung der Tiere an-
gepasst. Zusitzlich erhielten die Tiere tiglich 200 g eines Mineralstoffgemisches (ADE

Super 5, DEUTSCHE VILOMIX). Wasser stand iiber Trianken ad libitum zur Verfiigung.

3.3.2 Versuchsdesign

Der Versuch wurde in 3 Perioden (I, II, III) unterteilt, die jeweils fiinf Tage dauerten
(Tab. 3-3). Die erste Periode diente als Kontrollperiode - ohne Priifsubstanzzusatz. In der
zweiten Periode wurden in einem 24-Stunden-Intervall kontinuierlich 200 g eines CLA-
Gemisches iiber eine peristaltische Pumpe in das proximale Duodenum infundiert
(Abb. 3-4). Die Flussrate des infundierten Supplementes betrug 9,2 ml/h. Periode III diente

als Auswaschperiode, in der kein Supplement appliziert wurde.

Tabelle 3-3: Experimentelles Design des Infusionsversuches
Versuchsperiode Tage N Behandlung
I 01....05 4 Kontrolle
II 06....10 4 200 g CLA-Gemisch
I 11....15 4 Kontrolle
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Bei der verwendeten Priifsubstanz handelte es sich um ein CLA-Gemisch der FIRMA
NATURAL LiPIDS Ltd. (Hovdebygda, Norwegen). Das Gemisch mit dem Handelsnamen
Tonalin®, enthielt 57 % CLA der Gesamt-FAME, welche in freier Form vorlagen. Die

Fettsdurenzusammensetzung der Priifsubstanz ist im Anhang in Tabelle A-2 dargestellt.

Kunststofffistel am proximalen Duodenum / Schlauch

g

—

CLA-Gemisch
J Pumpe

Abbildung 3-4: Prinzip der duodenalen Infusion

333 Probennahme

Die Milchmenge wurde nach jedem Melkvorgang erfasst. Zur Bestimmung der Milchin-
haltstoffe wurden nach jedem Melkvorgang Aliquote gebildet. Fiir die Fettsdurenanalytik
wurden Aliquote der Tagesmengen gebildet und bei -20 °C bis zur weiteren Analyse tief-
gefroren. Die Bestimmung der Milchinhaltsstoffe (Laktose, Fett, Protein) erfolgte taglich
mittels automatisierter Infrarotanalyse iiber einen MILCOSCAN® (Foss ELECTRIC, Hillerod,

Dénemark).

3.4 Analytik

3.4.1 Praanalytik

Gewinnung von Plasma, Serum und Erythrozyten

Venoses Blut wurde in Serum- und EDTA-Monovetten gesammelt. Plasma und Erythrozy-
ten wurden durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 3000 U/min voneinander getrennt.
Das Plasma wurde abgenommen und die Erythrozyten dreimal mit einer physiologischen

Kochsalzlosung gewaschen. Das Serum wurde nach einer 15-miniitigen Koagulationszeit
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bei 3000 U/min 20 Minuten zentrifugiert und abgenommen. Bis zur weiteren Analyse

verblieben alle Proben bei -80 °C im Tiefkithlschrank.

Lebensmittel-, Milch-, Gewebe- und Fdzesproben

Die einzelnen Lebensmittel-, Milch-, Gewebe- und Fézesproben wurden nach dem Auftau-
en lyophilisiert und anschlieBend in einer Labormiihle zerkleinert bzw. homogenisiert. Von

jeder Probe wurden entsprechende Aliquote fiir die Analyse gebildet.

3.4.2 Bestimmung der Néhrstoffe und des physikalischen Brennwertes

Die Bestimmung der Trockensubstanz und einzelnen Néhrstoffe erfolgte nach den Metho-
den der VDLUFA (NAUMANN & BASLER 1976). Der Trockensubstanzgehalt der Proben
wurde durch Trocknung (103 £ 2 °C) und Wégung des Riickstandes ermittelt.

Der Gesamtproteingehalt wurde nach der Methode von Kjeldahl durch Erfassung des
Stickstoffgehaltes bestimmt. Nach Séureaufschluss der Untersuchungssubstanz mit kon-
zentrierter Schwefelsdure und Zugabe eines Katalysatorengemisches wurde das mittels
Wasserdampfdestillation freigesetzte Ammoniak in Borsdurevorlage aufgenommen und
titriert. Aus dem ermittelten Stickstoffgehalt der Proben wurde durch Multiplikation mit
einem definierten Faktor (6,25) der Gehalt an Rohprotein errechnet.

Die Gesamtlipide (Etherextrakt) der Proben wurde mittels der Methoden nach Weibull-
Stoldt und Soxhlet erfasst. Die Proben wurden durch Kochen mit Salzsdure hydrolytisch
aufgeschlossen. Das durch Filtration abgetrennte Fett wurde in einer Soxhlet-Apparatur
mit Petrolether extrahiert. Der getrocknete Etherextrakt wurde gravimetrisch bestimmt.

Die Bestimmung des Bruttoenergiegehaltes im Kot und in den Karkassen wurde mittels
Bombenkalorimeter PARR 1261 (PARR INSTRUMENT Co.) durchgefiihrt. Dafiir wurden
600 mg gefriergetrocknete Probensubstanz zu einer Tablette gepresst und im Kalorimeter
verbrannt. Nach der Messung wurde die in der Bombe enthaltene Fliissigkeit nach Zugabe
von Tashiro-Indikator mit Natronlauge titriert. Der Brennwert der Probe wurde am Kalo-
rimeter unter der Beriicksichtigung der Ziinddrahtlinge, Probeneinwaage und des NaOH-

Verbrauches berechnet.
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343 Analytik der Fettsdurenverteilung einschlieBlich CLA-Isomeren

3.4.3.1 Lipidextraktion

Die Isolation, Extraktion und quantitative Bestimmung der Lipide erfolgte nach der Me-

thode von FOLCH et al. (1957) unter Modifikation der Bedingungen.

Lebensmittel-, Milch-, Gewebe- und Fézesproben

Ein Aliquot von 10 g gefriergetrocknetem, homogenisiertem Probenmaterial wurde mit
Chloroform/Methanol (2:1, v/v) versetzt und mittels ULTRA-TURRAX" homogenisiert. Um
eine vollstindige Denaturierung der Zellwidnde zu gewéhrleisten wurde die Probe 24 Stun-
den stehen gelassen. Nach Zugabe von 30 mL 2 %iger Natriumchloridldsung wurde die
Probe bis zur vollstdndigen Phasentrennung stehen gelassen. AnschlieBend wurde die obe-
re methanolische Phase abgesaugt, verworfen und die untere Phase wurde mit 2 g Natrium-
sulfat versetzt und filtriert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert

und die verbleibenden Gesamtlipide zuriickgewogen.

Plasma, Serum und Erythrozyten

2 mL Methanol wurden in ein R6hrchen vorgelegt und 500 puL. Probe zugetropft, anschlie-
end mit 4 mL Chloroform versetzt und 20 Minuten im Ultraschallbad gemischt. Nach 24
Stunden Standzeit wurden 2 mL 2 %iger Natriumchloridlosung zugegeben, geschiittelt und
20 Minuten bei 6000 U/min zentrifugiert. Die obere Phase und der Proteinring wurden
abgenommen und verworfen, die untere Phase mit 0,5 g Natriumsulfat versetzt, geschiittelt
und 10 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber einen Spritzenfil-
ter filtriert und anschliefend unter Stickstoffatmosphire zur Trockene eingedampft und

rickgewogen.

3.4.3.2 Derivatisierung

Die Methylierung ist das am hiufigsten angewandte Derivatisierungsverfahren in der Fett-
sdurenanalytik. Die Fettsduren werden mit Hilfe von Methylierungsreagenzien in ihre ent-
sprechenden Methylester derivatisiert, so dass das Fettsdurenmuster der Probe chroma-
tographisch qualitativ und quantitativ bestimmt werden kann. FAME eignen sich fiir die
Analyse an GC und Ag'-HPLC. In der Literatur werden zahlreiche siure- und basenkataly-
sierte Methylierungsverfahren beschrieben. Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigte, dass

sdure- aber auch basenkatalysierte Methylierungen zu einer CLA-Intraisomerisierung zu-
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gunsten der ¢t-konfigurierten CLA sowie zu einem Verlust an Dienen durch verstirkte
Methoxyartefaktbildung fithren kdnnen (CHIN et al. 1992, KRAMER & ZHOU 2001). Im
Rahmen eines Projektes wurden verschiedene Methylierungsverfahren auf die Fettsduren-
und CLA-Isomerenverteilung in verschiedenen biologischen Matrices gepriift, evaluiert
und optimiert. Die nachstehend beschriebenen Verfahren resultieren aus dieser Untersu-

chung.

CLA-Préiparat (Tonalin®), VA-Prdiparat, Rattenfutter

Die Veresterung der freien Fettsduren erfolgte mit Trimethylsilyl-Diazomethan (TMS-
DAM). Hierzu wurden 50 mg Probe in 2 mL n-Hexan/TBME (1:1, v/v) und 0,5 mL Me-
thanol geldst und mit 0,2 mL TMS-DAM versetzt. Die Probelésung wurde anschlieBend 30
Minuten im Ultraschallbad gemischt. Nach Zugabe von 2 Tropfen Eisessig und 0,5 g
Natriumhydrogencarbonat erfolgte eine Zentrifugation bei 5000 U/min liber 10 Minuten.
Der Uberstand wurde abgenommen und unter Stickstoffatmosphire zur Trockene einge-
engt. Der FAME-Extrakt wurde zuriickgewogen, in eine definierte Menge n-Hexan aufge-

nommen und bis zur Injektion bei 4 °C autbewahrt.

Lebensmittel-, Gewebe-, Fizes- und Blutproben, CLA-Prdparat (Selin-T\ G®)

Die Umesterung erfolgte mit Tetramethylguanidin (TMG). Als Grundlage diente die von
SCHUCHARDT und LOPES (1988) entwickelte Methode. 50 mg Lipidextrakt wurden mit
800 uL Methanol und 200 pL. TMG versetzt, gemischt und fiinf Minuten im siedenden
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur erfolgte eine Zugabe von
jeweils 2 mL gesittigter Natriumchlorid-Losung und n-Hexan. Das Gemisch wurde 10
Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Nach zweimaliger
Wiederholung des Extraktionsschrittes mit je 1 mL Hexan erfolgte unter Stickstoffatmo-
sphire eine Einengung der organischen Phase. Der FAME-Extrakt wurde zuriickgewogen

und nachfolgend in einer definierten n-Hexan-Menge aufgenommen.

Milchproben

100 mg Lipidextrakt wurden in 2,5 mL n-Hexan geldst und anschlieBend mit 0,5 mL
Natriummethylat-Lésung derivatisiert. Nach NaHSO4-Zugabe erfolgte eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 5000 U/min. Die obere Phase wurde abgenommen und bis zur Injektion

bei 4 °C aufbewahrt.
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3.4.3.3 Diinnschichtchromatographische Reinigung

Blut- und Fizesproben enthalten eine Vielzahl von Substanzen (z. B. Chromophoren), die
eine chromatographische Analyse (GC, HPLC) storen. Aus diesem Grunde schloss sich an
die Methylierung eine diinnschichtchromatographische Reinigung an. Auf vorkonditionier-
ten Kieselgelplatten (Kieselgel 60 Fas4 20 x 20 cm) wurden 500 pL. methylierte Probe
bandférmig (5 cm) und 20 pL eines Vergleichssubstanzgemisches punktférmig aufgetra-
gen. Anschlieend wurden die Platten in die Trennkammer gestellt, die als Laufmittel n-
Hexan/Diethylether/Eisessig (85 mL/15 mL/1 mL) enthielt. Die Entwicklungsdauer der
Platten betrug 30 Minuten (Laufstrecke ca. 10 cm). Die entwickelten Platten wurden ge-
trocknet und mit einem Sprithreagenz (0,2 % 1,2 Dichlorfluorescein in Ethanol) bespriiht.
Es bildeten sich mit den Substanzzonen gefirbte Komplexe, die unter UV-Licht bei
254 nm detektiert wurden. Mit Hilfe des Vergleichssubstanzgemisches konnte zusétzlich
die Effizienz des Derivatisierungsverfahrens tiberpriift werden. Die Bande der FAME wur-
de abgekratzt und in jeweils 2 mL Chloroform und n-Hexan aufgenommen und gelost.
Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 5000 U/min wurde der Uberstand abgenommen und
gesammelt. Dieser Extraktionsschritt wurde zweimal mit der halben Losungsmittelmenge
wiederholt. Die gesammelten Extrakte wurden unter Stickstoffatmosphére zur Trockene
eingedampft, zuriickgewogen und anschlieend in einer definierten n-Hexan-Menge auf-

genommen.

3.4.3.4 Chromatographische Analysenmethoden

Die durch Umesterung gewonnen FAME wurden nach zwei unterschiedlichen GC-
Verfahren und mittels Ag-HPLC analytisch bestimmt. Die Kombination beider Methoden
ist notwendig um alle Fettsiuren, einschlieBlich cis- und trans-Isomeren der Olsdure, und
CLA-Isomeren zu trennen (KRAMER etal. 1999, KRAMER etal. 2001, YURAWECZ &
MOREHOUSE 2001).

Fiir die Quantifizierung wurde Tritricosanoylglycerid (LARODAN FINE CHEMICALS AB,
Malmé, Schweden) als interner Standard verwendet (ca. 10 % der Gesamt-FAME). Diese
Fettsiure wurde aufgrund der Lage im Chromatogramm, der Ahnlichkeit zu den Analyten
und des sehr seltenen Vorkommens (0,03 %) ausgewihlt. Um eine reprédsentative Probe zu
gewihrleisten, wurde der interne Standard vor dem Methylierungsprozef3 zugesetzt.
Hinsichtlich der Reproduzierbarkeit, Linearitit, Wiederfindung und Empfindlichkeit wur-

den die verschiedenen chromatographischen Analysenmethoden mehrmals gepriift.
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GC-FID

Die gaschromatographischen Analysen erfolgten am GC 17-A (SHIMADZU, Kyoto, Japan).
Die angewendeten GC-Bedingungen sind im Anhang (Tab. A-5) dokumentiert.
1. GC-Analyse: An einer kurzen Siule mittlerer Polaritit (CP Select® DB 225 ms, CHROM-

PACK Inc., Niederlande; 30 m x 0,25 mm, 0,20 um df) konnten die FAME in 60 Fettsduren
separiert und quantifiziert werden. Diese Séule war geeignet, um eine erfolgreiche Tren-
nung der FAME von C4 bis C25 (einschlieBlich verzweigtkettiger Strukturen) in relativ
kurzer Zeit (ca. 1 h) zu gewéhrleisten. Dartliber hinaus war es moglich ¢9,¢/11/t8,c10-CLA
von anderen CLA-Isomeren ohne weitere storende Peaks zu separieren. Eine detaillierte
Analyse der Minor-CLA-Isomeren wurde mit Hilfe der Ag™-HPLC erreicht.

2. GC-Analyse: Die Trennung der geometrischen und Positionsisomeren der Octadecen-

sdure (C18:1) wurde an einer hochpolaren langen Sédule (CP SIL 88, CHROMPACK Inc.,
Niederlande; 100 m x 0,25 mm, 0,25 pm df) erreicht.

Die Kalibrierung erfolgte mit Referenzsubstanzen (SIGMA, Deisenhofen, Deutschland;
LARODAN FINE CHEMICALS AB, Malmo, Schweden) tiber sechs verschiedene Levels. Als
CLA-Standards wurden ¢9,¢11, ¢10,c12, ¢9,c11 und 19,/11 (MATREYA, Pleasant Gap, PA,
USA) eingesetzt. Die Validierung der Methode erfolgte unter Verwendung von hausinter-
nen und zertifizierten Standards (BCR-Standard: CRM 164). Die Auswertung wurde mit
der Software CLASS VP 5.0 der Firma SHIMADZU (Kyoto, Japan) vorgenommen. Die
Identifikation der Fettsduren erfolgte durch den Vergleich mit den Referenzsubstanzen, die
einzelnen Fettsduren liefen sich anhand der Retentionszeiten zuordnen. Mit Hilfe der je-
weiligen Peakfldchen wurde die Fettsdurenverteilung der Probe bestimmt. Die Quantifizie-
rung der FAME wurde auf Grundlage eines Korrekturfaktors, basierend auf dem internen
Standard, fiir jeden FAME durchgefiihrt. Die Wiederfindung betrug > 95 %. Die Teilnah-
me an einer internationalen Laborvergleichsuntersuchung der Deutschen Gesellschaft fiir
Fettforschung ergab eine sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse mit anderen Labora-
torien (DGF 2001). Die Ergebnisse der kurzen Séule wurden mit denen der langen Séule

verrechnet.




MATERIAL UND METHODEN 32

Ag"-HPLC

Die Trennung der CLA-FAME wurde an einer LC-10 HPLC der Firma SHIMADZU (Kyoto,
Japan) durchgefiihrt. Drei ChromSpher 5 Lipids (4,6 mm i.d. x 250 mm Stahl, 5 pym Parti-
kelgrée; VARIAN-CHROMPACK International, Middleburg, Niederlande), analytisch Silber-
impréignierte Sdulen wurden in Reihe verwendet. Die Detektion erfolgte an einem
UV(Vis)-Detektor bei 234 nm Wellenldnge. Der Eluent, 0,1 % Acetonitril und 0,5 %
Diethylether in n-Hexan wurde téglich frisch hergestellt und stindig tiber einen
Magnetriihrer bewegt, um eine Entmischung der Losungsmittel zu vermeiden. Diethylether
wurde benutzt um eine Verschiebung der Retentionszeiten zu vermeiden (CORL et
al. 2002). Das System arbeitete isokratisch bei einem Fluss von 1 mL/min. Das Injektions-
volumen der Test-/Probenldsungen betrug 5 - 20 uL (représentativ fiir <250 pg Fett). Die
Identifikation der einzelnen CLA-Isomeren erfolgte durch Koinjektion mit kommerziellen
Referenzsubstanzen, liber die relative Retentionszeit oder mittels Vergleichs der Elutions-
reihenfolge der CLA-Isomeren mit verfiigbaren Literaturangaben (YURAWECZ et al. 1998,
KRAMER et al. 1999). Als CLA-Referenzmaterial wurde ein Mischstandard der Firma
SIGMA (Deisenhofen, Deutschland) sowie reine Einzelisomeren der Firmen MATREYA
(Pleasant Gap, PA, USA: ¢9,11; t10,c12; 19,¢11; ¢10,t12; ¢9,c11) und LARODAN FINE
CHEMICALS AB (Malmo, Schweden: £8,£10; c11,¢13) verwendet.

Die Auswertung der Chromatogramme wurde iiber die Peakfliche vorgenommen. Die ein-
zelnen Isomeren wurden als prozentualer Anteil der Gesamt-CLA ermittelt. Der Gehalt der
einzelnen CLA-Isomeren an den Gesamtfettsduren wurde mit Hilfe der GC-Daten kalku-
liert. Das Haupt-CLA-Isomere ¢9,f11 koeluiert bei der GC-Methode mit dem Isomere
t8,c10 (JAHREIS et al. 2000). Der Gehalt der einzelnen CLA-Isomeren wurde mit Hilfe der
GC-Daten berechnet: die Flichen der beiden Peaks (c9,/11 + ¢8,c10) der HPLC-Analyse
wurden summiert und ins Verhdltnis zu dem "zwei-Isomeren"-Peak (¢9,r11/¢8,c10) der

GC-Analyse gesetzt:
"Zwei-Isomeren"-Peakflichegc = (¢9,t11 + £8,c10)-Peakflacheypr ¢

Die Gehalte der anderen Isomeren im Untersuchungsmaterial wurden berechnet, indem
deren Peakflache ins Verhiltnis zur Flache des Hauptisomeren ¢9,¢11 gesetzt wurde. Unter
Verwendung des internen Standards aus der ersten GC-Analyse wurden die Ergebnisse als

absolute Werte in mg/g Fett angegeben.
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344 Indikatoren der Lipidperoxidation

8-iso-Prostaglandin F;, (8-is0-PGF,,), bzw. 15-keto-dihydro-Prostaglandin F;, (15-keto-
DH-PGF,,), sind Indikatoren der nicht enzymatisch bzw. enzymatisch katalysierten Lipid-
peroxidation. Im Harn der Ratten erfolgte die Bestimmung beider Substanzen mittels eines
hochspezifischen und sensitiven Radioimmunoassays (BASU 1998a,b). Die Analyse wurde
dankenswerterweise von Dr. Basu von der Sektion Geriatrie/Klinische Erndhrungsfor-

schung der medizinischen Fakultit an der Universitit Uppsala in Schweden durchgefiihrt.

3.5 Statistische Auswertung

Die Erfassung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 98 (V. 7.0; MICROSOFT CORPO-
RATION, Redmond, WA 98052-6399 USA). Fiir die Datenanalyse und statistische Auswer-
tung wurde SPSS (V. 10.0; SPSS Inc., Chicago, Illinois 60606 USA) verwendet. Die Ge-
webe, Karkassen, Seren und Erythrozytenmembranen aus dem Rattenversuch mussten auf-
grund der geringen Masse gepoolt werden. Die daraus resultierende geringe Probenanzahl
ermoglichte in diesen Fillen keine statistische Datenauswertung. Daten des Rattenversu-
ches, die von jedem Tier erfasst werden konnten, sowie die Parameter aus dem Versuch
mit fistulierten Kithen wurden unter Verwendung der einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) ausgewertet. Die Priifung signifikanter Differenzen zwischen den Mittelwerten
der verschiedenen Gruppen bzw. Perioden erfolgte im Post-Hoc-Verfahren mittels Scheffé-
Test. Zur Priifung des Periodeneffektes auf Signifikanz wurde fiir die annédhernd normal-
verteilten Analysenwerte aus der Humanstudie eine GLM Messwiederholung durchge-
fiilhrt. Dieses Verfahren eliminiert die individuelle Varianz. Das heif3t, der Signifikanzbe-
rechnung liegen nicht die Mittelwerte sondern die Differenzen zwischen den Messwieder-
holungen (Perioden) zugrunde.

Die Priifung von Zusammenhédngen zwischen verschiedenen quantitativen Merkmalen er-
folgte mit Hilfe von Korrelationsanalysen.

Fiir die numerischen Ergebnisse wurden Mittelwerte und (bei N > 2) die Standardabwei-
chungen angegeben. Zur Kennzeichnung signifikanter Unterschiede (P < 0,05) zwischen

den Mittelwerten dienten unterschiedliche Indizes.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Humaninterventionsstudie (Absorptionsversuch)

4.1.1 Aufnahme, Exkretion und scheinbare Verdaulichkeit

Die zugefiihrte Menge an Frischsubstanz, Trockensubstanz bzw. Wasser unterschied sich
zwischen den Perioden nicht (Tab. 4-1). Auch hinsichtlich der Néhrstoffaufnahme (Lipide,
Stickstoff, Protein) war keine Anderung zu verzeichnen. Die tigliche CLA-Aufnahme iiber
die Lebensmittel betrug im Mittel 468 mg (Kontrollperiode) bzw. 476 mg (CLA-
Zulageperiode). Individuell, wurden in Abhéngigkeit von der verzehrten Butter-, Milch-
und Milchproduktmenge, zwischen 280 mg und 665 mg CLA pro Tag aufgenommen. In
der Zulageperiode stieg die CLA-Aufnahme, entsprechend der Studienfrage, um das Fiinf-

fache an.

Tabelle 4-1: Mittlere Aufnahme von Lebensmitteln, Ndihrstoffen und CLA pro Per-

son und Tag

Kontroll-Periode CLA-Zulage-Periode

Lebensmittel/Getranke [g/d]

Frischsubstanz 1371 + 247 1374 + 299

Trockensubstanz 528 + 97 540 + 101

Wasser 2942 + 584 2955 + 745
Néhrstoffe [g/d]

Lipide 112 + 26 112 + 27

Stickstoff 14 + 2 15+ 2

Protein (N x 6,25) 88 + 12 91 + 13
CLA [mg/d]

Lebensmittel 468 + 142 476 + 154

Gesamt (incl. Préparat) 468 + 142 2397 + 192%*

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)

Fiir die Ausscheidung an Frisch- und Trockensubstanz ergaben sich keine Unterschiede

zwischen den Perioden (Tab. 4-2). Der Anteil an fikal ausgeschiedenem Stickstoff blieb
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ebenfalls unbeeinflusst. Uber die Fizes wurden in der Zulageperiode tendenziell weniger
Lipide ausgeschieden (P = 0,10). Bedingt durch die CLA-Supplementation war die fékale
CLA-Exkretion im Vergleich zur Kontrollperiode signifikant erhoht (P < 0,05). Die Urin-
menge lag in der Zulageperiode vergleichsweise hoher. Dieses Ergebnis ist auf die hohe
Standardabweichung zuriickzufiihren (1195 g/d vs. 2675 g/d), die sich aus der individuell
variierenden Fliissigkeitsaufhahme ergeben. In der Zulageperiode stieg die renale Stick-

stoffexkretion signifikant an (P < 0,05).

Tabelle 4-2: Mittlere fikale und renale Ausscheidung pro Person und Tag
Kontroll-Periode CLA-Zulage-Periode
Stuhl [g/d]
Frischsubstanz 135 + 53 135 + 48
Trockensubstanz 33 + 8 32+ 7
Urin [g/d] 1576 + 382 1768 + 590
Nahrstoffe [g/d]
Lipide, fakal 6+ 2 + 1
Stickstoff, fakal 2+ 1 2+ 1
Stickstoff, renal 11 + 2 13 + 2%
CLA, fakal [mg/d] 12+ 6 25 + 15*

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)

Die Bilanz eines Nahrstoffs stellt das Verhiltnis zwischen Aufnahme und Exkretion dar. In
die Berechnung der Bilanz wurden die Aufnahme vom zweiten bis zum vorletzten Tag der
standardisierten Kost und die um einen Tag versetzten Ausscheidungen einbezogen. Auf
diese Weise wurde der Passagezeit der Nahrung im Magen-Darm-Trakt Rechnung getra-
gen. Die Bilanz der Lipide unterschied sich zwischen den Perioden nicht (Tab. 4-3). Dem-
gegeniiber war die Stickstoffbilanz wihrend der Zulageperiode signifikant vermindert. Die
Kalkulation der Stickstoff-Wiederfindung spiegelt diese Beobachtungen ebenfalls wider
(93 % Kontrollperiode vs. 101 % Zulage-Periode). Beide Ergebnisse resultierten aus der
hoheren renalen Stickstoffausscheidung in der Zulageperiode. Fiir die scheinbare Verdau-
lichkeit der Trockensubstanz, der Lipide und des Stickstoffs ergaben sich keine signifikan-

ten Anderungen zwischen den Versuchsperioden.
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Tabelle 4-3: Mittlere Bilanz, scheinbare Verdaulichkeit und Wiederfindung der
Ndhrstoffe pro Person und Tag

Kontroll-Periode CLA-Zulage-Periode

Bilanz [g/d]

Lipide 105 + 26 107 + 27

Stickstoff 1,0+ 1.3 -0,1 + 1,5%

CLA 0,5+ 0,1 24 + 02%
Scheinbare Verdaulichkeit [%]

Trockensubstanz 94 + 94 + 1

Lipide 94 + 95 + 1

Stickstoff 88 =+ 88 + 3
Wiederfindung [%]

Stickstoff 93 + 10 101+ 11*
* signifikante Unterschiede (P < 0,05)
4.1.2 Fettsdurenverteilung in den Serumlipiden

Sowohl fiir den SFA-Gehalt als auch fiir den PUFA-Gehalt des Serums, nicht jedoch fiir
den MUFA-Gehalt, konnten signifikante Unterschiede in Abhéngigkeit von der CLA-
Zulage nachgewiesen werden (Tab. A-6). Die CLA-Supplementation wirkte sich unter-
schiedlich auf die SFA aus. Wéhrend die Anteile an mittelkettigen SFA (C12:0, C14:0) in
der Tendenz abnahmen, stieg der Gehalt an langkettigen SFA an. Insgesamt wurde fiir die
SFA ein signifikanter Anstieg nachgewiesen (P < 0,05). Dagegen war der Gehalt an PUFA
im Serum signifikant vermindert (P < 0,05). Am stirksten sank der LA-Gehalt ab (13 %).

Der CLA-Gehalt im Serum der einzelnen Probanden lag wihrend der Kontrollperiode zwi-
schen 1,9 und 3,7 mg/g Fett (Abb. 4-1). Unter dem Einfluss der CLA-Zulage stieg der Se-
rum-CLA-Gehalt erwartungsgemdll an (7,34 = 1,38 mg/g Fett). Der hochste gemessene
Wert lag bei 9,4 mg/g Fett und der niedrigste bei 5,7 mg/g Fett. Fiir den CLA-Anstieg
wurden signifikante individuelle Unterschiede nachgewiesen. Die Serum-CLA-
Konzentration erhohte sich um das 2- bis 4-fache. Auffillig war, dass die Probanden, die
den niedrigsten CLA-Ausgangswert im Serum hatten, die hochste Steigerungsrate aufwie-

Sen.
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Abbildung 4-1: CLA-Gehalt (mg/g Fett) im Serum wdhrend der Kontroll- und CLA-
Zulage-Periode

Zwischen der CLA-Aufnahme und der Serumkonzentration an CLA bestand ein enger li-

nearer Zusammenhang (Abb. 4-2).
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Abbildung 4-2: Zusammenhang zwischen CLA-Aufnahme und CLA-Gehalt im Serum
(N=8 P<0,01)

Das Serum der Probanden wies in der Kontrollperiode ein dhnliches CLA-Isomerenmuster
wie Milch bzw. Milchprodukte auf (Tab. 4-4). Dabei entfielen 7,5 % auf die ¢,¢-Isomeren,
90 % auf die Mischisomeren und 2,5 % auf die ¢,c-Isomeren. Den Hauptanteil, im Mittel
77 %, machte das Isomere ¢9,¢11 aus. Die Isomeren ¢7,¢9, 19,t11, t8,c10 und ¢9,c11 folgten

absteigender Reihenfolge.
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Tabelle 4-4: Mittlere CLA-Isomeren-Verteilung im Serum (mg/g Fett;, % der 2-
CLA)
mg/g Fett % der X-CLA
Isomere Kontrolle CLA-Zulage Kontrolle CLA-Zulage
13,15 - 0,02 + 0,03 * - 04 + 0,5*
. 12,14 0,01 + 0,01 0,13 £ 0,04 * 0,4 + 0,1 1,9 £ 0,6 *
§ 11,13 0,02 + 0,01 0,27 + 0,11 * 0,8 +£0,2 39 £ 1,5*
£ 10,12 0,04 + 0,01 0,42 + 0,13 * 1,5 £ 0,5 56+ 1,2%
s 9,11 0,08 + 0,02 0,39 + 0,06 * 2,9 + 0,6 54 £ 0,8%
8,10 0,01 + 0,01 0,11 £ 0,05* 0,4 + 0,1 1,5 £ 0,5*
7,9 0,04 + 0,01 0,28 + 0,09 * 14 £ 0,1 3,7 + 0,6*
12,14 0,01 + 0,01 0,17 £ 0,02 * 02 +04 0,6 + 0,2
Re)
S fl11,cl13 0,02 + 0,01 0,80 + 0,02 * 0,8 £ 0,8 1,1 £ 0,2
@
§ cl1,113 0,04 + 0,01 1,38 + 0,11 * 1,4 +£ 0,1 10,6 + 1,7°*
S 10,12 0,05 + 0,01 2,28 + 0,07 * 1,8 £ 04 10,3 + 1,3 *
§ 9,11 2,08 + 0,55 10,29 + 0,63 * 774 + 23 41,7 + 0,8 *
g 8,10 0,08 + 0,03 1,18 £ 0,16 * 2,8 £0,9 6,6 + 1,0*
7,9 0,16 + 0,05 0,22 + 0,05 56 £1,2 25 +03*
11,13 - 0,23 + 0,01 * - 1,5 +0,1%*
-8 10,12 - 0,35 + 0,02 * - 1,1 +0,1%*
g 9,11 0,07 + 0,02 0,35 + 0,03 * 2,5 £ 0,6 1,6 £ 0,2*
8,10 - 0,19 + 0,02 * - 04 + 02*
I A 0,20 + 0,05 1,61 + 0,34 * 7,5 £ 1,1 21,9 + 1,5*
o/t 2,42 + 0,64 5,38 + 0,40 * 90,0 + 2,0 734 £ 1,3 %
Y ¢c 0,07 + 0,02 0,35 + 0,10 * 2,5 +£0,6 4,7 £ 04 *

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)

Die absoluten Gehaltswerte der einzelnen CLA-Isomeren stiegen in der Zulageperiode
signifikant an (P < 0,05). Entsprechend der mengenméafligen Verteilung der Isomeren im
Priparat nahm deren Gehalt im Serum zu. Die CLA-Supplementation resultierte in einer
Verschiebung des Serum-CLA-Isomerenmusters. Die Anteile an #,¢- und ¢,c-Isomeren stie-
gen auf Kosten der Mischisomeren signifikant an. Wihrend die Anteile an ¢9,¢11, ¢7,c9
und ¢9,c11 im Mittel um die Hélfte abfielen, erhohten sich die Anteile der Minorisomeren.
Individuelle Unterschiede im relativen CLA-Isomerenmuster zwischen den Probanden

wurden nicht festgestellt. Die Verteilung der CLA-Isomeren im Serum reflektierte das
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Isomerenmuster des Supplementes. Die Ergebnisse lassen auf eine gute Compliance (kon-

tinuierliche Einnahme des Supplementes) schliefen.

4.1.3 Fettsdurenverteilung in den Fazeslipiden

Aufgrund der starken individuellen Schwankungen in der taglichen Fettausscheidung wur-
den die Fettsdurengehalte auf eine tégliche Fettausscheidung von 5 g adjustiert (Tab. A-7).
Unter dem Einfluss der CLA-Supplementation énderte sich die Ausscheidung der Fettsdu-
renanteile. Wahrend bei CLA-Gabe signifikant mehr SFA ausgeschieden wurden, sank der
Anteil an exkretierten PUFA signifikant ab (P < 0,05). Die Anteile an MUFA unterschie-
den sich hingegen nicht. Die tégliche fikale Ausscheidung an mittelkettigen Fettséuren,
berechnet pro g Trockensubstanz, war in der Zulageperiode signifikant hoher, wogegen LA
und C18:3 n6 signifikant weniger exkretiert wurden (P < 0,05). Im Vergleich zur Kontroll-
periode waren LA und C18:3 n6 in den Féazesproben der Supplementationsperiode in deut-
lich niedrigeren Konzentrationen vorhanden (LA 36 % J, C18:3 63 % {). Fiir C14:0, AA
und C24:1 n9 wurden dagegen signifikant hohere Konzentrationen in den Fizes gefunden
(P <0,05; C14:0, AA 30% T; C24:1 100% T). Als Folge der CLA-Supplementation
nahm die tégliche fikale Ausscheidung an CLA im Mittel um 120 % zu. Die Ergebnisse
der CLA-Gehalte in der Trockensubstanz der Fizes bestitigen den signifikanten Anstieg
(Abb. 4-3).

In der fakalen Ausscheidung an CLA wurden starke individuelle Unterschiede festgestellt.
Wihrend fiir Proband 6 kein Anstieg in der fidkalen Ausscheidung an CLA, berechnet pro g
T, nachgewiesen wurde, stieg bei Proband 7 die fikale Exkretion an CLA um das 4,5-fache
an. Wird die tdgliche fdkal-exkretierte Menge an CLA auf die ausgeschiedene Fettmenge
bezogen, fillt auf, dass die Probanden 2, 3 und 7 prozentual den hochsten Anteil an CLA
ausschieden (Proband 2: 0,9 %, Proband 3 und 7: 0,8 %). Weder zwischen der CLA-
Aufnahme noch dem CLA-Gehalt im Serum und der fikalen Ausscheidung an CLA wur-

den biostatistische Zusammenhénge gefunden.
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Abbildung 4-3: Mittlere CLA-Exkretion in mg/g T und in mg/d bei normierter Fettaus-
scheidung (5 g Fett/d)

In der Verteilung der einzelnen CLA-Isomeren ergaben sich zwischen den Versuchsperio-
den signifikante Differenzen (Tab. 4-5). Jeder Proband zeichnete sich durch ein spezifi-
sches Isomerenmuster aus. Aufgrund der groen Variation wurden zum Teil keine signifi-
kanten Differenzen festgestellt. Insgesamt stieg die Konzentration nahezu aller Isomeren in
den Fézeslipiden gegeniiber den Basiswerten deutlich an. Fiir die Isomeren 12,14 c/,
t11,c13 und ¢9.,¢11 wurden nicht signifikante aber deutlich hohere Konzentrationen gemes-
sen. Das CLA-Supplement beeinflusste nachhaltig die CLA-Isomerenverteilung in den
Fézeslipiden. Aussagen zur Isomerenverschiebung konnen mit Hilfe der relativen Vertei-
lung der einzelnen CLA-Isomeren gemacht werden. Entsprechend den Ergebnissen der
Serumproben wurde ¢9.¢11 in den Fézeslipiden als das Haupt-CLA-Isomere (81 %) identi-
fiziert. Es folgten in absteigender Reihenfolge die Isomeren #10,c12 (4,1 %) und 10,712
(3,8 %). Das CLA-Verteilungsmuster in den Fizeslipiden der Zulageperiode reflektierte
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iiberwiegend das Isomerenmuster des Praparates. Die CLA-Isomerenverteilung der Fézes-
lipide énderte sich in gleicher Weise wie die der Serumlipide. Der prozentuale Anteil der
Mischisomeren sank signifikant zugunsten der 7,z- und ¢,c-Isomeren (P < 0,05). Der Anteil
an ¢9,¢11 nahm um nahezu die Hilfte ab, wodurch die deutliche Verschiebung des Isome-

renmusters zu erkliren ist.

Tabelle 4-5: Mittlere tigliche fikale Exkretion an CLA-Isomeren (mg/d; % der 2~
CLA) bei normierter Fettausscheidung von 5 g/d
mg/d % der Z-CLA
Isomere Kontrolle CLA-Zulage Kontrolle CLA-Zulage
13,15 - 0,03 + 0,02 * - 0,1 £+ 0,1°*
v 12,14 0,02 + 0,02 0,41 + 0,31 * 03 + 0,2 1,7 £+ 04 *
§ 11,13 0,04 + 0,02 1,05 + 0,81 * 04 +£0,2 44 + 1,2°*
£ 10,12 0,33 + 0,34 1,41 + 1,01 * 3,8 £38 62 + 24
£ 9,11 0,24 + 0,09 1,41 + 0,99 * 2,5 + 0,5 59 + 1,1*
8,10 0,04 + 0,03 0,87 + 0,66 * 04 £03 3,7+ 0,8*
7,9 - 0,37 + 0,30 * - 1,5 + 04*
o 12,14 0,06 + 0,05 0,17 £ 0,16 0,6 +0,5 0,7 + 0,3
3 t11,c13 0,33 + 0,12 0,80 + 0,61 3,5 £ 0,8 35 £ 04
§ cll1,t13 0,03 + 0,03 1,38 + 1,08 * 03 £0,3 6,0 + 1,5*
2 10,12 0,37 + 0,17 228 £ 1,58* 41 1,7 98 £ 2,0*
S 9,11 7,74 + 2,92 10,29 + 6,68 81,0 + 4,6 46,1 + 9,3 *
€ 8,10 0,08 + 0,05 1,18 + 0,95 * 1,0 + 0,7 49 + 1,6 *
7,9 0,07 + 0,04 0,22 + 0,16 * 0,7 £ 04 09 + 03
11,13 - 0,23 + 0,17 * - 09 + 03*
%)
T 10,12 0,02 + 0,01 0,35 + 0,26 * 0,3 £0,1 1,5 £+ 0,6 *
e
3 9,11 0,10 + 0,03 0,35 + 0,25 * 1,0 £ 0,3 1,6 £+ 04 %
8,10 - 0,19 + 0,16 * - 0,8 + 0,4 *
Ztt 0,67 + 0,36 5,55 + 4,05* 74 + 3,8 23,5 + 52*
X/t 8,86 * 3,10 16,31 £+ 9,90 * 91,2 + 3,9 71,9 + 5,7*
2 ¢c 0,12 + 0,03 1,12 + 0,79 * 1,3 + 03 48 + 1,0*

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)
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4.2 Rattenversuch

421 Futteraufnahme und Koérpergewicht

Es wurden keine Unterschiede in der durchschnittlichen Futterauthahme zwischen den drei

Gruppen festgestellt (Tab. 4-6). Die Futteraufnahme der Weibchen war signifikant niedri-

ger als die der Ménnchen (P <0,01). Tendenziell verzehrten die minnlichen Tiere der

hochsten Supplementationsgruppe mehr Gesamtfutter als die Ménnchen der beiden ande-

ren Gruppen (266,5 g vs. 253,0g - 0,5 % VA; 2524 g - 0% VA). Die zugesetzte VA-

Menge im Futter erhohte versuchsbedingt die Aufnahme an tVA und ¢VA der Tiere.

Tabelle 4-6: Korpergewicht, Futteraufnahme und tVA- bzw. cVA-Aufnahme
VA-Zulage

0% 0,5 % 1%
Korpergewicht [g] - Beginn 110+ 12 102 +11 106 +13
Korpergewicht [g] - Ende 178  +27 173 +£31 178  +£35
Wachstumsrate [g/d] 49 + 13 50 + 1,5 51 £ 1,6
Futteraufnahme [g/d] 159 + 23 16,8 + 2,7 172 + 3,5
Futteraufwand 0,30 + 0,05 0,29 + 0,04 0,29 + 0,04
tVA-Aufnahme [mg/d] 0,0 279 + 438 55,3 +11,3
cVA-Aufnahme [mg/d] 94 + 1,8 26,1 + 43° 41,6 + 8,0°

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)

Die Initialgewichte der Tiere waren nicht signifikant verschieden. Die VA-Zulage beein-

flusste die Wachstumsrate der Ratten zwischen den Gruppen nicht. Am Ende der Versu-
ches betrug das Korpergewicht der Ratten 178 £27 g (0 % VA), 173 £31 g (0,5 % VA)
bzw. 178 £ 35 g (1 % VA). Signifikante Unterschiede ergaben sich hinsichtlich der Ge-

wichtsentwicklung zwischen den Geschlechtern (P < 0,01). Das Korpergewicht der Tiere

stieg unabhingig von der Behandlung nahezu linear an ohne adaptationsbedingte Verzoge-

rung (Abb. 4-4).
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Abbildung 4-4: Gewichtsentwicklung der Ratten

4.2.2 Scheinbare Verdaulichkeit

Die tégliche Fettaufnahme blieb unbeeinflusst (Tab. 4-7). Mit steigender VA-Menge nahm
die tdgliche Stickstoff- und Energieautnahme tendenziell zu (P > 0,05). Zwischen den Ge-
schlechtern ergaben sich signifikante Unterschiede. Entsprechend der geringeren Futter-
aufnahme war bei den Weibchen im Vergleich zu den Mannchen eine geringere Aufnahme
von Fett, Stickstoff und Energie zu verzeichnen (P < 0,05).

Die mittlere tigliche fikale Ausscheidung stieg in der Tendenz mit der VA-Menge an. Fiir
die Fett- und Energieexkretion ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen zwischen
den Gruppen. Die VA-supplementierten Tieren schieden iiber den Harn signifikant mehr
Stickstoff aus (P < 0,05). Die Stickstoffausscheidung iiber die Fazes blieb hingegen kon-
stant. Fiir alle Exkretionsparameter wurden signifikante Unterschiede zwischen den Ge-
schlechtern festgestellt (P < 0,05). Keine signifikanten Unterschiede ergaben sich zwischen
den Gruppen und Geschlechtern fiir die scheinbare Verdaulichkeit von Fett, Stickstoff und

Energie.
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Tabelle 4-7: Aufnahme, Exkretion und scheinbare Verdaulichkeit der Ndhrstoffe
VA-Zulage
0% 0,5 % 1%
Aufnahme
Trockensubstanz [g/d] 12,9 + 2,1 13,4+ 24 13,6 + 3,2
Fett [g/d] 0,8+ 0,1 0,8 + 0,1 0,8 + 0,2
Stickstoff [g/d] 49 + 0,7 51 + 0,8 52 + 0,2
Energie [kJ/d] 262 + 38 278 +45 282 + 58
Exkretion
Fézes [g T/d] 1,7+ 03 20+ 03 20+ 04
Fettausscheidung [mg/d] 18,7+ 5.2 20,7+ 64 22,0 + 8,1
Stickstoff in Fézes [g/d] 0,5+ 0,1 0,5+ 0,1 0,5+ 0,1
Stickstoff in Harn [g/d] 1,4+ 04 22+ 03 24+ 03
Energie in Fazes [kJ/d] 47+ 1,1 59+ 1,2 6,0+ 1,7
Scheinbare Verdaulichkeit [%]
Fett 97,7+ 0,7 97,7+ 0,6 97,0+ 0,6
Stickstoff 90,6 £+ 9,7 904 + 7,1 90,3 + 9.8
Energie 98,2 + 0,5 97,9 + 0,3 97,9 + 0,2
tVA - 95,5+ 0,8 96,4 + 1,2
cVA 80,5 + 2,8 928 + 1,6 93,6 + 14

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)

423 Zusammensetzung der Karkassen

Hinsichtlich des Fettgehaltes bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Supplementationsgruppen (Tab. 4-8) und Geschlechtern. Zunichst fillt auf, dass die Auf-
nahme von 0,5 % VA, in Abhédngigkeit vom Geschlecht, den Wassergehalt der Karkassen
signifikant beeinflusste (P <0,05). Abweichungen im Gehalt des Gesamtkorperwassers
wurden nur bei den Mainnchen festgestellt (0% VA: 68,8 % +0,1 %; 0,5% VA:
70,9 % £+ 0,3 %; 1 % VA: 70,8 % £ 0,6 %). Fiir den Stickstoff- und Energiegehalt der Kar-

kassen wurde mit steigender VA-Menge in der Tendenz ein Absinken beobachtet.
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Tabelle 4-8: Zusammensetzung der Karkassen
VA-Zulage

0 % 0,5 % 1%
Wasser [%] 62,2 + 0,3 70,3 + 0,7° 70,8 + 0,7°
Fett [%] 38 £ 0,8 3,8 + 0,3 3,8 £ 0,5
Stickstoff [%] 18,4 + 0,6 18,1 + 0,4 17,7 + 0,8
Energie [MJ/kg] 6,1 + 0,4 59 + 0,2 5,8 + 0,1
a, b — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
4.2.4 Fettsdurenverteilung in den Geweben, im Blut und in den Fazes

4.2.4.1 Gewebe

Die Fettsdurenverteilung der einzelnen Gewebe (mit Ausnahme der Leber) und des Blutes
wurde statistisch nicht ausgewertet (Tab. A-8 bis A-22). Aufgrund der geringen Menge
wurden die Gewebe- und Blutproben innerhalb der Gruppe und des Geschlechtes gepoolt
und analysiert. Die Fettsdurengehalte des Rattenkdrpers wurden aus den Anteilen, welche
die Organe zum Zeitpunkt der Totung am Gesamtkdrpergewicht hatten, und der Fettséu-
renverteilung in den entsprechenden Geweben ermittelt. Fettsduren mit geringen Gehalten

wurden unter dem Begriff "Sonstige" subsumiert.

Fettsdurenanteile

Sowohl 0,5 % als auch 1 % VA im Futter senkten den Gehalt an PUFA in den Gewebelipi-
den (Abb. 4-5). Gleichzeitig kam es zum Anstieg der MUFA, wihrend der Anteil an SFA
unbeeinflusst blieb. Der Anteil an TFA stieg erwartungsgemdl als Folge der VA-Zulage
im Rattenkorper bzw. in allen Geweben, mit Ausnahme des Gehirns, an. Die Auswertung
der einzelnen Gewebe zeigte, dass die VA die Fettsdurenanteile unterschiedlich stark be-
einflusste. Im Karkass, Thymus, Gehirn und in den Gonaden blieb der SFA-Anteil kon-
stant. Demgegeniiber wurde in den anderen Geweben eine geringfiigige bis starke Vermin-
derung festgestellt. In der Leber sank der SFA-Gehalt signifikant von 40,8 mg/g Fett (1 %
VA) auf 36,5 mg/g Fett (0,5 % VA) bzw. 34,4 mg/g Fett (1 % VA). Der Anteil an MUFA
stieg in allen Geweben, mit Ausnahme des Gehirns, dosisabhédngig an (Abb. 4-5). Da fiir
die Leber eine statistische Auswertung moglich war, konnte dieser Trend bestétigt werden.
Das Absinken des PUFA-Gehaltes in Abhédngigkeit von der VA-Dosis war in der Leber
bzw. im Karkass statistisch gesichert (P < 0,05).
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Abbildung 4-5: Prozentuale Konzentrationsdnderungen an MUFA und PUFA in den

verschiedenen Geweben bei hochster VA-Zulage

tVA und cVA

Der fVA-Gehalt im Rattenkorper der Kontrollgruppe lag im Mittel bei 0,2 mg/g Fett. Die
Zulage von 0,5 % und 1 % VA erhohte den Gehalt an VA auf durchschnittlich 4,4 bzw.
9,0 mg/g Fett. Im weillen Fettgewebe und in den Ovarien wurde der hochste, im Gehirn der
niedrigste tVA-Gehalt nachgewiesen (Tab. 4-9). Der Anteil an tVA stieg in den einzelnen
Geweben dosisabhingig um das 35- bis 50-fache an. c¢VA wurde vergleichsweise nicht in
diesem Umfang in die Gewebe eingebaut. Der Gehalt an ¢VA in den Geweben lag zwi-
schen 32,0 mg/g Fett (Leber) und 43,0 mg/g Fett (weilles Fettgewebe, Ovarien, Herz;
Tab. 4-9). Bei der hochsten VA-Zulage betrug die relative Anreicherung von ¢VA maxi-
mal das 2-fache.

Um den Einbau von fVA und ¢VA detaillierter zu charakterisieren, wurde deren relative
Einbaurate in die Gewebelipide ermittelt (Einbaurate [%] = fVA/cVA). Wihrend fiir den
Karkass und die Gewebe Herz, Testes und Nieren eine dhnliche Einbaurate festgestellt
wurde (0,42 -0,46 %), errechnete sich fiir Leber, Ovarien und Fettgewebe eine deutlich
hoéhere Einbaurate (0,57 - 0,63 %). In den Gehirnlipiden war die Einbaurate mit 0,02 % am
geringsten.

Auffallig war, dass c12- und #12-C18:1, die im Supplement in dquivalenten Mengen zu
VA und cVA enthalten waren, deutlich stirker in die Gewebe eingebaut wurden (Tab.

A-8 bis A-22). Dabei lie3 sich fiir 112-C18:1 ein hoherer Einbau in die Gewebelipide er-
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kennen als fiir c12-C18:1. In der Leber stieg der #112-C18:1-Gehalt von 0,11 mg/g Fett auf
52,7 mg/g Fett, dies entspricht einer Anreicherung um den Faktor 500.

Tabelle 4-9: Gehalt an tVA und cVA in ausgewdhliten Geweben der Kontrollgruppe
und der Zulagegruppen [mg/g Fett]

0% VA 0,5 % VA 1% VA

tVA cVA tVA cVA tVA cVA

Rattenkorper 0,18 11,86 435 15,82 9,00 19,84
weilles Fettgewebe 0,38 22,45 12,20 31,45 26,95 43,01
braunes Fettgewebe 0,73 21,63 9,89 28,88 21,90 39,70
Muskel 0,41 23,54 8,34 30,01 19,44 39,22
Leber 0,41 19,70 10,74 32,92 18,04 31,92
Nieren 0,36 23,66 6,40 27,96 15,03 35,97
Herz 0,53 30,84 12,22 39,42 19,74 43,71
Gehirn 0,21 35,77 0,44 36,95 0,77 36,70
Ovarien 0,55 22,29 12,34 31,34 26,29 43,04
Testes 0,16 20,48 7,08 26,84 15,85 34,75

Ausgewdhlte Fettsduren

Der Gehalt an C16:0 blieb im Rattenkorper und in den Geweben nahezu unverindert. Eine
Ausnahme bildete das Herz mit einer 20 %igen Erhdhung gegeniiber dem Kontrollwert.
Fiir C16:1 n7 wurden sowohl im Rattenkdrper als auch in den Geweben, mit Ausnahme
der Testes, des Gehirns und des Karkasses, deutlich erhohte Gehalte gefunden. In der Le-
ber stieg der C16:1-Gehalt im Vergleich zum Kontrollwert um das 2,5-fache signifikant an
(0 %VA: 4,4 mg/g Fett vs. 1 % VA: 10,9 mg/g Fett).

Der Anteil an C18:0 blieb im Rattenkdrper nahezu konstant. In den Geweben wirkte sich
die VA-Gabe hingegen unterschiedlich aus. Wahrend der C18:0-Gehalt im Karkass, den
Gonaden und im Gehirn unverandert blieb, wurde in Leber (P < 0,05), Herz, Nieren, Mus-
kel, Thymus und im braunen Fettgewebe eine Verminderung beobachtet. Im weilen Fett-
gewebe deutete sich hingegen ein leichter Anstieg an. In Leber (P <0,05), Nieren und
Herz wurde ein Anstieg des C18:1 n9-Gehaltes um bis zu 65 % nachgewiesen. Im Gegen-
satz dazu wurde im Rattenkorper, Fettgewebe, Gehirn, Karkass und in den Gonaden ein
Absinken beobachtet. Fiir LA und C18:3 n3 wurde in Abhdngigkeit von der Behandlung
ein deutlich geringerer Anteil im Rattenkorper sowie in den einzelnen Geweben festge-

stellt. Nur im Herz blieben die Gehalte beider Fettsduren unbeeinflusst. Der Konzentrati-
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onsabfall dieser Fettsduren war flir die Leber, aber nicht fiir die Karkassen, signifikant
(P <0,05).

Die Anteile an LCMUFA und LCPUFA (C20:1 n9, C20:2 n6, C20:3 n3, AA, C20:5 n3,
C22:5 n3/n6, C22:6 n3) nahmen unter dem VA-Einfluss im Rattenkorper ab. Dieser Trend
bestétigte sich fiir die Mehrheit der Gewebe, insbesondere im Fettgewebe wurde ein be-
achtlicher Konzentrationsunterschied durch die Intervention nachgewiesen. Demgegeniiber
zeigte sich bei der Leber ein signifikanter Anstieg fiir C20:3 n3, C20:5 n3 und C22:5 n3
(P <0,05). Obwohl im Rattenkdrper der AA-Gehalt infolge der Behandlung nur geringfii-
gig gesenkt wurde, wirkte sich der VA-Einfluss bei einzelnen Geweben besonders deutlich
aus (v. a. Muskel, Fettgewebe, Nieren, Herz). In der Leber war der AA-Gehalt signifikant
vermindert (0 % VA: 212,2 mg/g Fett; 0,5 % VA: 192,0 mg/g Fett; 1 % VA: 186,8 mg/g
Fett). In den Ovarien wurde hingegen ein deutlich hoherer Anteil an AA beobachtet.

Die Gehalte an C22:5 n3 bzw. C22:6 n3 fielen in der Mehrheit der Gewebe um 30 bis
40 % infolge VA-Zulage ab. In der Leber blieb die C22:6 n3-Konzentration unbeeinflusst.
Ferner soll darauf hingewiesen werden, dass in den Testes ein hoher Gehalt an C22:5 n6
gefunden wurde. Diese Fettsdure scheint fiir die Gonaden, insbesondere fiir die Testes,
spezifisch zu sein. Der Gehalt dieser Fettsdure wurde durch die Intervention nicht verén-

dert.

CLA

Wie erwartet, bewirkte die Aufnahme von 0,5 % und 1 % VA {iber das Futter in den ein-
zelnen Geweben einen hochsignifikanten Anstieg des CLA-Gesamtgehaltes (Tab. 4-10).
Insgesamt erhohte sich der CLA-Gesamtgehalt im Rattenkorper von durchschnittlich
0,3 mg/g Fett auf 1,8 mg/g Fett (0,5 % VA) bzw. 3,7 mg/g Fett (1 % VA). Dies entspricht
einer Steigerung um das 7- bzw. 14-fache. Die Analyse der einzelnen Gewebe ergab, dass
CLA offenbar gewebespezifisch inkorporiert werden. Der CLA-Gesamtgehalt war im wei-
Ben Fettgewebe (12,3 mg/g Fett) und in den Gonaden (10,1 mg/g Fett) am hochsten. In der
Leber wurde der geringste CLA-Gehalt (5,0 mg/g Fett) gemessen. Im Gegensatz dazu stieg
der CLA-Gehalt, in Abhédngigkeit von der VA-Dosis, in der Leber (12- bzw. 27-fach) und
den Nieren (8- bzw. 21-fach), aber auch im weillen Fettgewebe (9- bzw. 21-fach) am

starksten an.
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Tabelle 4-10:

Gehalte an Gesamt-CLA in den Geweben, Blut und Fizes [mg/g Fett]

0% VA 0,5 % VA 1% VA
3 ? 3 ? 3 ?
Rattenkorper 0,31 0,23 1,79 1,80 3,76 3,63
weilles Fettgewebe 0,54 0,65 5,53 5,11 13,18 1145
braunes Fettgewebe 0,55 0,63 3,26 3,20 8,18 7,51
Karkass 0,73 0,50 3,98 3,83 8,28 7,90
Muskel 0,40 0,52 2,92 2,46 6,62 5,99
Leber 0,23 0,14 3,11 1,49 6,38 3,65
Nieren 0,36 0,37 3,38 2,22 8,53 6,94
Herz 0,27 0,30 1,85 1,00 3,79 2,19
Thymus 0,35 0,55 2,78 2,87 7,25 7,37
Ovarien 0,53 0,71 3,99 4,26 10,13 10,05
Serum 0,63 0,71 3,86 2,11 6,74 4,65
Erythrozyten 0,90 ! 1,42 2,53 2,85 2,96
Fizes 2,95 2,91 2,20 2,10 2,01 2,01

" ungeniigende Probenmenge

Fiir die Herzlipide wurden sowohl ein geringer CLA-Gehalt als auch eine niedrige Akku-

mulationsrate festgestellt. Im Gehirn aller Gruppen wurden keine CLA gefunden. Um die

effektiv synthetisierte Menge an CLA zu ermitteln, wurde die Netto-Zunahme an CLA

bestimmt. Diese ergibt sich aus der Differenz der CLA-Gehalte im Gewebe der VA-

geflitterten Ratten und der CLA-Gehalte im Gewebe der Kontroll-Ratten. Im Rattenkorper
betrug die Netto-Zunahme an CLA 1,5 mg/g Fett bei 0,5 % VA und 3,4 mg/g Fett bei 1 %

VA im Futter (Abb. 4-6).
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4.2.4.2 Serum, Erythrozytenmembran

Die Serumlipide der Kontrolltiere setzten sich aus 33 % SFA, 13 % MUFA und 52 %
PUFA zusammen. Als Folge der VA-Gabe erhohte sich der Anteil an MUFA, wéhrend der
Gehalt an PUFA sank. Fiir die SFA ergab sich keine Verdanderung. Der Gehalt an VA
stieg dosisabhéngig im Mittel von 3,0 mg/g Fett auf 11,0 mg/g Fett (0,5 % VA) bzw.
17,9 mg/g Fett (1 % VA) an. Auch fiir cVA wurde erwartungsgemél eine Anreicherung
festgestellt; die cVA-Gehalte zwischen den VA-Gruppen unterschieden sich dagegen nicht.
Wihrend die Anteile an C16:1 n7, C20:1 n9, C20:3 n3 und C22:5 n3 zunahmen, fielen die
Gehalte an LA, C18:3 n3, AA und C20:5 n3 ab. C18:0 und C18:1 n9 blieben unbeeinflusst.
Der CLA-Gehalt in den Serumlipiden stieg im Mittel von 0,7 mg/g Fett auf 3,0 mg/g Fett
(0,5% VA) bzw. 5,7 mg/g Fett an. Dabei lag der CLA-Anteil bei den Weibchen deutlich
unter dem der Méannchen.

Als Folge der VA-Zulage stieg in den Lipiden der Erythrozytenmembran der SFA-Anteil
auf Kosten der MUFA und PUFA an. Der fVA-Gehalt war im Mittel um den Faktor 15
erhoht. Im Gegensatz dazu wurde fiir cVA nur eine geringfiigige Zunahme gemessen. Es
fallt auf, dass die doppelte Priifsubstanzmenge keinen weiteren Anstieg der c11-, t11-, ¢12-
und ¢12-C18:1-Gehalte in den Lipiden der Erythrozytenmembran bewirkte. Die VA-Gabe
erhohte den Gehalt an C16:1 n7 und C18:0 bei gleichzeitigem Abfall aller LCMUFA und
LCPUFA. Hervorzuheben ist, dass der C18:3 n3-Gehalt in der 1,0 % VA-Gruppe um 70 %
abfiel. In den Lipiden der Erythrozytenmembran wurde im Mittel 2,9 mg CLA/g Fett
nachgewiesen. Dies entspricht einer Vervierfachung im Vergleich zum Kontrollwert be-

reits nach 18 Tagen Supplementation.

4.2.4.3 Fazes

Unter dem VA-Einfluss wurde im Gruppenvergleich tendenziell und bei den weiblichen
Tieren signifikant weniger SFA ausgeschieden (P < 0,05; Tab. A-23, A-24). Im Gegensatz
dazu war in der Gruppe mit 1 % VA-Zulage die Ausscheidung an MUFA im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht (P < 0,05). Die fdkale Exkretion von PUFA dnderte sich
durch die VA-Gabe nicht. fVA wurde nach VA-Zulage signifikant vermehrt ausgeschieden
(P <0,05). Diese Beobachtung war allerdings geschlechtsspezifisch; die Mannchen zeigten
keine Unterschiede in der fVA-Ausscheidung. Die Exkretion an cVA war lediglich in der
Gruppe mit 1 % VA signifikant erhoht. Die Tiere der Zulagegruppen schieden signifikant
mehr #12-C18:1 aus. Fiir ¢12-C18:1 wurde der gleiche Effekt wie fiir fVA festgestellt. In
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den Fazes lag der CLA-Gehalt der Kontrollgruppe im Mittel bei 2,9 mg/g Fett. In den Zu-
lagegruppen wurde signifikant weniger CLA ausgeschieden (P < 0,05; 0 % VA: 2,9 mg/g
Fett; 0,5 % VA: 2,2 mg/g Fett; 1 % VA: 2,0 mg/g Fett).

4.2.5 CLA-Isomerenverteilung im Gewebe, Blut und in den Fizes

4.2.5.1 Gewebe

Als Folge der VA-Zulage stieg in den Rattenkérperlipiden die Konzentration aller Einzeli-
someren an (Tab. A-25). Die Supplementation fiihrte insbesondere zu einem signifikanten
Konzentrationsanstieg an ¢9,t11-CLA (0 % VA: 0,15 mg/g Fett; 0,5 % VA: 1,49 mg/g
Fett; 1 % VA: 3,33 mg/g Fett). Eine Verschiebung zwischen den CLA-Isomeren(anteilen)
last sich mit Hilfe der relativen Verhéltnisse beurteilen (% des CLA-Isomeren an Z-CLA).
Die VA-Supplementation bewirkte eine deutliche Verdnderung der Isomerenverteilung.
Der c/t-Isomerenanteil stieg von 70 % (0% VA) auf 88 % (0,5% VA) bzw. 92 %
(1 % VA), wéhrend die ¢,¢-Anteile von 16 % (0 % VA) auf 9 % (0,5 % VA) bzw. 6 % (1 %
VA) und die der c¢,c-Isomeren von 14 % (0 % VA) auf 3 % (0,5 % VA) bzw. 2% (1 %
VA) abfielen. Diese Verschiebungen sind hauptséchlich auf die deutliche Zunahme des
¢9,t11-Isomeren zuriickzufiihren.

Unter dem VA-Einfluss stiegen die absoluten Gehalte der CLA-Isomeren in den verschie-
denen Geweben an (Tab. A-26 bis A-31). In der Leber und dem Karkass wurde infolge der
VA-Zulage fiir die Mehrheit der Isomeren ein signifikanter Konzentrationsanstieg nach-
gewiesen (P < 0,05). Der Gehalt an ¢9,¢11 stieg im Mittel um das 11- (0,5 % VA) bzw. 27-
fache (0,5 % VA) an. Als die nichst hdufigeren Isomeren, neben ¢9,t11, wurden 19,711,
£8,t10, ¢7,t9 sowie t7,c9 ermittelt. Die Beeinflussung der c,c-Isomeren fiel moderat aus.

Um die Unterschiede zwischen den verschiedenen Geweben sowie die Verschiebungen
zwischen den Isomerenanteilen infolge der VA-Zulage zu verdeutlichen, sind in Tabelle
4-11 die Isomerenanteile in Prozent der X-CLA angegeben. Die einzelnen Gewebe der
Kontrollgruppe wiesen ein spezifisches Isomerenmuster auf (Tab. A-26 bis A-31, vgl. Tab.
5-1 unter Abschnitt 5.2.3). Die Anteile der #,¢-Isomeren lagen zwischen 19 % (braunes
Fettgewebe) und 13 % (Nieren). Der mengenméBig grofite Teil entfiel mit durchschnittlich
70 % auf die c/t-Isomeren. Dabei wurde im weillen Fettgewebe mit 78 % der hochste und
im Herz mit 56 % der niedrigste Anteil gefunden. Der mittlere Anteil an ¢,c-Isomeren be-

trug 15 %; der hochste Anteil wurde im Herz (28 %), der niedrigste im weilen Fettgewebe
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(8 %) ermittelt. In allen Geweben wurde als Hauptisomere ¢9,¢11 identifiziert, dessen pro-
zentualer Anteil zwischen 37 % (Herz) und 68 % (weiB3es Fettgewebe) variierte. Es folgten
die Isomeren ¢9,c11, 19,¢11 und ¢10,c12. Mittels Ag+-HPLC konnten keine CLA-Isomeren

im Gehirn nachgewiesen werden.

Tabelle 4-11: Anteile an t,t-, c/t- und c,c-Isomeren in den verschieden Geweben [%
der 2-CLA]
t,t-Isomeren c/t-Isomeren c,c-Isomeren

0% 05% 1% 0% 05% 1% 0% 05% 1%
wFG 14,5 6,7 5,6 77,9 91,6 90,6 7,6 1,7 1,1
bFG 19,4 8,9 7,3 72,0 88,5 91,2 9,0 2,7 1,4
Karkass 16,7 8,4 6,3 70,3 88,5 91,9 13,0 3,1 1,8
Muskel 16,1 9,9 8.4 68,9 86,9 89,8 15,0 3,2 1,8
Leber 14,4 8,4 6,8 62,0 87,5 91,2 23,6 4,1 2,0
Nieren 13,2 8,8 6,0 76,9 89,3 93,2 9,9 1,9 1,8
Herz 16,1 18,2 16,6 56,3 73,3 79,2 27,6 8,5 4,2
Thymus 15,9 8,7 7,7 65,5 85,7 89,3 18,6 5,6 3,0
Gonaden 14,4 6,9 5,1 71,8 91,0 93,3 13,8 2,1 1,6

Die Darstellung der relativen CLA-Isomerenanteile zeigt, dass die Aufnahme von VA eine
deutliche Verschiebung des Isomerenmusters zu Folge hatte. Der Anteil an c/t-Isomeren
stieg konzentrationsabhédngig bis auf 93 % der Gesamt-CLA an, gleichzeitig verminderte
sich der Anteil an ¢ und c,c-Isomeren. Dabei fillt auf, dass sich die Verschiebung der
Isomerenanteile am stirksten auf die c,c-Isomeren auswirkte. Insgesamt fiel der c,c-
Isomerenanteil um 85 % ab, fiir die Gewebe Leber und Nieren wurde sogar eine 92 %ige
Senkung ermittelt. Der Anstieg der c¢/f-Isomeren resultierte aus dem signifikanten Anstieg

des Hauptisomeren ¢9,t11. Dabei wurden gewebespezifische Unterschiede festgestellt.

4.2.5.2 Serum, Erythrozytenmembran

Hinsichtlich des CLA-Isomerenmusters zeigte sich, dass die Serumlipide die Isomerenver-
teilung der Gesamtkorperlipide widerspiegeln (Tab. A-32). In den Serumlipiden der Kon-
trolltiere wurden im Mittel 0,1 mg/g Fett (21 %) ¢¢-Isomeren, 0,5 mg/g Fett (75 %) c/t-
Isomeren und 0,03 mg/g Fett (4 %) c,c-Isomeren nachgewiesen. Entsprechend den Ergeb-
nissen der Gewebeproben wurde ¢9,t11 (52 %) als Hauptisomere identifiziert. Es folgten

die Isomeren 110,12 (12 %), 19,11 (11 %), ¢/t 11,13 (5 %) und ¢9,¢11 (4 %).
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Die absoluten Gehaltswerte aller CLA-Einzelisomeren stiegen nach der VA-
Supplementation in den Serumlipiden an. Der Gehalt an ¢9,/11 stieg im Mittel von
0,3 mg/g Fett (0 % VA) auf 2,8 mg/g Fett (0,5 % VA) und 4,5 mg/g Fett (1 % VA). Dies
entspricht einer 9- bzw. 15-fachen Steigerung. Ein Vergleich der prozentualen Isomerenan-
teile bezogen auf den CLA-Gesamtgehalt zeigte, dass der Anteil an c¢/z-Isomeren auf Kos-
ten der #,¢- und c,c-Isomeren anstieg. Dabei nahm unter den c/f-Isomeren prozentual nur

das 9,11-Isomere zu (Abb. 4-7).
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Abbildung 4-7: Prozentuale Verteilung der Isomerenanteile und c9,t11 in den Lipiden
des Serums und der Erythrozytenmembran in Abhdngigkeit von der

Supplementation [in % der 2-CLA]

Die CLA-Isomerenverteilung der Erythrozytenmembranlipide unterschied sich deutlich
von der der Serumlipide. Fiir die Kontrolltiere wurden 16 % (0,1 mg/g Fett) ¢ ¢-Isomeren,
61 % (0,5 mg/g Fett) c/t-Isomeren und 23 % (0,2 mg/g Fett) c,c-Isomeren festgestellt
(Tab. A-32). Unter den c/t-Isomeren entfielen etwa zwei Drittel auf ¢9,¢/11 und ein Drittel
auf £10,c12.

Die VA-Zulage im Futter bewirkte einen Konzentrationsanstieg der Einzelisomeren. Der
Gehalt an ¢9,¢11 stieg in Abhingigkeit von der Behandlung im Mittel von 0,3 mg/g Fett
auf 0,5 mg/g Fett (0,5 % VA) bzw. 1,4 mg/g Fett (1 % VA) an. Vergleicht man die prozen-
tualen Anteile der Isomeren, fillt auf, dass der Anteil der ¢ ¢-Isomeren sank, wahrend der
¢,c-Isomerenanteil stieg (Abb. 4-7). Fiir den c¢/t-Isomerenanteil wurde eine Senkung nach

0,5 % VA-Zulage beobachtet. Die doppelte Menge an VA ergab hingegen keine Beeinflus-
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sung. Es zeigte sich, dass entgegen der bisherigen Ergebnisse der prozentuale Anteil an

¢9,t11 nur moderat anstieg (Tab. A-32).

4.2.5.3 Fazes

Die Féazes waren durch ein charakteristisches CLA-Isomerenmuster gekennzeichnet. Be-
reits zu Beginn fdllt auf, dass im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen #10,c12 als
Hauptisomere vorkam (Tab. A-33). Als nédchst hdufigere Isomeren traten ¢9,t11, ¢10,¢12
und 79,711 in absteigender Reihenfolge auf.

In den Fazeslipiden der Kontrolltiere belief sich der #,z-Isomerenanteil im Mittel auf 36 %
(1,05 mg/g Fett), der c/t-Anteil auf 59 % (1,74 mg/g Fett) und der c,c-Anteil auf 5 %
(0,15 mg/g Fett). Unter dem VA-Einfluss wurden signifikant weniger ¢ und c/¢-Isomeren
ausgeschieden (P < 0,05). Die fikale Exkretion an c,c-Isomeren blieb im Vergleich zur
Kontrolle nahezu konstant. Die Darstellung der prozentualen Isomerenverhiltnisse bezo-
gen auf X-CLA zeigt eine Verdnderung der Isomerenverteilung infolge der VA-

Supplementation (Abb. 4-8).
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4.2.6 Kalkulation der fVA- und ¢VA-Konversion

Fiir die Summe der ¢11- und c11-Fettsduren wurde die scheinbare Wiederfindung in den
Rattenkorpern und Geweben ermittelt. Eine individuelle Betrachtung der einzelnen Tiere
war nicht mdglich, da aufgrund der geringen Menge die Gewebeproben gepoolt wurden.
Die scheinbare Wiederfindung fiir die #11- (¢9,¢.11-CLA, fVA) und c11-Fettsduren (¢9,c11-
CLA, cVA) wurde nach folgender Formel berechnet:

t11-Gehalt im Korper/Gewebe (Behandlung - Kontrolle) 100
x 100.

tVA-Menge im Futter

Die scheinbare Wiederfindung der ¢11-Fettsduren betrug in Abhingigkeit von der Behand-
lung durchschnittlich 11 % bzw. 19 % (Tab. 4-12). Die c11-Fettsduren wurden vergleichs-
weise prozentual effektiver eingebaut. Dariiber hinaus fillt auf, dass die Weibchen im Ver-
gleich zu den Minnchen offensichtlich vermehrt cl1-Fettsduren akkumulierten. Die
scheinbare Wiederfindung der c11- und #11-Fettsduren im Fettgewebe unterschied sich nur
geringfiigig vom Rattenkorper. In den anderen Gewebearten wurde fiir beide Fettsdurenan-

teile eine scheinbare Wiederfindung unter einem Prozent festgestellt.

Tabelle 4-12: Scheinbare Wiederfindung von tl1- und cl1-Fettsduren im Rattenkor-
per und Fettgewebe [%]

0,5 % VA-Zulage 1 % VA-Zulage
J ? X 3 ? X

Rattenkorper

t11 12,0 9,7 10,9 18,4 18,8 18,6

cll 12,6 15,6 14,1 16,1 24,0 20,0
Fettgewebe

t11 8,6 7,0 7,8 14,0 14,3 14,2

cll 12,3 16,3 14,3 16,1 22,1 19,1

Die Konversion (Desaturation) der im Rattenkorper und in den Geweben gespeicherten
VA bzw. ¢VA zu ¢9,/11- bzw. ¢9,c11-CLA wurde nach der Formel von PALMQUIST &

SANTORA (1999) berechnet:
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¢9,t11-CLA (Behandlung - Kontrolle)

x 100.
[¢9,t11-CLA (Behandlung - Kontrolle)] + [tVA (Behandlung - Kontrolle)]

Von der fVA-Menge, die im Rattenkdrper zur Konversion zur Verfiigung stand, wurden in
Abhingigkeit von der Behandlung im Mittel 25 % bzw. 26 % zu ¢9,t11-CLA desaturiert
(Tab. 4-13).

Tabelle 4-13: Konversionsrate der im Gewebe gespeicherten tVA zu c9,t11-CLA im

Rattenkorper und in verschiedenen Geweben [%]

0,5 % VA-Zulage 1 % VA-Zulage
3 ? X 3 ? X
Rattenkorper 23,1 26,1 24,6 259 26,4 26,1
wFG 26,2 27,2 26,7 28,9 30,6 29,8
bFG 19,9 20,2 20,0 233 23,7 23,5
Leber 18,3 9,8 14,0 23,9 14,4 19,1
Nieren 32,7 28,1 30,4 33,0 29,8 314
Herz 8,1 4,2 6,2 11,7 6,9 92,3
Gonaden 31,5 22,1 26,8 36,2 25,3 30,7

Die Ermittlung der Konversionsrate zeigte, dass tVA in den einzelnen Geweben unter-
schiedlich desaturiert wurde. Die hochste Konversionsrate wurde in den Nieren, Testes und
im weillen Fettgewebe festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde im Herz und in der Leber,
vor allem bei den weiblichen Tieren, weniger tVA desaturiert. Die Konversionsraten im
Rattenkorper und Fettgewebe der Weibchen waren im Vergleich zu den Méannchen tenden-
ziell hoher. Bei den mannlichen Tieren wurden hingegen hohere Konversionsraten in Le-
ber, Herz und Gonaden ermittelt. AuBerdem wurde deutlich, dass die 0,5 %-VA-
Zulagegruppe niedrigere Konversionsraten im Vergleich zur 1 %-VA-Zulagegruppe auf-
wies.

Aussagen zur Desaturaseaktivitit konnen iiber die Fettsdurenverhiltnisse (C14:0/C14:1;
C16:0/C16:1; C18:0/C18:1) oder mit Hilfe des A9-Desaturase-Indexes (A9-DI) getroffen
werden. Letzterer wurde von CORL et al. (2001) und SMITH et al. (2002) zur Abschétzung
der Stearoyl-CoA-Desaturase-Aktivitidt in Studien mit Milchkiihen und Schweinen ver-

wendet. Der A9-DI ergibt sich aus folgender Gleichung:
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Cl14:1 + C16:1 + ¢9-C18:1 + c11-C18:1
C14:0 +C16:0 + C18:0 + C14:1 + C16:1 + ¢9-C18:1 + c11-C18:1

Sowohl die Fettsdurenanteile als auch der A9-DI, beide subsumiert unter dem Begriff Fett-
sdurenindizes, sind im Anhang in den Tabellen A-8 bis A-22 zu zusammengestellt. Der
Zusatz von VA bewirkte in verschiedenen Geweben eine Verdnderung der Fettsdurenver-
hiltnisse. In der Leber fielen die Anteile von 14:0/14:1 und 18:0/18:1 signifikant ab
(P <0,05). Fiir den Muskel, Thymus und das Herz wurden dhnliche Tendenzen gefunden.
Der A9-DI wies unter dem VA-Einfluss in der Tendenz bzw. signifikant eine Steigerung
auf (z. B. Herz, Leber). Des Weiteren zeigte sich, dass die Leber und das Herz durch einen
deutlich niedrigeren A9-DI gekennzeichnet waren (< 0,3), wihrend das weille Fettgewebe
und die Ovarien einen sehr hohen A9-DI aufwiesen (~ 0,5). Geschlechtsspezifische Unter-
schiede wurden fiir die Gonaden ermittelt. Der A9-DI der Weibchen lag deutlich unter dem
der Méannchen (0,4 vs. 0,5).

4.2.7 Prostanoid- und Prostaglandin-Metabolite im Harn

Der Gehalt an 8-1s0-PGF,, und 15-keto-dihydro-PGF,, betrug im Harn der Kontrolltiere
im Mittel 1,72 nmol/mmol Kreatinin und 0,75 nmol/mmol Kreatinin. Die Aufnahme an
VA fiihrte zu einer hoheren Ausscheidung beider Metaboliten iiber den Harn (Abb. 4-9).
Aufgrund der hohen individuellen Schwankungen ergab sich jedoch bei den untersuchten
Proben keine statistische Signifikanz. Wéhrend fiir 8-iso-PGF,, keine geschlechtsspezifi-
schen Unterschiede festgestellt wurden, zeigte sich bei den ménnlichen Tieren eine deut-

lich hohere, jedoch nicht signifikante Ausscheidung an 15-keto-dihydro-PGFs,.

E0% VA 00,5% VA ®H1%VA

[nmol/mmol Kreatinin]
[\

=

8-is0-PGFy, 15-K-DH-PGF»,

Abbildung 4-9: Prostanoid- und Prostaglandin-Metabolite im Harn
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4.3 Versuch mit fistulierten Kiihen

43.1 Milchleistung und Milchinhaltsstoffe

Die Infusion von 200 g CLA-Priaparat pro Tag hatte einen moderaten Einfluss auf die
Milchleistung der Kiihe (Tab. 4-14). Wihrend der Infusionsperiode sank die Milchleistung
tendenziell von 20,4 auf 18,7 kg/d ab (Abb. 4-10). Der niedrigste Wert wurde am letzten
Tag der Infusion mit 14,8 kg/d ermittelt. Nach der Infusion stieg die Milchleistung wieder
an, erreichte den Ausgangswert der ersten Periode hingegen nicht (19,4 kg/d). Fiir die

Milchleistung lie sich kein signifikanter Verlauf nachweisen.

Tabelle 4-14: Milchleistung und Milchinhaltsstoffe wihrend der Versuchsperioden

Kontrollperiode (I)  Infusionsperiode (II) Kontrollperiode (IIT)

Milchmenge [kg/d] 20,4 (100 %) 18,7 (92 %) 19,4 (95 %)

Fett [%] 4,85* (100 %) 2,97° (61 %) 3,38° (70 %)
Protein [%] 3,65 (100 %) 3,72 (102 %) 3.87 (106 %)
Laktose [%)] 4,34* (100 %) 4,33* (100 %) 4,13° (95 %)
Fett [g/d] 9852%  (100%)  537.2°  (54%) 6312° (64 %)
Protein [g/d] 730,1  (100%)  686,2 (94%)  726,7 (100 %)
Laktose [g/d] 890,7  (100%)  814,6 (91 %)  803,5 (90 %)

a, b — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)

Die CLA-Infusion hatte keinen signifikanten Einfluss auf den mittleren Protein- und Lak-
tosegehalt bzw. auf die mittlere Protein- und Laktosemenge (Tab. 4-14). Im Gegensatz
dazu fiel der Milchfettgehalt infolge der Infusion signifikant von 5,0 % auf 3,0 % ab
(Abb. 4-10). Der niedrigste Wert wurde am 3. Tag gemessen und betrug 2,5 %. Die mittle-
re Milchfettmenge sank demzufolge von 985 g/d zu Beginn (Periode I) auf 537 g/d wih-
rend der Infusionsperiode (Periode II). Wie aus der Tabelle 4-14 hervorgeht, stieg die mitt-
lere Milchfettmenge nach der Infusion nur marginal wieder an. Die Abweichungen im Pe-
riodenverlauf waren statistisch hochsignifikant (P <0,001). Die Ergebnisse zeigen ein-

drucksvoll, dass der Milchfettgehalt um 39 % und die Milchfettmenge um 46 % abfiel.




ERGEBNISSE 59

[ke/d]
30 6
25 —_—— 5
20 4
15 3
2
1
0

—e— Milchleistung [kg/d] —e— Fettgehalt [%] [7%]

10
5

Kontrolle (I) Infusion (IT) Kontrolle (I1I)

Tag 10 15

Abbildung 4-10:  Einfluss der CLA-Infusion auf die Milchleistung und den Milchfettge-
halt

4.3.2 Fettsdurenverteilung im Milchfett

Infolge der CLA-Infusion ergaben sich signifikante Unterschiede bei den einzelnen Fett-
sduren. Die Infusion bewirkte im Milchfett eine Reduktion des Gehaltes an SCFA und
MCFA sowie an C14:1 n9, C15:0, C16:0 und C16:1 n7 (Tab. A-34). Die mittleren Gehalte
dieser Fettsduren stiegen wihrend der Postinfusionsperiode nicht wieder an, sondern unter-
lagen einem weiteren zum Teil signifikanten Abfall. Demgegeniiber stieg im Milchfett der
Gehalt der LCFA (C18:0, LA und C18:3 n3) an. C18:1 n9 blieb unbeeinflusst. Entspre-
chend diesen Ergebnissen wurde eine Verdnderung der Verhiltnisse von C14:0/C14:1,
16:0/16:1 und 18:0/18:1 ermittelt. Diese waren wihrend der Infusionsperiode signifikant
erhoht. Ein Vergleich der Fettsdurenanteile (SFA, MUFA, PUFA) ergab keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen der Kontrollperiode (I) und der Infusion (II).

Weiterhin wurden Unterschiede im Gehalt der trans-Isomeren der Olsdure (--C18:1) im
Milchfett festgestellt. Die infundierten CLA fiihrten zu einem signifikanten Anstieg der
t-18:1 im Milchfett. Die Zunahme betrug im Mittel 30 %. Der hochste gemessene Wert
belief sich auf 35,8 mg/g Fett. Es fillt auf, dass unter den #-C18:1 insbesondere tVA dem
Einfluss der CLA-Infusion unterlag (10,0 mg/g Fett vs. 13,5 mg/g Fett). Zwischen dem
CLA-Gesamtgehalt und dem #-C18:1-Gehalt im Milchfett bestand eine lineare Beziehung
(Abb. 4-11). Der Gehalt an ¢-C18:1 korreliert positiv mit dem CLA-Gehalt (P < 0,01).
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Abbildung 4-11:  Zusammenhang zwischen den Gehalten an CLA und t-C18:1 im
Milchfett (P < 0,01)

Der CLA-Gesamtgehalt stieg im Milchfett um das 7-fache an (Tab. A-34). In Abhingigkeit
von der Zeit wurde ein signifikanter Anstieg von 5,8 mg/g Fett (Kontrolle I) auf 42,4 mg/g
Fett (Infusion) gemessen. Darauf folgte ein Abfall auf 21,3 mg/g Fett in der Periode III
(P <0,001). Der hochste CLA-Gehalt wurde am vierten Tag der Infusion mit 56,7 mg/g

Fett gemessen.

433 CLA-Isomerenverteilung im Milchfett

Wiéhrend der CLA-Infusion wurde eine signifikante Verdnderung der CLA-
Isomerengehalte und des CLA-Isomerenmusters beobachtet (Tab. A-35). Der Gehalt aller
CLA-Isomeren nahm im Verlauf der CLA-Infusion hochsignifikant zu. Die Gehalte der
einzelnen Isomeren waren zwischen den Versuchsperioden unterschiedlich. Der Gehalt an
c9,t11, ¢7,c9 und t11,c13 nahm um das Doppelte bzw. 3-fache zu, wihrend eine bis zu 350-
fache Steigerung fiir die Isomeren ¢11,¢/13 und #10,c12 zu verzeichnen war.

Im vorliegenden Versuch wurde die Transferrate rechnerisch ermittelt. Die scheinbare

Transferrate ergab sich aus folgender Gleichung:

T (a—b)x100% T Transfereffizienz [%]

a c a CLA-Isomere [g/d] - am 10. Tag (P II)
b CLA-Isomere [g/d] -x P II

c

CLA-Isomere [g/d] - Supplement
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Die Transferrate variierte zwischen den Isomeren stark. Fiir das Isomere 12,14 (c, /%)
wurde eine sehr hohe Transferrate von 64 % ermittelt. Im Gegensatz dazu wurden die Iso-
meren ¢9,t11 und ¢7,c9/t6,¢8 nur zu 2 % bzw. 4 % in das Milchfett transferiert. Fiir die
weiteren Isomeren lag eine mittlere Transferrate zwischen 9 % und 20 % vor. Die hochste
Transferrate besallen die c,c-konfigurierten Isomeren gefolgt von den Mischisomeren und
den z,z-Isomeren. Unter Ausschluss des Isomeren 12,14 (c,#/t,c) wurden die Mischisomeren
am schlechtesten in das Milchfett eingebaut. Die scheinbare Transferrate fiir die CLA-
Gesamtmenge lag im Mittel bei 19 %.

Ein Vergleich des CLA-Isomerenmusters zwischen den Versuchsperioden zeigt eine deut-
liche Isomerenverschiebung. Als Folge der CLA-Infusion stieg der Anteil an #,¢- und c,c-

konfigurierten Isomeren zu lasten der Mischisomeren (Abb. 4-12).

100% 1
Oc,c
90% - Wcttc
| I
80% -
70%

Kontrolle (I) Infusion (IT) Kontrolle (IIT)

Abbildung 4-12:  Verteilung der CLA-Isomerenanteile im Milchfett wdhrend der Ver-

suchsperioden

Erwartungsgemill enthielt das Milchfett der Kiihe in der Kontrollperiode (I) ¢9,/11-CLA
als das Hauptisomere. Dieses machte einen Anteil von 80,1 % der CLA-Gesamtisomeren
aus. Als nichst haufige [someren wurden ¢7,c9 (5,5 %), t11,c13 (2,7 %) und £9,¢11 (2,1 %)
identifiziert. Als Folge der CLA-Infusion ergaben sich signifikante Unterschiede bei den
einzelnen Isomeren. Prozentual stieg der Anteil aller Isomeren an, mit Ausnahme der Iso-
meren ¢9,¢11 und 76,8. Wahrend der Infusion fiel der Gehalt von ¢9,¢11 auf 27,9 % der
CLA-Gesamtisomeren ab. Die ermittelten Abweichungen im Periodenverlauf waren statis-
tisch hochsignifikant (P < 0,001). Der Gehalt an 6,¢8 blieb von der Infusion unbeeinflusst.
Das Absetzen der CLA-Infusion bewirkte einen Anstieg des ¢9,¢11-Anteils, wihrend der

Anteil der anderen Isomeren wieder zuriickging.
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5 DISKUSSION

5.1 Humaninterventionsstudie (Absorptionsversuch)

5.1.1 Einfluss der CLA auf die Nahrstoffbilanz

Die Beziehung zwischen Aufnahme und Exkretion eines Nihrstoffs wird in der Bilanz
wiedergegeben. Der Einfluss von CLA auf die Nahrstoffbilanz beim Menschen ist bisher
in der Literatur nicht beschrieben worden. Die Aufnahme an Trockensubstanz und Néhr-
stoffen unterschied sich zwischen den beiden Versuchsperioden nicht. Lediglich die CLA-
Aufnahme stieg als Folge der Supplementation signifikant an. In der Basisperiode wurden
taglich insgesamt 468 mg CLA iiber die Lebensmittel verzehrt. Die CLA-Aufnahme liegt
deutlich hoher, als die iiberwiegende Mehrheit der Literaturbefunde angibt (vgl. Tab. 2-2
unter 2.2.3). Die Ergebnisse der Fettausscheidung, -bilanz bzw. scheinbaren Verdaulichkeit
liegen im Bereich der Referenzwerte. Es wurden keine auf das CLA-Supplement zuriick-
filhrbaren Unterschiede festgestellt. Die N-Ausscheidung (fdkal, renal), N-Bilanz und
Wiederfindung der Ausgangswerte stimmen mit der verfiigbaren Literaturangabe iiberein
(GRIMM 2000). Unerwarteterweise wurde ein Einfluss auf die Stickstoffbilanz festgestellt.
Der signifikante Anstieg der renalen N-Ausscheidung gegeniiber den Basiswerten, resul-
tierte in einer verminderten N-Bilanz. Da dieser Anstieg fiir alle Probanden ermittelt wur-
de, konnen methodische Fehler ausgeschlossen werden. Die N-Ausscheidung iiber den
Urin ist ein Marker fiir den Proteinanabolismus bzw. -katabolismus. Die signifikant erh6h-
te renale N-Ausscheidung fithrt zur Annahme, dass CLA eine katabole Wirkung auf den
Proteinmetabolismus ausiiben.

CLA werden mit anabolen Effekten in Verbindung gebracht. Diese Eigenschaft wird aller-
dings in der Literatur kontrovers diskutiert. Der Anstieg der Magermasse bei gleichzeitiger
Verminderung des Korperfettes wird auf die spezifische Wirkung des CLA-Isomers
t10,c12 zuriickgefiihrt (PARK et al. 1999b). Untersuchungen an Méausen (DELANY et al.
1999, PARK et al. 1997, TERPSTRA et al. 2002), Ratten (STANGL 2000a), Schweinen (Du-
GAN et al. 1997, OSTROWKA et al. 1999, TISCHENDORF et al. 2002) und auch beim Men-
schen (BLANKSON et al. 2000, SMEDMAN & VESSBY 2001, KAMPHUIS et al. 2003) weisen

darauf hin, dass CLA den Proteinpool des Korpers moderat erhohen. Im Gegensatz dazu
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stehen die Ergebnisse aus verschieden Studien, die keinen Einfluss von CLA auf die Ma-
germasse nachwiesen (STANGL & KICHGESSNER 1999, ZAMBELL et al. 2000, GATLIN
et al. 2002). WEST et al. (1998) stellten an wachsenden AKR/J-M4iusen einen signifikant
verminderten Karkass-Proteinbestand infolge CLA-Supplementation fest. In einer anderen
Studie an Sprague Dawley-Ratten, in der fettreiche CLA-supplementierte Didten gefiittert
wurden, zeichnete sich ein tendenziell verminderter Proteinanteil des Korpers ab (KiM et
al. 2002). Die Diskrepanz zwischen den unterschiedlichen Ergebnissen zeigt, dass auf die-
sem Gebiet weitere Untersuchungen notwendig sind.

Die N-Bilanz stellt den Summeneffekt der Protein- und Energieaufnahme dar. Liegt die
Energieaufnahme unter dem Bedarf, gerdt die N-Bilanz in den negativen Bereich. Da die
Bilanzstudie unter genau definierten Bedingungen einer addquaten Energieversorgung
durchgefiihrt wurde, ist dieser Fakt auszuschlieBen. In klinischen Studien wurde nachge-
wiesen, dass TFA die Insulinresistenz erhdhen (LEFEVRE et al. 1999, BRAY et al. 2002).
Obwohl fiir CLA antidiabetogene Eigenschaften postuliert werden (HOUSEKNECHT
etal. 1998, RYDER et al. 2001), gibt es inzwischen auch Hinweise, dass CLA in lipo-
dystrophen Maiusen die Insulinresistenz steigern (TSUBOYAMA-KASAOKA et al. 2000). In
drei neueren Humanstudien, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass #10,c12-CLA eine Insu-
linresistenz hervorruft (RISERUS et al. 2001, 2002; NOONE et al. 2002). Unter Insulinman-
gel ist die Proteinsynthese im Muskel vermindert und der Proteinabbau erhoht. Der Turno-
ver der Muskelproteine hingt auch von der hormonellen Situation ab. Verschiedene tierex-
perimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass CLA die Sekretion von TNF-a erhd-
hen (TSUBOYAMA-KASAOKA et al. 2000, KELLEY et al. 2002, KOBA et al. 2002). Es wére
denkbar, dass CLA an (unbekannte) Transkriptionsfaktoren bindet, so dass die Expression
von TNF-a aktiviert wird. Insulinresistenz kann durch TNF-a hervorgerufen werden. Zur
Insulinresistenz tragt wahrscheinlich die Downregulation von mRNA-Glukosetransportern
(z. B. GLUT4) bei (HOTAMISLIGIL et al. 1993). TNF-a wirkt iiber Stimulierung der COX-
Aktivitdt und sekundér tliber die daraus resultierende Synthese von AA-Derivaten, die ih-
rerseits zur Konzentrationserhdhung verschiedener Hormone fithren (z. B. Glucocorti-
coide). Die Wirkungen der Glucocorticoide auf den Muskel sind mit denen vergleichbar,
die bei verminderter Insulinausschiittung beobachtet wurden. Zudem rufen sie eine Insulin-
resistenz im Muskel hervor. Schlussfolgernd wére es denkbar, dass CLA direkt und/oder

indirekt den Proteinmetabolismus negativ beeinflussen.
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Obwohl die Ursachen fiir die adversen Effekte nicht gekliart werden konnen, sind diese
moglicherweise auf die unterschiedlichen verwendeten CLA(-Isomeren)-Préparate zurtick-
zufiihren. Beispielsweise enthielt das in dieser Studie eingesetzte Préiparat einen sehr hohen
Anteil an z,#-Isomeren. Vermutlich spielt auch der Kurzzeiteffekt eine nicht zu unterschat-
zende Rolle. Ferner sind weitere Faktoren wie Spezies, CLA-Dosis, Korpergewicht bzw.

Alter der Individuen denkbar.

5.1.2 Einfluss der CLA auf die Fettsdurenzusammensetzung des Serums

Bereits Anfang der 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden CLA im Humanse-
rum von einer Wissenschaftlergruppe des Whittington Hospital in London nachgewiesen
(CAwWOOD et al. 1983, IVERSEN et al. 1984, 1985). Als Hauptisomere wurde ¢9,¢11 identifi-
ziert. In der Literatur sind heute ausreichend Angaben zum CLA-Gehalt im peripheren
Blut zu finden (Tab. 5-1). Allerdings wurde die CLA-Isomerenverteilung im Serum bisher

nicht untersucht.

Tabelle 5-1: Literaturangaben zum CLA-Gehalt im peripheren Blut beim Men-
schen

Referenz N Matrix CLA-Gehalt
FORGERTY et al. 1988 10-153/9  Serum, gesamt 0,30 - 0,54 % der FAME*
BRITTON et al. 1992 34,119 Serum, gesamt 8,9 - 18,8 umoL/L*
SALMINEN et al. 1998 314,499  Serum, gesamt 0,33 % der FAME
JIANG et al. 1999 123 & Serum, gesamt 0,25 % der FAME
ARO et al. 2000 195 9 Serum, gesamt 0,29 % der FAME
BENITO et al. 2001b 17 Q Plasma, gesamt 0,28 % der FAME
MouGIos et al. 2001 153,12 Q  Serum, gesamt 0,020 mmoL/L

0,17 % der FAME
SMEDMAN & VESSBY 27 3,26 Q Serum PL 0,07 % der FAME
2001
NOONE et al. 2002 184,339  Plasma, gesamt 3,8 mg/g Fett*
MASTERS et al. 2002 Plasma, gesamt 12,8 umoL/g Fett*
TURPEINEN et al. 2002 8 &,22 9 Serum, gesamt 0,15 % der FAME*
FREMANN et al. 2002 579 Plasma PL 0,27 % der FAME*

Plasma TG 0,54 % der FAME*

Eigene Studie e} Serum, gesamt’ 2,8 mg/g Fett bzw.

0,30 % der FAME

* detektiert als ¢9,¢111-CLA

t Kontrollperiode
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In der Basisperiode wurden CLA-Gehalte im Serum zwischen 1,9 und 3,7 mg/g Fett ermit-
telt. Der Anteil an CLA betrug im Mittel 0,30 % der Gesamtfettsduren. Die Werte liegen
innerhalb der Grof3enordung der Literaturangaben (Tab. 5-1). Die Schwankungen der Lite-
raturbefunde reflektieren die Unterschiede in der Aufnahme CLA-reicher/armer Lebens-
mittel sowie die Differenzen in der verwendeten Analysenmethode (z. B. Derivatisie-
rungsmethode, instrumentelles Analysenverfahren).

Bei allen Probanden wurde eine stark positive Korrelation zwischen der CLA-Aufnahme
und dem Serum-CLA-Gehalt festgestellt (r = 0,91). Ubereinstimmende Ergebnisse fanden
JIANG et al. (1999) und ARO et al. (2000). Obwohl sich die Fettsdurenzusammensetzung im
peripheren Blut durch hepatische Desaturations- und Elongationsprozesse von der Fettsdu-
renzufuhr iiber die Nahrung unterscheidet, besteht weitgehend Konsens dariiber, dass die
Fettsdurenverteilung im Blut und in den verschiedenen Organen eng mit der Aufnahme
von Fettsduren {iber die konsumierten Lebensmittel korreliert (ZOCK et al. 1997, SANDERS
& ROSHANATI 1983). Demnach reflektieren die Fettsduren des Serums die Nahrungsfettauf-
nahme der vorangegangen Tage, so dass die Fettsdurenzusammensetzung des Serums als
Biomarker fiir die kurzfristige Fettsdurenaufhahme verwendet werden kann. Der Verzehr
von Milchprodukten wirkt sich positiv auf die CLA-Plasmakonzentration aus
(HUANG et al. 1994). Eine mit Cheddarkise angereicherte Diét (4 Unzen/d = 113 g/d) fiihr-
te zur Erhohung der CLA-Plasmakonzentration um 19 - 27 %. In einem anderen Human-
versuch wurde ein verstirkter Einbau von ¢9,/11-CLA in die Plasmaphospholipide infolge
des Verzehrs CLA-reicher Lebensmittel nachgewiesen (BRITTON et al. 1992). Diese Er-
gebnisse indizieren, dass durch Modifikation der Nahrung die CLA-Plasmakonzentration
deutlich erhoht werden kann.

Die Supplementation von tiglich 2 g CLA (absolut) resultierte in einer Erhdhung des
CLA-Serumspiegels im Mittel um das Dreifache. Die CLA-Isomeren im Serum reflektier-
ten die CLA-Isomeren des Supplements. Dieses Ergebnis zeigt, dass alle CLA-Isomeren,
die im Supplement enthalten waren, im Magen-Darm-Trakt vergleichbar effektiv absor-
biert wurden. Die eigenen Untersuchungen entsprechen in der GréBBenordnung den Anga-
ben von BENITO et al. (2001b), SMEDMANN & VESSBY (2001) und NOONE et al. (2002)
(Tab. 5-2). Eine Humanstudie mit abgestuften CLA-Gaben zeigte dariiber hinaus, dass der
CLA-Gehalt der Serumlipide mit steigender CLA-Menge zunahm (MOUGIOUS et al. 2001).




Tabelle 5-2:

Einfluss von CLA auf die Serumfettsdiuren

BENITO et al. SMEDMANN & VESSBY MOUGIOS et al. MASTERS et al. NOONE et al. Eigene Studie
(2001b) (2001) (2001) (2002) (2002)
Probanden
N 17 50 22 9 34 8
Geschlecht 319 3/ 3/ ? 3/ S)
BMI [kg/m?] 23 25 23 23 24 25
Dauer der Intervention 9 Wochen 12 Wochen 8 Wochen 5 Tage 8 Wochen 1 Woche
CLA-Dosis (g/d)
Gesamt 3,90 4,20 0,70 /1,40 1,20 2,02 2,0
Placebo Sonnenblumendl Olivenol Sojadl Olivenol Linolséure -
Fettsduren im Serum am Ende der Studie
CLA gesamt (mg/g Fett) 1,09 +0,31" k. A. 0,033 +0,014° 21,1+£2.9%*  6,2+2.6° (50:50)* 7,7 £0,61
3,6+ 1L,1%°  80+2.9°(80:20)
CLA-Steigerung (%) +290 % +609 % + 73 %; + 200 % in PL +90 % +90 % + 180 %
C16:0 - - 12 % (in PL) - - -
Cl16:1n7 - 15%4 - - - -
C18:0 - 6% 7T - - - -
C18:1 n9 - 9% - - - .
LA - - - - - 13%4
C18:3n3 - 16 % 4 - - - -
C18:3n6 - 24 9% | - - - R
AA - - 6 % (in PL) - - -
C20:3 n6 - 16% 4 16 % 4 - - -
C20:5 n3 - 16% T - - - -
"% der Gesamt-FAME ~ * Angabe innmol/L ~ *¢9,/11-CLA  * umol/g Fett 7 110,c12-CLA *50:50 (c9,11: £10,c12) | 80:20 (9,011 : £10,c12) PL Phospholipide

NOISSOMSIJ

99
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Ein gesunder normolipiddmischer Erwachsener besitzt einen zirkulierenden Lipidpool von
30 g (~ 5 g/L Serumlipidkonzentration, ~ 6 Liter Blutvolumen). Unter der Pramisse, dass
nahezu 100 % der supplementierten CLA-Menge (2 g) vom Intestinum absorbiert wurden,
errechnet sich eine Wiederfindung im Serum von etwa 12 %. Es handelt sich allerdings
hierbei lediglich um einen Nédherungswert, da Ein- und Ausbauvorgédnge unberiicksichtigt
bleiben. In einer Studie von BENITO et al. (2001b) wurden taglich 3,9 g CLA iiber einen
Zeitraum von 9 Wochen an 17 Probanden verabfolgt. Im Gegensatz zur eigenen Studie
belief sich die Wiederfindung von CLA im Serum auf 4,2 %. Die Ergebnisse der Autoren
sind insgesamt nicht stimmig. Besonders Unklarheiten bei der Auswertung lassen methodi-
sche Einwédnde zu. Fettsduren werden in Abhéngigkeit von der Kettenldnge absorbiert und
transportiert. Langkettige Fettsduren werden in der Darmmukosazelle zu Triacylglyceriden
reverestert, in Chylomikronen und VLDL (very low density proteins) eingeschlossen, an
das Lymphsystem abgegeben und zur Leber transportiert. Dort unterliegen sie nur marginal
der B-Oxidation und gelangen schlielich in das Fettgewebe. Aufgrund ihrer Kettenlinge
sind CLA fiir die Deponierung in den Adipozyten pradestiniert. Angesichts dieser Tatsache
kann angenommen werden, dass die nutritiv zugefiihrten CLA bereits im Fettgewebe abge-
lagert wurden. Ferner besteht die Mdglichkeit, dass ein Teil der absorbierten CLA metabo-
lisiert wurde (Elongation, Desaturation bzw. 3-Oxidation). BANNI und Mitarbeiter identifi-
zierten im Gewebe von Limmern (1996), in der Rattenleber (1999a) sowie im Plasma,
Fettgewebe und in der Erythrozytenmembran des Menschen (1999b) die Fettsduren C18:3,
C20:3 und C20:4 mit einem konjugierten Doppelbindungssystem. Weitere CLA-
Metaboliten wurden im Leber -und Fettgewebe von SEBEDIO et al. (1997, 2001) entdeckt.
Das CLA-Isomere ¢9,/11 im Serum ist ein guter biologischer Marker fiir die kurzzeitige
Milchfettaufnahme des Menschen. Die Lebensmittel(aus)wahl ist eine wichtige Einfluss-
grofle, welche die Fettsdurenzusammensetzung des Fettgewebes determiniert (FIELD &
CLANDININ 1984). Folglich reflektiert die Fettsdurenzusammensetzung des Fettgewebes
das aufgenommene Nahrungsfett. Die Aufnahme von Milchprodukten korreliert positiv mit
dem CLA-Gehalt im Fettgewebe (JIANG et al. 1999). Der Einbau von CLA in die verschie-
denen Gewebe hingt von den in den Geweben enthaltenen Lipidklassen ab. Da CLA be-
vorzugt in Triacylglyceride eingebaut werden (BANNI & MARTIN 1998), findet die Inkor-
poration und Speicherung der CLA vorwiegend im Fettgewebe statt. JIANG et al. (1999)
wiesen im Fettgewebe die doppelte Menge an CLA im Vergleich zum Serum nach. Ein
mathematischer Zusammenhang zwischen der CLA-Menge im Serum und der im Fettge-

webe wurde allerdings nicht festgestellt. Diese Tatsache ist auf verschiedene Ursachen
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zuriickzufiihren: CLA werden bedingt durch ihre bevorzugte Inkorporation in Triacylgly-
ceride vorwiegend im Fettgewebe eingelagert und aufgrund der geringeren Turnover-Rate
des Fettgewebes moglicherweise verstirkt akkumuliert. Die endogene Synthese des ¢9,¢11-
Isomeren via A9-Desaturase aus tVA spielt gleichermafBen eine entscheidende Rolle. Da-
durch kommt es zur Anhdufung von ¢9,¢11-CLA; andere Isomeren werden durch Isomeri-
sierungsreaktionen generiert.

Die Zulage an CLA bewirkte eine Anderung der Fettsiurenverteilung. Der Anteil an SFA
stieg schwach signifikant an. Gleichzeitig verminderte sich der Anteil an PUFA signifi-
kant, wihrend die MUFA unbeeinflusst blieben. Ahnliches fanden SMEDMANN & VESSBY
(2001) in Serum- und Thrombozytenlipiden. Bisherige Untersuchungen weisen darauf hin,
dass CLA die Fettsdurenzusammensetzung der Gewebelipide beeinflussen. Durch CLA-
Gabe an Ratten (Szymczyk et al. 2000, Sisk et al. 2001) und Kiiken (DU et al. 2001,
Szymczyk et al. 2001) wurde im Fettgewebe die Summe der SFA bei gleichzeitiger Sen-
kung der MUFA und PUFA erhoht. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch im Hithnerei-
gelb erzielt (AYDIN et al. 2001). Untersuchungen von STANGL (2000b) zeigen, dass die
Verfiitterung von CLA an Ratten ebenfalls einen hoheren SFA- und geringeren PUFA-
Anteil in den Karkasslipiden bewirkte. Die Arbeitsgruppe von SEBEDIO et al. (2001) kons-
tatierte in Versuchen an Ratten, dass CLA die Fettsdurenzusammensetzung der einzelnen
Lipidklassen beeinflussen. Die CLA-Gabe fiihrte in Phospholipiden, Triacylglyceriden und
Cholesterolestern der Leber zu einem hoheren Sittigungsgrad. Die Autoren postulieren,
dass nicht ¢9,111-CLA sondern ¢10,c12-CLA fir diesen Effekt verantwortlich ist. CLA
beeinflussen insbesondere einzelne Fettsduren nachhaltig. In einer Studie an Ratten wurde
ein signifikant verminderter C18:1-Gehalt im Leber-, Muskel- und Knochengewebe nach
CLA-Gabe beschrieben (L1 & WATKINS 1998). CHOUINARD et al. (1999a) und BAUMGARD
et al. (2001) bestitigten eine signifikante Verminderung des C18:1-Gehaltes bei gleichzei-
tigem Anstieg des C18:0-Gehaltes in den Milchlipiden von Kiihen. Auch im Humanver-
such von SMEDMANN & VESSBY (2001) wurde ein signifikanter Abfall der C18:1-
Konzentration in den Serumphospholipiden nachgewiesen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass CLA (vor allem das Isomere #10,c12) die Aktivitit der SCD hemmen. Offensicht-
lich modulieren CLA die mRNA-Expression sowohl des SCD1- als auch des SCD2-Genes
(LEE et al. 1998, BRETILLON et al. 1999, NTAMBI et al. 1999, CHoI et al. 2000, 2001). Eine
Verdanderung des MUFA-Anteils bzw. einzelner einfach ungesittigter Fettsduren war in
den eigenen Untersuchungen nicht nachweisbar. Beim Vergleich dieser Resultate mit den

bisherigen Humanstudien wurde in fiinf von vier Untersuchungen ebenfalls kein Einfluss
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der CLA auf diese Parameter festgestellt (BENITO et al. 2001b, MouUGIOS et al. 2001,
MASTERS et al. 2002, NOONE et al. 2002).

Im vorliegenden Versuch wurde ein signifikanter Abfall des Serum-LA-Gehaltes festge-
stellt. Demgegeniiber blieb der Serumgehalt an AA unbeeinflusst. In den Untersuchungen
von BENITO et al. (2001b) sowie SMEDMANN & VESSBY (2001) wurden keine signifikanten
Anderungen beider Fettsduren weder im Plasma noch im Fettgewebe beobachtet. In einer
anderen Humanstudie, in der 0,7 g CLA in den ersten 4 Wochen und anschlieend 1,4 g
CLA in den folgenden 4 Wochen appliziert wurden, zeichnete sich ein signifikanter Abfall
des AA-Gehaltes im Serum ab (MOUGIOS et al. 2001). Von SzyMczYK et al. (2000, 2001)
wurden in Tierexperimenten an Ratten und Kiiken ein verminderter Anteil an LA und AA
in den Lipiden des Fett- und Muskelgewebes als Folge der CLA-Supplementation nachge-
wiesen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in den Gewebelipiden CLA-gefiitterter Hiihner
(Cook et al. 1993), Ratten (MILLER et al. 1994) und Maiuse (BELURY et al. 1997, SUGA-
NO et al. 1997) gefunden. Offenbar beeinflussen CLA den Metabolismus der AA. Dies
wiederum fiihrt zu einer Anderung der Membranenzusammensetzung, so dass deren Flui-
ditit und Flexibilitdt verdndert wird. Zusammenhénge zwischen Fett(sduren) in der Nah-
rung und der Kanzerogenese werden seit Jahrzehnten diskutiert. So korreliert der Gehalt an
AA 1m Serum positiv mit der Brustkrebsinzidenz (ARO et al. 2000). AA stammt entweder
direkt aus der Nahrung oder entsteht infolge Desaturation und Elongation aus LA. Die
Tumorbildung wird gefordert, indem der Metabolismus von LA zu AA sowie zu Eicosa-
noiden (Prostaglandin E;) durch das Gewebe erhoht ist (IP et al. 1991, BARTSCH et al.
1999). CLA konnen die Kanzerogenese modulieren, indem sie die Desaturation und Elon-
gation der LA zu AA hemmen (BANNI et al. 1999a). Unter CLA-Gabe steigt in verschiede-
nen Lipiden der Anteil an CLA zuungunsten der AA (CooK et al. 1993, BELURY 1995,
BELURY & KEMPA-STECZKO 1997). Eine Reihe von Untersuchungen haben den direkten
bzw. indirekten Beweis geliefert, dass CLA die Synthese der Prostaglandine aus der AA
hemmen, indem die Bereitstellung des Prdkursors AA  einschriankt wird
(L1 & WATKINS 1998, TUREK et al. 1998; BANNI et al. 1999a; KRAMER et al. 1999). Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der AA-Bildung aus LA ist die Konvertierung
durch die A6-Desaturase. CLA konnen als Substrat mit anderen PUFA um die A6-
Desaturase konkurrieren. Alternativ ist die Konkurrenz von Elongations- bzw. Desaturati-
onsprodukten der CLA-Isomeren um die Enzyme Phospholipase, COX oder LOX denkbar
(BELURY 1995). Der AA-Gehalt der Serumlipide blieb infolge der CLA-Supplementation

bei allen Humanstudien unbeeinflusst. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Befun-
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den der Tierexperimente, die eine Senkung des AA-Gehaltes in den Serum- bzw. Gewebe-
lipiden nachwiesen. Vermutlich beeinflussen CLA den Fettsdurenstoffwechsel verschiede-
ner Spezies unterschiedlich bzw. es ist denkbar, dass sich die Metabolisierung der CLA
zwischen Mensch und Tier unterscheidet. In einer vergleichenden Untersuchung an Ratten
und Menschen konnte bereits gezeigt werden, dass sich das Verhiltnis von CLA zu CLA-
Metaboliten in den Gewebelipiden des Menschen signifikant von dem der Ratten unter-
scheidet (BANNI et al. 1999b). Der CLA-Metabolit C20:4 wurde weder im Plasma noch in
der Erythrozytenmembran bzw. im Fettgewebe des Menschen nachgewiesen. Gegebenen-
falls ist fiir einen AA-senkenden Effekt ein ldngerer Applikationszeitraum bzw. eine hohe-
re CLA-Dosis notwendig. Im Vergleich zu den Tierstudien waren die durchgefiihrten Hu-
manversuche relativ kurz. Es ist davon auszugehen, dass der CLA-Gehalt der Supplemente
nicht ausreichte, um die oben genannten Mechanismen hervorzurufen.

Verschiedene Studien an Ratten beschreiben eine Senkung des C18:3 n6-Anteils in den
Gewebelipiden (BANNI et al. 1999a, L1 et al. 1998). Ergebnisse von Humanstudien bestéti-
gen diese Beobachtung nicht, obwohl der Gehalt dieser Fettsdure in der Tendenz abfiel
(eigene Studie, SMEDMANN & VESSBY 2001, Moucios et al. 2001). Die von NOONE et al.
(2002) beobachtete signifikante Reduktion des C20:5 n3-Plasmaspiegels konnte durch die
vorliegenden Untersuchungen nicht bestdtigt werden. Der Gehalt an C20:5 n3 stieg ledig-
lich in der Tendenz an. Mdglicherweise spielt die Zusammensetzung des Préparates eine
entscheidende Rolle. Im Unterschied zur vorliegenden Studie enthielt das von NOONE et al.
(2002) verabreichte Supplement ausschlieBlich die Isomeren ¢9,711 und ¢10,c12 in einem
Verhiltnis von 80:20. Ergebnisse von BANNI et al. (1999a) und L1 & WATKINS (1998) zei-
gen an Ratten einen gesteigerten Anteil an C22:4 n6 und C22:5 n6 bei gleichzeitig vermin-
derten C20:3 n6-Anteil in verschiedenen Gewebelipiden. Vergleichbares ist auch fiir Se-
rumphospholipide des Menschen nach einer CLA-Applikation beschrieben worden
(SMEDMAN & VESSBY 2001). Moucios et al. (2001) wiesen eine signifikant niedrigere
Plasmakonzentration an C22:5 n6 nach. In der eigenen Studie wurden keine signifikanten
Unterschiede in der Serumlipidkonzentration dieser Fettsduren (C20:3 n6, C22:4 n6, C22:5
no6) festgestellt.

5.1.3 Einfluss der CLA auf die fakale Exkretion der Fettsduren

Die Gesamt-CLA-Menge, die in der Basisperiode fikal ausgeschieden wurde, betrug

0,5 mg/g T. Bezogen auf 5 g normierte Fettausscheidung wurden taglich 9,5 mg CLA aus-
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geschieden. Die grof3e individuelle Variation in der CLA-Ausscheidung bedingt die hohe
Streuung der gemessenen Werte.

Eine mikrobielle Synthese von CLA aus freier LA wurde im Intestinaltrakt von Ratten
nachgewiesen (CHIN et al. 1993, 1994). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Katzen und
Hunden gefunden (FUKUDA et al. 2002). Dementsprechend kann angenommen werden,
dass auch iiber die Intestinalflora des Menschen geringe Mengen an CLA aus freier LA
entstehen. Dagegen stehen allerdings die Angaben von KAMLAGE et al. (2000). Vermutlich
ist diese Diskrepanz auf das Versuchsdesign zuriickzufiihren. Das Autorenkollektiv isolier-
te Bakterienkolonien aus Humanfidzes und siedelte diese in den Darm gnotobiotischer
(keimfreier) Ratten an. Zudem wurde veresterte LA appliziert. Aus der Literatur ist hinge-
gen bekannt, dass nur freie und unveresterte LA von den Bakterien isomerisiert werden
kann (CHIN et al. 1994).

HERBEL et al. (1998) konstatierten, das eine LA-reiche Erndhrung nicht zu einem gestei-
gerten CLA-Plasmaspiegel fiihrt. Die geringen im Darm gebildeten CLA tragen nicht zur
Anreicherung der Korperlipide bei, da im Kolon bzw. Zikum Fettsduren nicht bzw. nur
geringfiigig absorbiert werden. Folglich werden die intestinal gebildeten CLA {iber die
Fézes ausgeschieden. Fiir die bakterielle CLA-Bildung im Darm spricht auch das in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene CLA-Isomerenmuster der Fizeslipide. Die Verteilung
der Isomeren in den Fézeslipiden unterscheidet sich deutlich von der im Serum und im
Gewebe (SUGANO et al. 1997, KRAMER et al. 1998b, eigene Resultate). Nach den Ergebnis-
sen der Untersuchung stellt das Isomere 9,11 mit 81 % den Hauptanteil an den Gesamt-
CLA in den Fizeslipiden. Auffillig ist der hohe Anteil des Isomeren 10,12. Dieses kommt
in der Nahrung nur in sehr geringen Mengen vor. Eine endogene Synthese, z. B. infolge
Desaturations- oder Isomerisierungsreaktionen durch korpereigene Enzyme, ist eher un-
wahrscheinlich. Letztlich besteht nur noch die Moglichkeit der Bildung dieses Isomeren
iiber die Bakterienflora im Darm. Auch aus /n-vitro-Versuchen gibt es Hinweise, dass un-
ter dem Einfluss der Intestinalbakterien 10,12-CLA verstéirkt gebildet werden (FUKUDA
et al. 2002). Die CLA-Supplementation bewirkte einen Anstieg der CLA-Konzentration in
den Fizeslipiden um das Doppelte (1,0 mg/g T bzw. 24 mg/d). Die gemessenen CLA-
Gehalte in den Fizes bewegten sich zwischen 0,4 und 2,1 mg/g T bzw. zwischen
10 und 48 mg/d. Eine Priifung verschiedener Einflussfaktoren (Koérpergewicht, BMI, Fett-
aufnahme) auf die CLA-Ausscheidung ergab hingegen keinen signifikanten Einfluss. Die
hohe Varianz in der CLA-Exkretion unterstreicht die individuellen Unterschiede in der

CLA-Absorption bzw. bakteriellen Synthese der einzelnen Probanden. Zudem ist anzu-




DISKUSSION 72

nehmen, dass generelle Unterschiede im Stoffwechsel (z. B. Verdaulichkeit, Turnover,
Akkumulation etc.) der Probanden das differente Ausscheidungsmuster bedingen.

Die Fettsdaurenzusammensetzung der Fazeslipide ist in der Literatur nur selten zu finden.
Daten zu einer vollstdndigen Fettsdurenverteilung in den Humanfizes fehlen génzlich. Es
existieren lediglich wenige Angaben zu einzelnen Fettsduren (Tab. 5-3). Die eigenen Er-
gebnisse (in mg/d) stimmen mit den Angaben von BATTA et al. (2002) sehr gut {iberein.
Die von EDIONWE & KIES (2001) beschriebenen Ergebnisse der einzelnen Fettsduren (in %
der FAME) unterscheiden sich von den hier dargestellten Werten. Insbesondere der Anteil
an Olsdure lag in jenen Untersuchungen vergleichsweise sehr hoch. Im Gegensatz dazu
war der Anteil an Linolensdure niedrig. Vermutlich ist diese Diskrepanz auf die angewan-
de Analysenmethode zuriickzufiihren. AuBlerdem werden von EDIONWE & KIES (2001)
keine Basiswerte angegeben. Die Daten stammen lediglich von den verschiedenen Behand-
lungsgruppen. Es ist moglich, dass die Intervention (verschiedene Ol-angereicherte Diiten)
die Verschiebung der Fettsdurenanteile bewirkte. Dementsprechend ist eine Vergleichbar-

keit mit den eigenen Resultaten nicht gegeben.

Tabelle 5-3: Ubersicht zum Fettsiurengehalt bzw. zur Fettsiurenverteilung in den
Fizeslipiden
Eigene Studie BATTA et al. (2002) EDIONWE & KIES (2001)
% der FAME mg/d mg/d % der FAME
C16:0 10-16 454 - 708 523 - 751 18-22
C18:0 4- 6 185- 279 283 -479 20-23
C18:1 19-30 869 - 1339 765 -921 14 -21
LA 25-37 1190 - 1650 k. A. 18 -24
C18:3 13-24 582 -1098 k. A. 8-13

Die CLA-Supplementation bewirkte gegeniiber den Basiswerten in den Fazeslipiden einen
deutlichen Anstieg an SFA bei gleichzeitiger Verminderung der PUFA. Wihrend LA und
C18:3 n6 signifikant weniger ausgeschieden wurden, stieg der Anteil an AA signifikant an.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Fettsdurenverteilung der Fizeslipide das Fettsdurenmuster
des Serums reflektiert (SFA T, LA und C18:3 n6 ). Die iiber die Nahrung zugefiihrte
Fettsdurenmenge und -art beeinflusst die Absorption der Fettsduren (JORGENSEN et al.
2000). Da der Gehalt an AA im Serum nahezu konstant blieb, wurde vermutlich weniger
AA aus der Nahrung absorbiert. Dariiber hinaus konnte auch die Bakterientitigkeit des

Darms fiir diesen Effekt verantwortlich sein.
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5.2 Rattenversuch

5.2.1 Beeinflussung der Nihrstoffbilanz und Karkasszusammensetzung

In der Futter- bzw. Nahrstoffaufnahme und Gewichtsentwicklung der Tiere wurden keine
auf die Priifsubstanzzulage zuriickfiihrbaren Unterschiede festgestellt. Die gefundenen
Ergebnisse entsprechen denen fritherer Studien an Miusen (SANTORA et al. 1998, 2000,
LOOR et al. 2002a) und Ratten (BANNI et al. 2001). Die Ausscheidung und scheinbare Ver-
daulichkeit von Fett und Energie blieb konstant, wéihrend die Stickstoffausscheidung tiber
den Harn infolge VA-Zulage signifikant anstieg. Dies findet auch Ausdruck in einer ten-
denziell verminderten scheinbaren Verdaulichkeit des aufgenommenen Stickstoffs. Die
erhohte renale Stickstoffexkretion spricht, wie bei der Humanstudie (vgl. Kap. 4.1.1 und
5.1.1), fiir eine katabole Stoffwechsellage. Entsprechend diesem Ergebnis wurde ein ver-
minderter Proteinanteil des Karkasses erwartet, dieser blieb hingegen unverandert. Aller-
dings représentiert Karkass nicht den Gesamtkorper (ca. 40 %), so dass eine Interpretation
der Resultate nicht ohne weiteres moglich ist. Die Kontrolltiere nahmen iiber das Futter
keinerlei fVA auf. Der signifikante Anstieg der scheinbaren Verdaulichkeit von fVA war
bei den Versuchstieren in erster Linie eine Auswirkung der hohen fVA-Zufuhr. Eine Be-
einflussung der Korperzusammensetzung in Zusammenhang mit der Priifsubstanz wurde
nicht erwartet, da bei Méusen keine korpermodulierende Wirkung der aus fVA gebildeten
CLA nachgewiesen wurde (SANTORA et al. 2000). Es besteht weitgehend Konsens dartiber,
dass nur ¢10,c12-CLA die Anderung der Kdrperzusammensetzung hervorruft (PARK et al.
1999b). Erwartungsgemél wurden keine Unterschiede in der Zusammensetzung der Kar-
kassen festgestellt. Lediglich der Wassergehalt stieg unerklérlicherweise infolge der VA-

Zulage signifikant an.

5.2.2 Akkumulation von fVA und ¢cVA

Der Gehalt an fVA und c¢VA stieg im Rattenkorper proportional zu der mit dem Futter auf-
genommenen Menge an. Die durchschnittliche Netto-Zunahme an tVA lag in Abhéngig-
keit von der Gewebeart zwischen 0,3 und 11,8 mg/g Fett nach 0,5 %iger VA-Zulage sowie
zwischen 0,6 und 26,6 mg/g Fett nach 1 %iger VA-Zulage. Der tVA-Pool im Rattenkdrper
wurde im Mittel um das 24- (0,5 % VA) bzw. 50-fache (1 % VA) erhoht. Obwohl fiir cVA
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eine dhnlich hohe Netto-Zunahme im Korper erreicht wurde (0,5 % VA: 13,2 mg/g Fett;
1 % VA: 20,8 mg/g Fett) stieg deren Anteil nur maximal um das Doppelte. Dieser Unter-
schied ist im Futter begriindet. Bereits im Kontrollfutter waren grof8ere Mengen an cVA
enthalten (12 mg/g Fett). Zudem belief sich die cVA-Menge im Préparat auf 12 %, wéh-
rend fVA zu 31 % enthalten war. Fiir cVA wurde eine um 3 % geringere Verdaulichkeit
ermittelt. Die Verdaulichkeit, wie auch die Utilisierung von Fettsduren, wird weitgehend
von deren Schmelzpunkt bestimmt. Fettsduren mit einem héheren Schmelzpunkt werden
schlechter absorbiert. CFA haben im Vergleich zu TFA einen héheren Schmelzpunkt. In-
wieweit sich diese Gegebenheit auf die vorliegenden Ergebnisse auswirkt, kann jedoch
nicht abgeschétzt werden. c¢VA wird endogen synthetisiert und kommt entsprechend in
hoheren Mengen im Rattenkorper vor (HOLLOWAY & WAKIL 1964). Es wire denkbar, dass
c¢VA aufgrund der Sattigungskinetik weniger akkumuliert.

tVA und c¢VA wurden in die verschiedenen Gewebearten differenziert eingebaut. Die In-
korporation von Fettsduren in die Gewebelipide hiangt von der Position und Konfiguration
der Doppelbindung ab (REICHWALD-HACKER et al. 1979). Die Anteile an tVA und cVA
blieben im Gehirn nahezu konstant. Aufgrund der speziellen Struktur der Gehirnkapillaren
ist deren Permeabilitit im Vergleich zu den anderen Geweben relativ gering. Fiir Proteine
ist die Blut-Hirnschranke beispielsweise inpermeabel. Fettlosliche Substanzen werden an
der Passage in das Gehirn gehindert. Lediglich die wasserldslichen Ketonkorper der Fett-
sduren treten iiber (zur Energiegewinnung im Hirn). Fettsduren werden an Serumalbumin
gebunden transportiert und konnen deshalb die Blut-Hirnschranke nicht iiberwinden
(LOFFLER & PETRIDES, 1998).

Die hochsten Gehalte und Nettozunahmen an fVA wurden im Fettgewebe, vor allem im
weillen, sowie in den Ovarien nachgewiesen. cVA wurde bevorzugt in das Fettgewebe, den
Thymus, das Herz, die Ovarien und die Erythrozytenmembran eingebaut. Ein vergleichba-
rer gewebespezifischer Einbau von tVA und ¢VA wurde von REICHWALD-HACKER et al.
(1979) festgestellt. Aus den gefundenen Ergebnissen geht deutlich hervor, dass beide Fett-
sduren hauptsdchlich im Fettgewebe akkumulieren. Die Fettsduren des Fettgewebes stam-
men nur zu einem geringen Anteil aus der De-novo-Synthese. Die Triacylglyceride des
Fettgewebes werden im Wesentlichen aus den zirkulierenden Fettsduren gebildet. Entspre-
chend reflektiert das Fettgewebe des Monogastriden die mit der Nahrung aufgenommenen
Lipide. Ovarien sind im Vergleich zu anderen Organen relativ Triacylglycerid-reich. Da
VA und cVA bevorzugt in diese Lipidklasse eingebaut werden, erklért sich deren hoher

Anteil in den Ovarien. Ferner ist davon auszugehen, dass das beobachtete Muster des ge-
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webespezifischen Fettsdureneinbaus die Selektivitit der Fettsduren im Stoffwechsel wider-
spiegelt. Moglicherweise werden fVA und ¢VA in diesen Geweben langsamer metaboli-

siert und/oder aufgrund ihrer Struktur bevorzugt eingebaut.

523 Bildung von CLA

Der beobachtete signifikante Anstieg des CLA-Gesamtgehaltes als Folge der VA-
Supplementation deckt sich mit den Angaben aus der Literatur (PALMQUIST & SANTORA
1999, SANTORA et al. 2000, BANNI et al. 2001, LOOR et al. 2002a; Tab. 5-4 und 5-5). Im
Mittel stieg der CLA-Gehalt um das 7- bzw. 14-fache, maximal um das 13- bzw. 27-fache
an. Dies entspricht den Ergebnissen von BANNI et al. (2001). Bei einem #VA-Anteil von
1% in der Didt zeigten Maéuse insgesamt einen deutlich geringeren CLA-Zuwachs
(SANTORA et al. 2000, LOOR et al. 2002a).

Die Steigerung der CLA-Gehalte wurde unabhéngig vom Geschlecht sowohl im Ratten-
korper als auch in den einzelnen Geweben, im Serum und in der Erythrozytenmembran
ermittelt. Die Akkumulation der CLA war gewebespezifisch. Die hochsten CLA-Gehalte
wurden im Fettgewebe und in den Gonaden, die niedrigsten im Herz, in der Leber und in
der Erythrozytenmembran festgestellt. Der relative CLA-Anteil hingegen stieg in Leber,
Nieren und Fettgewebe am stérksten an. Ein vergleichbares CLA-Verteilungsmuster nach
CLA-Gabe an Ratten ist von SUGANO et al. (1997) und ALASNIER et al. (2002) beschrieben
worden. BANNI et al. (2001) wiesen ebenfalls die hochsten CLA-Gehalte im (Brust-)Fett-
gewebe nach. In der vorliegenden Studie wurden vergleichsweise niedrige CLA-Gehalte in
der Leber festgestellt; obwohl die relative Zunahme des CLA-Anteils sehr hoch war. Da-
gegen stehen die Angaben von LOOR et al. (2002a), die keine Konzentrationsunterschiede

fiir CLA zwischen Leber, Brustdriise und Karkass fanden.
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Tabelle 5-4: Studien zur Konversion von tVA in CLA an Mdusen (Karkass)
Netto-Zunahme [mg/g Fett] Konversionsrate [%]
Autor N Dauer Supplement VA CLA ! 2
PALMQUIST & SANTORA (1999) 309 14d 1% tVA k. A’ k. A. 20 50,8
SANTORA et al. (1998, 2000) 30 9 14d 1 % C18:0 (Kontrolle) 22,8 38,8 12 48,4
1% VA
LOOR et al. (2002a) 24 Q 12d 25,0 5,0 k. A. k. A.

' Konversion der im Futter enthaltenen tVA in Karkass-rVA
* Konversion der in Geweben gespeicherten fVA in CLA
k. A. - keine Angabe

Tabelle 5-5: Studien zur Konversion von tVA in CLA an Ratten (Karkass)
Netto-Zunahme [mg/g Fett] Konversionsrate [%]
Autor N Dauer Supplement tVA CLA ! 2
BANNI et al. (2001) 16 ¢ 21d 0 % (Basisdidt), 34,9 (1 %) 16,5 (1 %) k. A. k. A.
1,2,3% VA 78,5 (2 %) ! 33,6 (2 %) )
44,9 (3 %) 24,5 (3 %)
vorliegende Studie jel123,9 15d 1 % Sojadl (Kontrolle), 4,18 (0,5 %) 1,53 (0,5 %) 10,9 (0,5 %) 24,6 (0,5 %)
0,5 % (+ 0,5 % Sojadl), 8,83 (1 %) 3,43 (1 %) 18,6 (1%) 26,1 (1%)
1%

* Angabe in nmol/mg Fett

9L
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Die unterschiedliche Geweberetention von CLA ist bis heute weitgehend ungeklért. Eine
verstirkte CLA-Akkumulation im Gewebe reflektiert dessen selektive Aufnahme oder
langsamere Metabolisierung. Im Gegensatz dazu deutet eine geringere CLA-Deposition
auf eine selektive Diskriminierung oder auf eine schnelle Metabolisierung hin (YURAWECZ
et al. 1999). CLA werden iiberwiegend in Neutrallipide und im begrenzten Ausmal} in
Phospholipide inkorporiert (IP et al. 1996, 1997, 1999). Daraus ergibt sich, dass CLA be-
vorzugt in Gewebe eingebaut werden, die einen hohen Anteil an Neutrallipiden aufweisen
(Fettgewebe). Da die Lipide der Leber zu etwa 65 % aus Phospholipiden bestehen
(ANDERSON et al. 1975), féllt deren Gehalt an CLA relativ gering aus. Gleiches trifft auch
auf die Gewebe Herz, Nieren und Skelettmuskel bzw. auf die Erythrozytenmembran zu.
Beim Vergleich der CLA-Gehalte zwischen dem weiflen und braunen Fettgewebe fillt auf,
dass im weiBlen Fettgewebe doppelt so viel CLA akkumuliert wurde wie im braunen Fett-
gewebe. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich in der Funktion der beiden Gewebe be-
griindet. Wahrend das weille Fettgewebe auf die Bildung und Speicherung von Triacylgly-
ceriden spezialisiert ist, iibernimmt das braune Fettgewebe durch intramitochondriale Sub-
stratoxidation die Funktion der Thermogenese. Fiir den Menschen spielt das braune Fett-
gewebe keine Rolle. In der prinatalen Phase bildet sich beim Menschen das braune Fett-
gewebe nahezu vollstindig zurlick, bei Nagetieren, besonders bei Ratten, bleibt es hinge-
gen auch im adulten Zustand erhalten.

Fettsduren sind strukturelle Einheiten von Membranen, Energielieferanten und Ausgangs-
substanzen fiir die Eicosanoidsynthese und kommen entsprechend ihrer Funktion in
Membranen, Adipozyten und im Serum vor. Das Fettsdurenspektrum im Serum bzw.
Plasma von Mensch (und Ratte) reflektiert die Nahrungsaufnahme der letzten Tage
(KOHLMEIER 1995), so dass Serumfettsduren keine geeigneten Indikatoren fiir die im Kor-
per gespeicherten Fettsduren sind. Nach BATES et al. (1997) besteht bei den meisten Indi-
viduen kein Zusammenhang zwischen den Fettsduren im Serum und denen des Fettgewe-
bes. Auch die Ergebnisse von JIANG et al. (1999) zeigen, dass keine quantitative Beziehung
zwischen dem CLA-Gehalt im Serum und dem CLA-Gehalt des Fettgewebes besteht. Im
Gegensatz zum Serum sind Erythrozyten aufgrund ihrer Halbwertszeit von ca. 120 Tagen
geeignete Biomarker. Die Fettsdurenverteilung in Membranlipiden spiegelt das Fettsdu-
renmuster des Gesamtkorpers sowie die Fettsdurenaufnahme iiber eine ldngere Zeitspanne
wider (ARAB 2003). Die Ergebnisse aus einer Tiermodellstudie an Schweinen zeigen, dass
der CLA-Gehalt der Erythrozytenmembran als geeigneter Biomarker fiir die langfristige

CLA-Aufnahme genutzt werden kann (STANGL et al. 1999). Eine nahezu lineare Steige-
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rung der CLA-Gehalte in der Erythrozytenmembran durch Verabreichung der Priifsubstanz
konnte auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden (0 % VA: 0,9 g/g Fett;
0,5 % VA: 2,0 mg/g Fett; 1 % VA: 3,0 mg/g Fett). Man kann die verschiedenen Gruppen
miteinander vergleichen, so dass in dieser Bezichung die Erythrozytenmembranen auch in
Humaninterventionsstudien genutzt werden kénnen. Die Ubertragung der CLA-Gehalte
der Erythrozytenmembran auf den Korper war allerdings nicht moglich (Rattenkdrper
3,7 mg/g Fett). Es ist anzunehmen, dass der Versuchszeitraum in Bezug auf die Halbwerts-
zeit (20 - 45 Tage) und den Turnover der Erythrozyten zu kurz angesetzt war.

Durch einen experimentellen Vergleich von konventionellen und keimfreien Ratten wurde
eindrucksvoll gezeigt, dass Monogastriden in der Lage sind, iiber die Darmmikrobenflora
aus freier LA CLA zu bilden (CHIN et al. 1994). Die direkte Synthese von CLA aus LA
wurde z. B. fiir das aus dem Rattenkolon isolierte Bakterium Lactobacillus reuteri nach-
gewiesen (YANG 1997). Es ist aber davon auszugehen, dass eine Vielzahl von Bakterien in
der Lage sind CLA zu bilden. Langkettige, ungeséttigte Fettsduren werden im Kolon nicht
absorbiert, sondern iiber die Fizes exkretiert (CAREY et al. 1983). Da die Isomerisierung
der LA zu CLA im Kolon stattfindet, ist anzunehmen, dass CLA nur marginal resorbiert
werden und somit nicht zur Anreicherung der Korperlipide beitragen. Unter dieser Pramis-
se konnen die bakteriell gebildeten CLA bei der Ratte nur mittels Koprophagie wieder in
den Tierkdrper und zur Absorption gelangen. In der ersten Versuchsphase wurden die Tie-
re in Standardkifigen gehalten, so dass eine Koprophagie prinzipiell méglich war. Durch
die Haltung der Ratten in Einzeltier-Stoffwechselkédfigen wurde der Fizesverzehr zwar
eingeschrinkt, konnte jedoch nicht génzlich unterbunden werden. Die geringen Mengen an
CLA im Korper der Kontrolltiere bestéitigen dies.

Das Futter der Tiere enthielt einen hohen Anteil an LA, da Sojadl grundsétzlich dem Stan-
dardfutter zum isoenergetischen Ausgleich zugesetzt wurde. Zur Messung der Konversion
von fVA in ¢9,¢/11-CLA ist das verwendete Ol nicht optimal geeignet; es wurde gewihlt,
weil Sojadl die mittlere Fettsdurenverteilung des iiblichen Rattenfutters représentiert. In
den Fazeslipiden der Kontrollgruppe wurde der hochste CLA-Gehalt festgestellt. In den
Zulagegruppen wurde signifikant weniger CLA ausgeschieden. Der hohere CLA-Gehalt in
den Fézeslipiden der Kontrolltiere ist in erster Linie durch die im Futter enthaltene hohe
LA-Menge bedingt (Futter mit 0 % VA-Anteil: 1 % Sojadl-Zusatz). Dieses Ergebnis un-
termauert die bakterielle Synthese von CLA im Darm.

Der Einfluss von fVA auf die Entstehung von CLA-Isomeren ist nur unzureichend geklért.

Bisherige Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen wiesen die Bildung des CLA-
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Isomers ¢9,¢11 aus fVA nach (PALMQUIST & SANTORA 1999, GLASER et al. 2000, GRIINARI
et al. 2000a, SANTORA et al. 2000, BANNI et al. 2001, MEUER et al. 2001, LOOR et al.
2002a). Die Bildung weiterer CLA-Isomeren wurde hingegen nicht betrachtet. Durch die
Aufnahme von tVA waren die Gehalte nahezu aller CLA-Isomeren in den Lipiden des Rat-
tenkorpers bzw. der verschiedenen Gewebe dosisabhingig erhoht. Erwartungsgemal fiihrte
tVA zur Verschiebung der Isomerenanteile zugunsten des ¢9,t11-Isomeres. Der Anstieg
der absoluten Menge der einzelnen Isomeren resultiert wahrscheinlich in erster Linie aus
Isomerisierungsreaktionen. In einer neueren Studie an Kiithen wurde die endogene Synthe-
se des CLA-Isomeren #7,c9 aus t7-C18:1 via A9-Desaturase nachgewiesen (CORL et al.
2002). Im vorliegenden Versuch stiegen die Gehalte an ¢7,c9- (koeluiert mit 76,c8) und
t7,19-CLA an. Eine endogene Synthese von c/¢- bzw. £#7,9 kann nicht ausgeschlossen
werden, da sowohl im Préparat als auch im Futter #/7-C18:1 enthalten war.

Da die Desaturasen tierischer und menschlicher Zellen eine Doppelbindung am 9. Kohlen-
stoffatom einfiigen konnen, besteht die Mdglichkeit, dass #12-C18:1 unter dem Einfluss der
A9-Desaturase zu ¢9,t12-C18:2 synthetisiert wird. Infolge Isomerisierungsreaktionen ist
die Bildung von 19,c12-C18:2 denkbar. Auch wenn in der vorliegenden Studie der Gehalt
an 19,c12-C18:2 in den Geweben eher gering war, konnte doch festgestellt werden, dass
der Anteil dieser Fettsdure mit steigender VA-Dosis zunahm. Diese Dosis-Wirkungs-
Beziehung erbringt zumindest den indirekten Beweis, dass /12-C18:1 am 9. Kohlenstoft-
atom desaturiert wurde. In weiteren Studien sollte die endogene Synthese von ¢, bzw. ¢/t
7,9- und 9,12-C18:2 im Monogastriden direkt durch gezielte Einzelapplikation von ¢7- und
t12-C18:1 verifiziert werden.

Die Fazeslipide der Ratten unterschieden sich deutlich im CLA-Muster von den Gewebeli-
piden (Abb. 5-1). Auffillig war der dominierende Anteil an #10,c12-, ¢10,/12- bzw.
c10,c12-CLA. Die Ergebnisse bestétigen Studien an Hunden und Katzen, in denen die Bil-
dung von 10,12-CLA bereits beschrieben wurde (FUKUDA et al. 2002). Es ist denkbar, dass
das spezifische Isomerenmuster aus der Bakterientitigkeit resultiert. Moglicherweise ist
das Kolon von einer Vielzahl spezifischer Bakterien besiedelt, die unterschiedliche c,t-
Isomerasen besitzen. Ausgehend von dieser Hypothese ist es vorstellbar, dass ein Grofiteil
der LA unter dem Einfluss einer ¢9,¢10-Isomerase zu #10,c12-CLA isomerisiert und folg-

lich in den Fézeslipiden angereichert wurde.
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9,111 Fettgewebe Ovarien
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Abbildung 5-1: Ag " -HPLC-Chromatogramme zur CLA-Isomerenverteilung verschie-

dener Gewebelipide im Vergleich zu Fizeslipiden

524 VA und c¢VA als Prakursoren fur CLA

Bereits 1980 beschrieben MAHFOUZ et al. und POLLARD et al. die In-vitro-Desaturation von
tVA zu c,t-C18:2-Derivaten durch die mikrosomale A9-Desaturase der Rattenleber. Erst
etwa 20 Jahre spiter wurde der Metabolismus der VA an verschiedenen Tiermodellen
(Rind, Maus, Ratte) untersucht (GRIINARI et al. 2000a, CORL et al. 2001). Diese Studien
und die vorliegenden Untersuchung zeigen eindrucksvoll, dass fVA ein effektiver Prikur-
sor fiir CLA ist.

Entsprechend den Ergebnissen aus dieser Arbeit besteht eine enge Beziehung zwischen der
tVA-Aufnahme und dem c¢9,/11-CLA-Gehalt im Gewebe. Bei der statistischen Priifung
erwies sich dieser Zusammenhang als hochsignifikant (P < 0,001). Mit steigender fVA-
Aufnahme nahm der Gehalt an ¢9,¢11-CLA im Gewebe linear zu (Abb. 5-2). Die Korrela-
tionskoeffizienten liegen mit Werten von 0,97 (Fettgewebe, Karkass), 0,95 (Leber) und
0,94 (Rattenkorper) sehr hoch. Auch BANNI et al. (2001) stellten eine enge positive Korre-

lation zwischen der fVA-Aufhahme und der CLA-Konzentration im Gewebe fest. Die Au-
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toren konstatierten, dass die Konversion von tVA zu ¢9,/11-CLA bereits bei 2 % fVA in
der Nahrung ihr Maximum erreichte. Die CLA-Konzentration im Gewebe erreichte bei
dieser Dosis ein Plateau. Eine hohere Dosis von 3 % fVA fiihrte offensichtlich zur Hem-

mung der A9-Desaturase (BANNI et al. 2001).

s 6 8
2 r=0,94 r=0,95
80 A
g4
S
ﬁ Rattenkorper
@] o0& T T T
20 40 60 80
tVA-Aufnahme [mg/g Fett]
Abbildung 5-2: Quantitative Beziehung zwischen aufgenommener tVA-Menge und
c9,t11-CLA-Gehalt im Rattenkorper und in der Leber (N = 24,
P <0,001)

An dieser Stelle soll besonders das Ergebnis hervorgehoben werden, dass innerhalb von 18
Tagen Versuchsdauer der CLA-Gehalt in den Lipiden der Erythrozytenmembran in Ab-
héngigkeit von der tVA-Aufnahme nahezu linear anstieg. Dieses Resultat beweist, dass die
Erythrozytenmembran bei der Ratte ein geeigneter Indikator fiir die Umwandlung von VA
in CLA ist.

Die Isomeren der Monoenfettsduren werden am 9. Kohlenstoffatom in Abhéngigkeit von
deren Position und Konfiguration desaturiert (BRETT et al. 1971). Nach den Untersuchun-
gen von POLLARD et al. (1980) werden frans-Monoenfettsduren im selben Umfang wie
Stearinsdure von der A9-Desaturase umgewandelt. Interessanterweise werden cis-Mono-
enfettsduren hingegen erst ab dem 13. Kohlenstoffatom A9-desaturiert. Vergleichbare Er-
gebnisse wurden von MAHFOUZ et al. (1980) und HOLMAN & MAHFOUZ (1981) beschrie-
ben. Cis-Isomeren von Fettsduren unterscheiden sich von ihren korrespondierenden trans-
Isomeren durch die rdumliche Struktur. Wéhrend frans-Isomeren gestreckt und eng ge-
packt sind, weisen cis-Isomeren eine raumgreifende Struktur auf. Die Konfiguration der
Monoenfettsduren ist der limitierende Faktor fiir eine Desaturation am 9. Kohlenstoffatom
(POLLARD et al. 1980). Cis-Monoenfettsduren passen als Folge ihrer Molekiilstruktur erst

ab dem 13. Kohlenstoffatom in das aktive Zentrum der A9-Desaturase (ENOCH et al. 1976,
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BROADWATER et al. 2000). Demzufolge wird ¢VA nicht zu ¢9,c11-C18:2 desaturiert. Die
endogene Bildung von 9,11-CLA mit einer cis,cis-Konfiguration ist theoretisch dennoch
denkbar. Im ersten Schritt wird fVA zu ¢9,¢/11-C18:2 desaturiert. Diese wird im zweiten
Schritt zu ¢9,c11-C18:2 isomerisiert (Abb. 5-3). Indem die cis-Doppelbindung auch zur
korrespondierenden trans-Doppelbindung isomerisiert werden kann, ist es moglich, dass

zuerst cVA zu tVA isomerisiert.

cl1-C18:1 > 111-Cl18:1
i A9-Desaturation
c9,t11-C18:2

i Isomerisierung

c9,c11-C18:2

Abbildung 5-3: Moaglicher Bildungsweg von c9,c11-C18:2 im Gewebe

Hinsichtlich der vorliegenden Ergebnisse wird postuliert, dass cVA kein direkter Prakursor
fiir ¢9,c11-CLA ist. Der gestiegene Anteil an ¢9,c11-CLA im RattenkSrper scheint aus
deren Anflutung {iber den oben beschriebenen Weg zu resultieren. Um diesen Sachverhalt
zu kléren, sollte eine Studie durchgefiihrt werden, in der die reine Fettsdure cVA verab-
reicht wird. Ein Absorptionsversuch mit markierter cVA wiére an dieser Stelle hilfreich.

Die verschiedenen Gewebe wiesen ein typisches CLA-Isomerenmuster auf. Bei allen Ge-
weben wurde ¢9,¢11-CLA als Hauptisomere identifiziert. Fiir nahezu alle Isomeren wurde
eine Steigerung des absoluten Gehaltes in den Geweben nachgewiesen. Die gefundenen
Ergebnisse fiihren zur Annahme, dass eine Isomerisierung der ¢9,/11-CLA zu den anderen

geometrischen und Positionsisomeren stattgefunden hat.

5.2.5 Beurteilung der Desaturaseaktivitit

Die Desaturation von Fettsduren findet im endoplasmatischen Retikulum via anaerobe Pro-
zesse statt (BRENNER 1974). Fiir die A9-Desaturase im Nagetier codieren zwei unterschied-
liche, hoch homologe Gene, SCD1 und SCD2 (NTAMBI 1995). Beide Gene weisen eine
hohe Gewebespezifitit auf. SCD1 wird im Fettgewebe gebildet, SCD2 wird hingegen in

Gehirn, Milz, Nieren, Herz, Lunge, intestinaler Mukosa und Fettgewebe exprimiert
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(TOCHER et al. 1998). In der Leber konnten jedoch nur geringe Enzymaktivititen nachge-
wiesen werden (CAMERON et al. 1994).

Die Desaturaseaktivitit kann biochemisch unter Verwendung eines Assays oder durch Be-
stimmung der Expression der mRNA der Desaturasegene ermittelt werden. Im vorliegen-
den Versuch standen diese Verfahren nicht zu Verfligung. Abschitzungen zur Stearoyl-
CoA-Desaturase-Aktivitdt konnen aber auch iiber Desaturaseindizes (A9-DI, Fettsduren-
verhiltnisse) bzw. mit Hilfe von kalkulierten Konversionsraten oder der scheinbaren Wie-
derfindung getroffen werden.

Der A9-DI ist kein Indikator der absoluten Enzymaktivitit. Er kann aber herangezogen
werden, um Aussagen liber die Desaturaseaktivitit in den einzelnen Geweben zu treffen.
Zudem ist es moglich, einen Einfluss auf die A9-Desaturase-Aktivitit nachzuweisen
(SMITH et al. 2002). Die einzelnen Gewebe wiesen unterschiedliche A9-DI’s auf. Im Fett-
gewebe und - unerwarteterweise - in den Ovarien wurden die hochsten A9-DI’s ermittelt,
wéhrend das Herz, die Leber und Erythrozytenmembran durch deutlich geringere A9-DI’s
gekennzeichnet waren. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine gewebespezifische Expression
der A9-Desaturase.

Mit Hilfe der scheinbaren Wiederfindung wird nur der Anteil der aufgenommenen Fettsiu-
ren betrachtet, welche in die Gewebe eingebaut wurden. Die scheinbare Wiederfindung der
t11- (9,t11-CLA, tVA) und cl1- (¢9,c11-CLA, c¢VA) Fettsduren stieg nahezu linear mit
der VA-Dosis an. Dabei unterschied sich die scheinbare Wiederfindung der Fettsduren im
Fettgewebe nur geringfiigig vom Rattenkdrper. Demnach wurden diese Fettsduren haupt-
sdchlich im Fettgewebe eingebaut. Die ermittelte scheinbare Wiederfindung im Rattenkor-
per lag zwischen 11 und 22 %. Die gefundenen Ergebnisse bestdtigen frithere Ergebnisse
mit Mausen (PALMQUIST & SANTORA 1999, SANTORA et al. 1998, 2000). Da fiir tVA und
c¢VA hohe Absorptionsraten (96 % und 93 %) ermittelt wurden, kann die relativ niedrige
scheinbare Wiederfindung als die Folge von bereits stattgefundenen Oxidations- bzw. Me-
tabolisierungsreaktionen interpretiert werden.

Die Konversionsrate ldsst Riickschliisse auf die Desaturation der im Gewebe gespeicherten
tVA zu CLA ziehen. Die berechnete Konversionsrate im Rattenkorper betrug im Mittel
25 % (0,5 % VA-Zulage) und 26 % (1 % VA-Zulage). Bei Miusen wurde eine Konversi-
onsrate von durchschnittlich 50 % ermittelt (PALMQUIST & SANTORA 1999, SANTORA
et al. 1998, 2000). Offensichtlich bestehen zwischen den Spezies Unterschiede in den De-
saturaseaktivitdten. Basierend auf den Ergebnissen kann vermutet werden, dass Ratten

moglicherweise geringere Desaturationsraten aufweisen als Méuse. Bemerkenswerte Un-
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terschiede in der Konversionsrate wurden zwischen den verschiedenen Geweben festge-
stellt. In Leber und Herz wurde die niedrigste, in Nieren, Ovarien und Fettgewebe die
hochste Desaturaserate ermittelt. Die Ergebnisse decken sich mit denen des A9-DI's und
untermauern die gewebespezifische Expression der A9-Desaturase. Die doppelte Menge an
VA fiihrte zu einem Anstieg der Konversionsrate.

TFA steigern die A9-Desaturase-Aktivitdt bei Ratten (DESCHRIVER & PRIVETT 1982).
JAYAN & HERBEIN 2000 erbrachten den direkten Beweis in bovinen Brustepithelzellen
(MacT-Zellen), dass tVA die Aktivitit der A9-Desaturase erhoht. Offensichtlich fiihrte der
hohere TFA- und/oder fVA-Anteil im Futter zur Stimulation der mRNA-Expression der
SCD-Gene. Insbesondere in Leber, Herz und Gonaden wurde eine gesteigerte Desaturase-
rate nachgewiesen. Anscheinend erfolgt die Stimulation der A9-Desaturase oder Ge-
nexpression primir in diesen Geweben. Nicht zuletzt soll darauf hingewiesen werden, dass
c¢VA die Desaturation hemmt (CHANG et al. 1973, ROSENTHAL & WHITEHURST 1983).
cVA war sowohl im Futter als auch im Supplement enthalten und kénnte seinerseits zur
Einschriankung der Desaturaseaktivitdt gefiihrt haben. Folglich kann unterstellt werden,
dass eine Applikation der reinen Fettsdure tVA eine effektivere Desaturation zu Folge ge-
habt hitte. Diese Hypothese sollte in weiteren Studien verifiziert werden.

LEE et al. (1996) wiesen fiir miannliche und weibliche Mause eine unterschiedliche Expres-
sion des SCD1-Genes nach. Im Fettgewebe wurden in der Tendenz fiir die weiblichen Tie-
re hohere Desaturationsraten als fiir die méinnlichen Tiere ermittelt. Andererseits wiesen
die Gewebe Leber, Herz und Gonaden der Minnchen deutlich h6here Konversionsraten im
Vergleich zu den Weibchen auf. Diese Beobachtung demonstriert, dass auch bei Ratten
geschlechtsspezifische Unterschiede in der A9-Desaturaseaktivitit bestehen. Die ge-
schlechtsspezifische Expression des SCD1-Genes wird mit hormonellen Unterschieden in
Verbindung gebracht (NTAMBI 1995, TOCHER et al. 1998). Bedeutsamer ist wahrscheinlich
die Proportionalitdt zwischen der SCD-Expression und der Fettgewebsmasse (NTAMBI
1999). Weibchen besitzen im Vergleich zu ihren ménnlichen Artgenossen eine um etwa
25 % hohere Fettmasse und zeichnen sich entsprechend durch eine hdéhere SCD-
Expression aus (LEE et al. 1996). In der vorliegenden Untersuchung unterschied sich der
Fettgehalt der weiblichen Tiere nicht signifikant von dem der ménnlichen Tiere. Diese
Tatsache ist auf das Alter der Ratten zuriickzufithren. Wahrend des Versuches befanden

sich die Tiere noch in der Adoleszenz.
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5.2.6 Extrapolation der Ergebnisse auf den Menschen

Die eigene Untersuchung sowie verschiedene tierexperimentelle Studien belegen, dass tVA
auch im Gewebe von Monogastriden als Prékursor fiir die Bildung von ¢9,/11-CLA ge-
nutzt wird. Bereits 1988 postulierten FORGERTY et al. einen &hnlichen Stoffwechselweg
beim Menschen. Drei Interventionsstudien belegen, dass CLA auch im Menschen aus fVA
gebildet werden konnen (Tab. 5-6). Durch die Verwendung von verschiedenen Deuterium-
markierten CFA und TFA studierten EMKEN et al. (1986) bereits im Jahre 1978 den Meta-
bolismus dieser Fettsduren (einmalige Dosis von 8 - 10 g) an zwei Versuchspersonen. Die
Autoren stellten keine Konversion von tVA zu CLA fest. Nach 20 Jahren ergab eine Rea-
nalyse, dass tVA zu ¢9,¢/11-CLA desaturiert wurde (ADLOF et al. 2000). SALMINEN et al.
(1998) priiften die Beziehung zwischen einer TFA-reichen Didt und dem CLA-
Plasmaspiegel. Obwohl die Diit praktisch CLA-frei war, wurde ein steigender CLA-Gehalt
im Serum festgestellt. Inzwischen liegen auch erste Resultate einer Humaninterventions-
studie vor, die den direkten Beweis der tVA-Konversion zu CLA lieferten. Besonders be-
eindruckend war das Ergebnis, dass zwischen der fVA-Aufnahme und dem CLA-Gehalt
der Serumlipide eine enge Bezichung bestand. Durch die Aufnahme von 4,5 g VA (1,3 g
fVA absolut) pro Tag war die A9-Desaturase bei der Mehrheit der Probanden offensichtlich
noch nicht ausgeschopft. An dieser Stelle wére interessant, welche tVA-Dosis zur Absitti-

gung des Enzyms und damit zu einem Plateau der gebildeten CLA fiihrt.

Tabelle 5-6: Humanstudien zur Umwandlung von tVA zu c9,t11-CLA
SALMINEN et al. ADLOF et al. TURPEINEN et al.
(1998) (2000) (2002)
Probandenkollektiv 49 3,319 18 83,229
Dauer 10 Wochen 2 Tage 23 Tage
Supplement TFA-reiche Diét 8 - 10 g eines Fett-  1,5; 3,0 bzw.
(ca. 3 gtVA/d) sdurengemisches* 4,5 g VA/d
CLA-Konzentration im 0,43 % max. 0,32 % 0,24 % (1,5 g)
Serum (% der FAME) (nach 8 h) 0,35 % (3,0 g)
0,44 % (4,5 g)
Anstieg (%) 130 % 457 % 150 % (1,5 g)

269 % (3,0 g)
293 % (4,5 )

* diverse Deuterium-markierte Fettsduren (u. a. fVA)




DISKUSSION 86

Bisher gibt es keine Ergebnisse beim Menschen, die quantitative Aussagen zur Konversion
oral aufgenommener VA zu ¢9,/11-CLA in Geweben ermdglichen. Fiir die Humanernéh-
rung ist es von Bedeutung, dariiber Kenntnis zu erlangen. Im Rahmen einer Humaninter-
ventionsstudie konnen als Probenmaterial nur Blut und Fizes untersucht werden. Gewebe-
entnahmen sind lediglich bei Operationen (z. B. Entnahme von Tumorgewebe) oder Biop-
sien denkbar. Folglich besteht in erster Linie nur die Mdglichkeit auf Grundlage von Tier-
modellstudien eine Kalkulation zur quantitativen Konversion von tVA vorzunehmen. Al-
lerdings bedarf die Extrapolation der Ergebnisse aus den Tiermodellstudien auf den Men-
schen einer differenzierten Wertung. Sicher ist es nicht ohne weiteres moglich, vom Tier
auf den Mensch zu schlieBen. Erschwerend ist, dass sich der Mensch im Lipidmetabolis-
mus von der Ratte unterscheidet. Im Gegensatz zur Ratte wurde fiir den Menschen nur ein
SCD-Gen charakterisiert (ZHANG et al. 1999). Die Homologie der A9-Desaturase der Ratte
zur A9-Desaturase des Menschen betrigt 84 % (TOCHER et al. 1998). Aufgrund der Kom-
plexitdt ist zur gewebespezifischen Expression der A9-Desaturase im Humangewebe wenig
bekannt. Beim Menschen findet die Fettsdurensynthese vorrangig in der Leber statt. Eigene
Ergebnisse an Ratten zeigen aber, dass nur ein geringer Teil der fVA in der Leber desatu-
riert wird. Im Idealfall wiirden als Modelltier Schweine eingesetzt werden, da diese hin-
sichtlich Verdauungs- und Absorptionsmechanismen ein geeignetes Modelltier fiir den
Menschen darstellen. Die Wahl der Tierart wurde durch praktische Aspekte bestimmt
(Verfiigbarkeit in ausreichender Anzahl, Kostenminimierung, Haltung unter Laboratori-
umsbedingungen). Unter diesen Pramissen fiel die Wahl des Versuchstieres auf die Ratte.
Sie ist omnivor und in der Lage, groe Quantitidten von dem Futter zugesetzten Testsub-
stanzen aufzunehmen.

Durch eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus dem vorliegenden Rattenversuch mit
den Ergebnissen aus der Humanstudie von TURPEINEN et al. (2002), die beide mit demsel-
ben Pridparat durchgefiihrt wurden, soll die Moglichkeit einer Vergleichbarkeit beider Stu-
dien herausgearbeitet werden. Der Anteil an fVA im Rattenfutter betrug bei der hochsten
Supplementation 0,3 %. Die tégliche Trockensubstanzaufnahme des Menschen betrigt
durchschnittlich 500 g, so dass bei 0,3 % effektiv 1,5 g fVA aufgenommen werden wiirden.
In der Studie von TURPEINEN et al. (2002) betrug die absolute fVA-Dosis 1,3 g/d (30 %
von 4,5 g VA-Supplement). Ausgehend von der tVA-Konzentration sind beide Studien
miteinander vergleichbar. Die Autoren kalkulierten eine Konversionsrate im Serum von
durchschnittlich 19 %. Neu ist die Erkenntnis, dass beziiglich der fVA-Konversion starke

interindividuelle Unterschiede bestehen. Danach muss zwischen Non-, Low- und High-
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Respondern unterschieden werden (TURPEINEN et al. 2002). Im eigenen Versuch wurde fiir
das Serum eine Konversionsrate von durchschnittlich 23 % berechnet. Vergleicht man die
Konversionsraten beider Studien, fillt auf, dass Ratten scheinbar tendenziell eine hohere
Desaturaseaktivitit besitzen. Der Tierversuch wurde am wachsenden Organismus durchge-
fiihrt. Der Stoffwechsel des juvenilen Organismus unterscheidet sich vom adulten Orga-
nismus vor allem durch die entwicklungsbedingten Verdnderungen der Organfunktionen
und durch die Korperzusammensetzung. Entsprechend dieser Tatsache sind die vorliegen-
den Ergebnisse nicht ohne weiteres auf den adulten Organismus iibertragbar. Es zeichnen
sich jedoch @hnliche Tendenzen ab, so dass prinzipiell eine Abschitzung vorgenommen
werden kann.

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass im Milchfett enge Korrelationen zwischen den
Anteilen an tVA und CLA bestehen (2:1; Griinari & BAUMAN 1999, JAHREIS & KRAFT
2002, LOOR et al. 2002b). In Deutschland werden tiglich etwa 1 g fVA/Person {iiber die
Nahrung aufgenommen. Unter der Pramisse, dass die fVA-Konversion im Tiergewebe an-
ndhernd addquat zum Humangewebe ist und somit etwa ein Viertel der zugefiihrten tVA-
Menge zu CLA desaturiert wird, konnte eine Steigerung des CLA-Ko&rperpools um

250 mg/Person unterstellt werden.

5.2.7 Einfluss auf ausgewéhlte Fettsduren

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass in den Zulagegruppen die Fettsdurenverteilung in

den Gewebelipiden nachhaltig beeinflusst wurde. Das Fettsdurenmuster in den Lipiden

veranderte sich differenziert in Abhéngigkeit vom Gewebe. Die Fettsdurenverteilung wird

von einem Fettsdurenpool beeinflusst, der Fettsduren aus der Nahrung aufnimmt, metaboli-

siert, oxidiert und zur Inkorporation in die Gewebelipide bereitstellt. Wahrscheinlich hingt

die unterschiedliche Response der einzelnen Gewebe auf die Intervention mit deren unter-

schiedlichen Funktionen zusammen.

Die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist schwierig, da die Verdnderung der Fett-

sdaurenverteilung in den Gewebelipiden auf:

» sowohl fVA als auch dessen Desaturationsprodukt ¢9,¢11-CLA,

» ecin synergistisches Agieren beider Substanzen,

» die (sich dndernde) Fettsdurenverteilung des Futters [Das Futter der Kontrollgruppe
und das Futter der Zulagegruppe mit einem 0,5 % VA-Anteil wurde zur Einstellung ei-

ner isoenergetischen Didt mit Sojadl ausgeglichen, so dass sich die Fettsdurenvertei-
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lung der Futterlipide deutlich voneinander unterscheidet (mit steigender Priifsubstanz-

menge nimmt der PUFA-Anteil ab, wihrend der TFA-Anteil steigt; Tab. A-4)].

zurickzufihren sein kann.

Der Einfluss dieser Faktoren soll im Folgenden nidher betrachtet werden.

Die Fettsdurenverteilung des Fettgewebes reflektiert die Fettsdurenverteilung der Dié-
ten (VAN STAVEREN et al. 1986). Im weillen Fettgewebe stieg der MUFA-Anteil auf
Kosten der PUFA bei gleich bleibendem SFA-Anteil. In den Leberlipiden der Zulage-
gruppen wurde ein signifikant verminderter Anteil an PUFA festgestellt. Fiir das Serum
und die Erythrozytenmembran ergaben sich dhnliche Tendenzen. Moglicherweise wur-
de die Fettsdaurenverteilung der Gewebelipide vom Futterfett mal3geblich beeinflusst.
TFA beeinflussen den Stoffwechsel von Fettsduren (SVENSSON 1983, KOLETZKO
1992). Fiir fVA konnte gezeigt werden, dass infolge Suppression der Aktivitit der En-
zyme ACC und FAS eine Hemmung der SFA-Biosynthese bewirkt wurde (CLARKE et
al. 1990, JAYAN & HERBEIN 2000). In der vorliegenden Studie wurde in den Leberlipi-
den der Zulagegruppen ein signifikant niedriger SFA-Anteil festgestellt.

tVA erhoht die Aktivitdt der A9-Desaturase (JAYAN & HERBEIN 2000). Die Stimulation
der A9-Desaturase flihrt zu einem Anstieg von einfach ungesittigten Fettsduren wie
C16:1 n7 und C18:1 n9 (NTAMBI 1995). Im vorliegenden Versuch wurde in den Lipi-
den der Leber ein signifikanter Anstieg der Fettsduren C16:1 n7 und C18:1 n9 bei
gleichzeitiger Senkung von C16:0 und C18:0 festgestellt. Die Ergebnisse stehen in gu-
ter Ubereinstimmung mit denen von BANNI et al. (2001).

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass TFA die Bildung der PUFA beeinflussen
(KOLETZKO 1992, HOLMER et al. 1982). Nach Fiitterung von hydriertem Fischol (TFA-
reich) an Ratten wurden in den Gewebelipiden ein Anstieg der MUFA- und ein Abfall
der PUFA-Konzentration festgestellt (MORGADO et al. 1999). TFA besitzen das Poten-
tial die enzymatische Aktivitit der A5- und A6-Desaturase zu hemmen (KIRSTEIN et al.
1983, DESCHRIVER & PRIVET 1982, COOK & EMKEN 1990, SUGANO & IKEDA 1996).
BRETILLON et al. (1999) konstatierten, dass in Rattenlebermikrosomen die A6-
Desaturation der LA durch ¢9,/11-C18:2 einschrankt wurde. Dagegen stehen die Er-
gebnisse von EDER et al. (2002), die keine Hemmung der A5- bzw. A6-Desaturase in
HepG2-Zellen nachwiesen. Ferner gibt es Hinweise, dass aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit CLA mit LA um die A6-Desaturase konkurrieren (HA et al. 1987). Dem-

entsprechend vermindern CLA die Umsetzung von LA zu AA. In der vorliegenden




DISKUSSION &9

Studie wurde in den Behandlungsgruppen signifikant weniger LA und AA sowie signi-
fikant mehr C20:3 n6 nachgewiesen. Der Anstieg des C20:3 n6-Gehaltes, gekoppelt
mit einer deutlich ausgeprigten Senkung des AA-Gehaltes, ldsst auf eine Hemmung
der AS5-Desaturase schlieen. Entsprechend den Untersuchungen von EDER et al.
(2002) ist es unwahrscheinlich, das ¢9,/11-CLA fiir diesen Effekt verantwortlich ist.
Vielmehr scheint eine Hemmung der A5-Desaturase infolge der TFA-Zufuhr als denk-
bar.

e CLA und TFA werden verstirkt in die Phospholipide der Zellmembranen integriert
indem sie LCPUFA (z. B. LA) aus den Membranlipiden verdringen (HoY & HOLMER
1979, LAWSON et al. 1983, SVENSSON 1983, HA et al. 1990, IP et al. 1991, BANNI et al.
1999a). Demnach konnte der in der eigenen Studie beobachte signifikante LA-Abfall

auch aus einer solchen Verdringungsreaktion resultieren.

5.2.8 Prostanoid- und Prostaglandin-Metabolite als Biomarker der Lipid-
peroxidation

Fettsduren unterliegen entweder der nicht-enzymatischen oder der enzymatischen Metabo-
lisierung (Abb. 5-4). Welcher der beiden Metabolisierungsschritte bevorzugt stattfindet,
kann anhand der jeweiligen Biomarker, 8-iso-PGF,, ein Haupt-F,-Isoprostan bzw. 15-
keto-dihydro-PGF,, ein Hauptmetabolit von PGF,,, im Urin analytisch bestimmt werden
(BAsu 1998a,b).

/ Arachidonsdure C20:4 n6 I \

nicht-enzymatisch Metabolisierung I enzymatisch

F,-Isoprostane Metabolite I Prostaglandine
8-is0-PGFq, Marker I 15-keto-dihydro-PGF,,

Abbildung 5-4: Enzymatische und nicht-enzymatische Fettsdurenoxidation
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Isoprostane, eine Familie von Prostaglandinderivaten, werden In-vivo aus AA durch nicht-
enzymatische freie Radikal-katalysierte Oxidation gebildet (MORROW et al. 1990,
MORROW & ROBERTS 1996, BASU 1998b). In verschiedenen Tiermodellen bzw. in Human-
interventionsstudien konnte durch Nahrungssupplemente sowohl im Plasma als auch im
Urin ein signifikanter Anstieg des 8-iso-PGF,, nachgewiesen werden (BAsu 1999,
TURPEINEN et al. 1999, SODERGREN et al. 2000). Die AA-Oxidation durch COX fiihrt zur
Bildung einer Vielzahl von Prostaglandinen und Thromboxanen (SAMUELSSON et al.
1978). 15-keto-dihydro-PGF,,, ist ein Indikator der endogenen PGF,,-Sekretion, die durch
die COX-katalysierte Lipidperoxidation ausgelost wird (BASU & KINDAHL 1987,
SODERGREN et al. 2000).

Die VA-reichen Didten bewirkten einen deutlichen Anstieg der renalen Ausscheidung von
8-150-PGF,, sowie 15-keto-dihydro-PGF,, gegeniiber den Kontrollwerten. Allerdings er-
wies sich bei der statistischen Priifung der Anstieg beider Marker aufgrund der hohen indi-
viduellen Schwankungen als nicht signifikant. Es ist davon auszugehen, dass eine hohere
Tieranzahl eine bessere Interpretation der Ergebnisse ermoglicht hitte. Dessen ungeachtet
ist es denkbar, dass ¢9,/11-CLA und/oder deren Priakursor fVA, die Lipidperoxidation im
Korper direkt beeinflussen. Untersuchungen an Menschen von BASU et al. (2000a,b) er-
brachten den Beweis, dass CLA die freie Radikal-induzierte und COX-katalysierte AA-
Oxidation modulieren und demzufolge die Isoprostan- und Prostaglandinbildung stimulie-
ren. 53 Probanden erhielten {iber ein Vierteljahr téglich 4,2 g eines CLA-Préparates (c9,¢11
und ¢10,c12 zu gleichen Anteilen; BASU et al. 2000a). Dabei wurden signifikante Anstiege
des mit dem Urin ausgeschiedenen 15-keto-dihydro-PGF,, und 8-iso-PGF,, festgestellt. In
einer weiteren Studie, die mit 24 adiposen Méannern durchgefiihrt wurde, erzielten BASU et
al. (2000b) bereits nach einem Monat vergleichbare Ergebnisse. Die Konzentration der
Isoprostane im Urin sank bereits zwei Wochen nach Absetzen des CLA-Préparates auf das
Niveau der Basiswerte. Es sollte nicht unerwihnt bleiben, dass die Plasmakonzentration an
Malondialdehyd, ein weiterer Metabolit der Lipidperoxidation, sowie die Serumkonzentra-
tion an a-Tocopherol unbeeinflusst blieben (BASU et al. 2000a). Inzwischen gibt es auch
Hinweise, dass aus tVA gebildete CLA die Konzentration an renal ausgeschiedenem 8-iso-
PGF,,, erhohen (TURPEINEN et al. 2002). Der Metabolit 15-keto-dihydro-PGF,, wurde in
dieser Studie nicht bestimmt.

Vergleicht man die relativen Anstiege von 8-1s0-PGF», (21 %) und 15-keto-dihydro-PGF;,

(62 %) miteinander, fdllt auf, dass von letzterer Substanz deutlich mehr ausgeschieden
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wurde. Die gefundenen Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass im vorliegenden Ver-
such die enzymatische Lipidoxidation stirker beeinflusst wurde als die nicht enzymatische
Lipidoxidation. Im Gegensatz dazu wurde in den oben genannten Humanstudien konsta-
tiert, dass CLA die nicht-enzymatische Lipidperoxidation besonders fordert (BASU et al.
2000a,b). Hypothetisch ldsst sich diese Diskrepanz auf folgende Ursachen zuriickfiihren:

1. Wirksubstanz CLA und VA beeinflussen die Lipidperoxidation unterschiedlich,

2. Spezies die Enzymexpression ist artspezifisch.

Die antikanzerogene Wirkung der CLA wird unter anderem mit deren zytotoxischen Ei-
genschaften begriindet (JUN et al. 2000, YAMASAKI et al. 2002). In verschiedenen Studien
mit Krebszelllinien wurde der zytotoxische Effekt der CLA mit einer erhdhten Lipidpero-
xidation in Verbindung gebracht (SCHONBERG & KROKAN 1995, O’SHEA et al. 1999,
YAMASAKI et al. 2000). Dagegen stehen die Angaben von IGARASHI & MIYAZAWA (2001),
die keine Beziehung zwischen Apoptose und Lipidperoxidation feststellten. Frithere Stu-
dien haben Zusammenhinge zwischen der antioxidativen Wirkung der CLA und der
Krebs- (HA et al. 1990, Ip et al. 1991) bzw. Arterioskleroseprdavention (LEE et al. 1994)
diskutiert. Neuere Studien belegen hingegen, dass die Oxidationsanfélligkeit der CLA ver-
gleichbar bzw. hoher als die von LA ist (VAN DEN BERG et al. 1995, CHEN et al. 1997,
ZHANG & CHEN 1997, YANG et al. 2000).

AA ist Substrat zweier Enzyme: der COX (I und II) und der LOX. Durch die COX entste-
hen iiber die Muttersubstanz Prostaglandin H, die einzelnen Derivate PGE,, F», und I, (ab-
hingig vom Zell- und Signaltyp). Von den COX gehen zweierlei Wirkungen aus. COX I
kommt in gesunden Geweben vor und katalysiert dort die Synthese physiologischer
Prostaglandine. COX II werden in Makrophagen, Epithelzellen und Fibroblasten infolge
verschiedener proinflammatorischer Stimuli (Zytokine, Wachstumsfaktoren etc.) expri-
miert und fiihren hauptsdchlich zur Bildung inflammationsférdernder Prostaglandine
(MARKS & FURSTENBERGER 1999). Infolge oxidativen Stresses werden F,-Isoprostane aus
AA mittels einer durch freie Radikale katalysierten Peroxidation gebildet. Das konnte bis-
her fiir den Diabetes mellitus Typ 2, die Hypercholesteroldmie, den Alterungsprozell und
bei erhohter Exposition gegeniiber Ozon, Tabak und Alkohol nachgewiesen werden
(ROBERTS & MORROW 2000, SCHMANDKE 2000). Ausgehend von diesen Fakten konnte
theoretisch unterstellt werden, dass CLA eher als Stimulus fiir oxidative bzw. inflammato-
rische Prozesse fungieren. Der Nachweis der kausalen Beziehungen bleibt nach bisherigen

Kenntnisstand offen.
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5.3 Versuch mit fistulierten Kiihen

Die Studie an fistulierten Kiithen wurde durchgefiihrt um den Einfluss eines CLA-
Supplements auf die Fettsdurenzusammensetzung und den CLA-Gehalt einschlieBlich der
Isomerenverteilung der Milchlipide zu verifizieren. Weiterhin sollte gepriift werden, mit
welcher Effizienz CLA sowie die CLA-Einzelisomeren in das Milchfett transferiert wer-
den. Um den direkten Einfluss des Supplementes zu evaluieren wurde das CLA-
Supplement postruminal am proximalen Duodenum infundiert. Kommerzielle CLA-
Préaparate werden vorwiegend in Form von freien Fettsduren angeboten. Zur Untersuchung
wurde deshalb ein CLA-Supplement gewihlt, welches eine hohe Anzahl an Einzelisome-
ren aufwies, die in Form von freien Sduren vorlagen.

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass CLA spezifisch den Milchfettgehalt ver-
andern. Ein Einfluss auf die Milchleistung sowie auf die Milchinhaltsstoffe Protein und
Laktose wurde nicht beobachtet. Diese Ergebnisse entsprechen den Angaben von LOOR &
HERBEIN (1998) sowie CHOUINARD et al. (1999a,b). Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen
WAGNER et al. (1998) und DRACKLEY et al. (1992), die nach Infusion von ungesittigten
bzw. langkettigen Fettsduren ebenfalls keinen Einfluss auf die Milchinhaltsstoffe, mit Aus-
nahme des Milchfettes, beobachteten.

Die tdgliche duodenale Infusion von 200 g CLA-Préparat resultierte in einer sehr ausge-
priagten Milchfettdepression (MFD). Der beobachtete hoch signifikante Abfall des Milch-
fettgehaltes (39 %) und der Milchfettmenge (46 %) deckt sich mit den Angaben der Litera-
tur (LOOR & HERBEIN 1998; CHOUINARD et al. 1999a,b; HANSON et al. 2000).

Eine direkte Hemmung der Milchfettsynthese durch TFA wurde erstmals von DAVIS &
BROWN (1970) beschrieben. Achtzehn Jahre spéter zeigte eine Untersuchung von GRIINARI
et al. (1998), dass ¢10-C18:1 eine MFD bewirkt. Die lineare Beziehung zwischen ¢10-
C18:1 und #10,c12-CLA im Milchfett fiihrte zur Annahme, dass 710,c12-CLA ebenfalls
eine MFD induzieren kann (GRIINARI et al. 1999). Diese Hypothese wurde durch die Un-
tersuchungen von BAUMGARD et al. (2000) bestétigt. Bereits 3,5 g von #10,c12-CLA rei-
chen aus um eine MFD von 25 % zu induzieren (BAUMGARD et al. 2002a). Steigende Do-
sen an #10,c12-CLA senken den Milchfettgehalt kurvilinear (BAUMGARD et al. 2001). Die-
se Dosis-Wirkungs-Beziehung erklért die von CHOUINARD et al. (1999a) beobachtete hohe-
re MFD im Vergleich zu den eigenen Ergebnissen. Der #10,c12-CLA-Anteil des infundier-
ten Praparates dieser Studie lag etwa 15 % hoher als im vorliegenden Versuch. Es besteht

die Hypothese, dass auch das Isomere #8,c10-CLA eine MFD verursacht (CHOUINARD
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etal. 1999b). Das in der Studie eingesetzte CLA-Isomerengemisch enthielt zu 17,4 %
t8,c10-CLA. Eine MFD, ausgehend von diesem Isomeren, kann im vorliegenden Versuch
nicht ausgeschlossen, aber auch nicht bewiesen werden.

CLA beeinflussen die Fettsdurenzusammensetzung des Milchfettes. Das Milchfett setzt
sich aus kurzkettigen, mittelkettigen und langkettigen Fettsduren zusammen. Fettsduren
mit einer Kettenldnge bis zu 14 Kohlenstoffatomen und ein Teil der Palmitinsédure werden
in den Euteralveolarzellen direkt aus Acetat und B-Hydroxybutyrat synthetisiert (De-novo-
Synthese). Langkettige Fettsduren werden hingegen aus langkettigen Vorstufen, die aus
den Blutlipiden stammen oder durch Desaturation langkettiger Fettsduren synthetisiert
(MANSBRIDGE & BLAKE 1997). Als Folge der CLA-Infusion sank der Gehalt an kurz- und
mittelkettigen Fettsduren sowie 14:1 n9, C15:0, C16:0 und C16:1 n7. Gleichzeitig stieg der
Anteil an langkettigen Fettsduren um 23 % an. Dariiber hinaus wurde eine Zunahme der
Fettsdurenverhéltnisse C14:0/C14:1, C16:0/C16:1 und C18:0/C18:1 beobachtet. Diese Er-
gebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Literatur (LOOR & HERBEIN 1998;
CHOUINARD et al. 1999a,b; HANSON et al. 2000). Die Ursache fiir die Wirkung der CLA
auf die Milchfett(sduren)synthese ist vor allem in der Beeinflussung lipogener Enzyme zu
suchen. Das Isomere #10,c12 hemmt die Expression und Aktivitdt der Enzyme ACC, FAS,
LPL, FABP, GPAT und SCD (MATITASHVILI et al. 2000, BAUMGARD et al. 2002b). CLA
beeinflussen die Milchfettsynthese multidimensional. Bisherige Ergebnisse zeigen, dass

die aufgenommenen CLA verschiedene Enzyme des Fettstoffwechsels beeinflussen:

» De-novo-Synthese (ACC, FAS),

» Aufnahme langkettiger Fettsduren aus den Blutlipiden (LPL),
» Fettsdurentransport und die Esterbildung (FABP, GPAT) sowie
» Desaturation langkettiger Fettséduren (SCD).

Die Infusion von 200 g CLA-Préparat (120 g CLA absolut) erhoht den CLA-Gesamtgehalt
des Milchfettes um das 6- bis 7-fache. Dieses Resultat entspricht den Ergebnissen der oben
genannten Autoren. Ein Ziel der Studie war die Ermittlung des CLA-Isomeren-Transfers
aus dem Supplement in das Milchfett. Die Ergebnisse dokumentieren, dass alle Isomeren
aus dem Supplement in das Milchfett transferiert wurden, jedoch unterschiedlich effizient.

Die scheinbare Transfereffizienz lag zwischen 2 % und 64 % (Tab. 5-7).
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Tabelle 5-7: Transferrate von CLA-Isomerenanteilen bzw. einzelnen CLA-Isomeren
in die Milchlipide

CLA-Isomerenanteil bzw. CLA-Isomere Transferrate [%]
t,t-CLA 154+ 48
c/t-CLA 20,6 £ 21,2
¢,c-CLA 21,7+ 3.9
9,t11 93+ 2,6
110,112 9,1+ 27
12,14 (c/t) 64,0+ 4.8
c9,t11 20+ 1,4
t10,c12 142+ 42
c9,cl1 20,6 =+ 6,0
c10,c12 255+ 74
X CLA 18,7+ 2,1

Diese ermittelten Effizienzen stimmen nur zum Teil mit der Literatur iiberein. Fiir das
¢9,t11-Isomere wurde eine Transfereffizienz von lediglich 2 % errechnet. Dieser Wert liegt
deutlich unter der in der Literatur beschrieben Transferrate. Nach den Angaben von
CHOUINARD et al. (1999a,b) wurde ¢9.,¢11 zu 33 % bzw. zu 22 % in das Milchfett einge-
baut. Die Daten zur Transfereffizienz von den Isomeren c11,713, £10,¢12 und ¢8,c10 stim-
men hingegen mit der Literatur gut liberein CHOUINARD et al. (1999a,b). Die Transfereffi-
zienz des CLA-Gesamtgehaltes liegt unter den in der Literatur angegeben Werten. Ein Er-
klarungsansatz dieser Variation konnte die Milchleistung sein. BESWICK und KENNELLY
(2000) zeigten, dass die Regulation der Lipogenese vom Laktationsstadium abhéngt. Aus
eigenen Untersuchungen geht hervor, dass mit sinkender Milchleistung CLA in geringerem
Umfang in das Milchfett transferiert wurde (unverdffentlichte Daten). Gleiches trifft auch
fir die Einzelisomeren mit Ausnahme des ¢9.,f11-Isomeren zu. Dieses scheint mit der
Milchleistung negativ zu korrelieren. Ferner ist nicht auszuschlieen, dass die Zusammen-
setzung der CLA-Préparate eine nicht zu unterschitzende Rolle spielen. Ein Vergleich der
Transfereffizienz zwischen den CLA-Anteilen zeigte, dass die ¢,c-Isomeren stirker in das
Milchfett eingebaut wurden als die Mischisomeren und ¢,¢-Isomeren. Zwischen den c,c-
und ¢ ¢-Isomeren bestand ein Transfereffizienzunterschied von 30 %. Die c,c-Isomeren
scheinen von der Milchdriise bevorzugt aufgenommen und in die Milchlipide eingebaut zu

werden. Dariiber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass die 7 -Isomeren verstiarkt im Korper-
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fett abgelagert wurden. Vergleichbare Resultate liegen auch fiir infundierte cis- und trans-
Isomeren der Olsiure vor (ROMO et al. 2000).

Anhand der CLA-Isomerenverteilung ist es moglich, Riickschliisse auf das Futterregime
und somit auf die Pansenfermentationsbedingungen bei den Tieren zu ziehen (KRAFT et al.
2003, PIPEROVA et al. 2002, GRIINARI et al. 2000b). Bis heute sind prdzise Angaben zur
CLA-Isomerenverteilung im Milchfett selten (Abb. 5-5). Die Mehrheit der Literaturanga-
ben zu den CLA-Isomeren bezieht sich auf vier Isomeren, die mittels GC-FID bestimmt
wurden. Eine quantitativ differenzierte Isomerenverteilung ist erst durch die Kombination
von GC-FID und Ag'-HPLC erreichbar (vgl. Kap. 2.5). Die fiir die Kontrollperiode (I)
analysierten Messwerte bewegen sich in vergleichbarer Hohe zu den Literaturangaben
(PIPEROVA et al. 2000, 2002). Eine Analyse zur differenzierten CLA-Isomerenverteilung

nach duodenaler Infusion fehlt ganzlich in der Literatur.

clt
—_— 12
11
10
14
¢c
—_— 3 9 1
57 10
15 16 1718 204 R
1 1718
CLA-Mischisomerenpiparat (Tonalin®) Milchprobe vor der Infusion
10 1P 12
15 16 1718
14 15 16 1718
Milchprobe wihrend der Infusion Milchprobe nach der Infusion
1: 13,415 5: 19,111 9: t11,c13 13: 18,c10 17: ¢9,c11
2: 12,614 6: 18,t10 10: c11,¢13 14: 7,9 18: ¢8,c10
3: 111,¢13 7. 17,19 11: £10,c12 15: cl1,c13 ?: ¢/t 13,15
4: ¢10,t12 8: c/t12.14 12: ¢9.¢11 16: ¢10,c12

Abbildung 5-5: CLA-Isomeren-Chromatogramme von Milchproben vor, wdihrend und

nach duodenaler Infusion eines CLA-Isomerengemisches
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Aus dem vorliegenden Versuch geht hervor, dass der CLA-Gehalt des Milchfettes durch
die Gabe von CLA deutlich erhoht werden kann - ohne die Milchleistung oder Milchin-
haltsstoffe wie Laktose und Eiweil3 zu beeinflussen. Hierfiir bieten sich pansengeschiitzte
Priaparate (z. B. Ca-Salze) an. Eine Senkung des Milchfettgehaltes wird durch das CLA-
Isomere #10,c12 und moglicherweise ¢8,c10 erreicht. Kuhmilch mit einem geringen Fettge-
halt ist heute bereits in einigen Lindern erwiinscht (z. B. USA, Finnland). Es wire vor-
stellbar, dass Milch mit einem hohen Gehalt an CLA bei gleichzeitig niedrigem Fettgehalt
als "Functional Food" (Lebensmittel mit funktionellen Eigenschaften) auf dem Markt an-
geboten werden konnte. Dennoch sollte dies kritisch betrachtet werden. Zahlreiche Studien
haben eindruckvoll gezeigt, dass #10,c12-CLA massiv in den Fettstoffwechsel eingreift.
Viele molekularbiologische Wirkmechanismen von #10,c12-CLA sind bis heute noch nicht
(vollstidndig) aufgekldrt. Humanstudien, welche die chronische Aufnahme dieses Isomeren
untersuchen, fehlen. Eine Anreicherung an ¢9,/11-CLA scheint hingegen vielmehr sinn-
voll. Dieses Isomere wird als die potenteste krebshemmende Substanz des Milchfettes ein-
gestuft (PARODI 2002, 2001). Da ¢9,t11-CLA nicht als pharmakologische Substanz einzu-
ordnen ist, konnte eine damit angereicherte Milch als "Functional Food" einen wertvollen

Beitrag in der Krebspravention leisten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Aufgrund ihrer vielféltigen physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften fanden
die CLA im letzten Dezennium zunehmend wissenschaftliches Interesse. Untersuchungen
an verschieden Krebsmodellen zeigen besonders eindrucksvoll, dass CLA die Karzinoge-
nese hemmen, indem sie die Tumorinzidenz und die Metastasierung senken. Vergleicht
man die CLA-Gehalte im Human- und im Tierserum, ist es offensichtlich, dass der Gehalt
im Menschen weit unter dem optimalen Level liegt um z. B. einer Krebsentstehung vorzu-
beugen. Die CLA-Aufnahme in Deutschland bewegt sich in Abhéngigkeit von den Ver-
zehrsgewohnheiten zwischen 300 und 500 mg pro Tag. Mit den derzeitigen Verzehrsge-
wohnheiten in Mitteleuropa ist es nicht moglich die CLA-Aufnahme zu erhohen ohne die
Zufuhr an Tierfetten {iber die Empfehlungen zu steigern. Aus diesem Grund sind MaB-
nahmen notwendig, die einen wesentlichen Beitrag zur Erh6hung des CLA-Korperpools
beim Menschen leisten. In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Moglichkei-
ten der Anreicherung von CLA untersucht. Dabei stand die Isomerenverteilung der CLA

besonders im Vordergrund.

1. Humaninterventionsstudie zur Absorption eines CLA-Isomerengemisches

An der Untersuchung nahmen 8 freiwillige, gesunde, mannliche Probanden teil. Die Studie
wurde in eine Kontroll- und Interventionsperiode unterteilt, in der die Probanden eine
standardisierte Didt {iber einen Zeitraum von 7 Tagen erhielten. Wéhrend der Interventi-
onsperiode wurden zusitzlich 3 g eines CLA-Mischisomerenpréparates verzehrt. Nach
einer zweitiigigen Ubergangsphase erfolgte iiber fiinf Tage eine quantitative Urin- und Fi-
zessammlung. Am letzten Tag der jeweiligen Periode fand eine Blutabnahme statt. Der
Gehalt an einzelnen Fettsduren in den Lipiden wurde mittels GC-FID, die CLA-
Isomerenverteilung unter Anwendung der Ag'-HPLC gemessen.

Im vorliegenden Versuch wurde kein Einfluss der CLA auf die fiakale Ausscheidung an
Trockensubstanz, Fett und Stickstoff beobachtet. Infolge der CLA-Supplementation wurde
eine signifikant erhohte renale N-Ausscheidung festgestellt. Entgegen den bisher veroffent-
lichten Studien gibt dieses Ergebnis Anlass zur Annahme, dass CLA eine katabole Wir-
kung auf den Proteinstoffwechsel ausiiben.

Die Supplementation von téglich 2 g CLA (absolut) fiihrte zu einer Erhéhung des Serum-
CLA-Spiegels um das Dreifache (2,8 vs. 7,7 mg/g Fett). Alle Isomeren des Préiparates
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wurden vergleichbar effektiv absorbiert. Bei den Probanden wurde eine positive Korrelati-
on zwischen der CLA-Aufnahme und dem Serum-CLA-Gehalt festgestellt. Die Wiederfin-
dungsrate von CLA im Serum - als ein Ndherungswert - betrug 12 %. Entsprechend diesem
Ergebnis wird angenommen, dass die supplementierten CLA bereits im Fettgewebe abge-
lagert oder zum Teil metabolisiert wurden. Die CLA-Zulage bewirkte eine Anderung der
Fettsdurenverteilung. In den Serumlipiden wurde ein signifikanter Abfall des PUFA-
Anteils und ein Anstieg des SFA-Anteils festgestellt. Die Summe der MUFA blieb unbe-
einflusst. Infolge der CLA-Supplementation stieg die CLA-Konzentration in den Féazesli-
piden um das Doppelte an. Die CLA-Gehalte in den Fézeslipiden lagen aufgrund starker
individueller Schwankungen zwischen 0,4 und 2,1 mg/g Trockensubstanz bzw. zwischen
10 und 48 mg/d. Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann postuliert werden, dass die bakte-
rielle Genese bzw. der bakterielle Abbau der CLA zwischen den Individuen offensichtlich
verschieden ist. Das auffillige, sich zu den Serumlipiden deutlich unterscheidende CLA-
Isomerenmuster der Fézeslipide spricht fiir eine CLA-Synthese durch die Intestinalbakte-
rien. Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass diese synthetisierten CLA zur Anreicherung
der Gewebelipide beitragen.

Die vorliegenden Ergebnisse untermauern, dass CLA nahezu vollstindig vom Intestinum
absorbiert werden. Dieses Ergebnis ist insofern wichtig, als zahlreiche CLA-Supplemente
auf den Markt (v. a. fiir Sportler) angeboten werden. Der CLA-Ko&rperbestand kann mit
Hilfe von CLA-Supplementen problemlos erhoht werden. In weiteren Studien sollte die im
Versuch nachgewiesene katabole Wirkung néher untersucht und das fiir diesen Effekt ver-

antwortliche Isomere identifiziert werden.

2. Studie am Tiermodell Ratte zur Anreichung von CLA in Korperlipiden infolge Bildung
aus CLA-Vorstufen

Wachsende minnliche und weibliche Ratten (N = 24) wurden geschlechtsgetrennt, rando-
misiert in 3 Supplementationsgruppen (0 %, 0,5 % und 1 % Priifsubstanz) aufgeteilt. Als
Priifsubstanz wurde ein kommerziell erhiltliches VA-Préparat eingesetzt. Hierbei handelte
es sich um ein Fettsdurengemisch, dessen Anteil an fVA und ¢VA 31 % bzw. 11 % der
FAME betrug. Um eine isoenergetische Ration mit gleichem Fettgehalt zu erhalten wurde
bei den Futtermischungen mit 0 % und 0,5 % VA-Anteil die entsprechende Differenz
durch Sojadl ausgeglichen. Nach einer Adaptationsphase (9 d) folgte eine Sammelphase, in

der iiber 9 Tage Kot und Harn der Tiere quantitativ gesammelt wurden. Am Ende der In-
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tervention wurden die Tiere getdtet, Blut und verschiedene Gewebe bzw. Organe zur Ana-
lyse der Fettsdauren- und CLA-Isomerenverteilung entnommen.

Die Gehalte an tVA und ¢cVA waren im Rattenkorper sowie in den verschiedenen Gewe-
ben und Organen der Zulagegruppen signifikant hoher als bei den Kontrolltieren. Der
CLA-Gesamtgehalt stieg gewebespezifisch in Abhédngigkeit von der Dosis um das 7- bis
14-fache bzw. um das 13- bis 27-fache an. Die Erythrozytenmembran erwies sich als ge-
eigneter Indikator fiir die Umwandlung von VA in CLA. Die VA-Zulage fiihrte zur Ver-
schiebung der Isomerenanteile zugunsten des ¢9,¢11-Isomeres. Der Anstieg der absoluten
Menge der einzelnen Isomeren resultiert offenbar aus intramolekularen Isomerisierungs-
reaktionen. In allen Geweben bzw. Organen, mit Ausnahme des Gehirns, wurde eine Kon-
version von fVA in ¢9,t11-CLA nachgewiesen. Die Berechnung der Desaturaseaktivitét
ergab, dass vor allem im Fettgewebe und in den Ovarien der Ratte die Desaturation statt-
fand. Dieses Ergebnis untermauert die gewebespezifische Expression der A9-Desaturase.
VA wurde als geeigneter Prakursor fiir ¢9,/11-CLA bestdtigt. Im Gegensatz dazu sprechen
die vorliegenden Ergebnisse dafiir, dass ¢9,c11-CLA nicht direkt aus cVA gebildet wird. In
den Fizeslipiden wurde ein hoher CLA-Gehalt festgestellt, der mit sinkendem Sojadlanteil
im Futter abnahm. Die im Sojadl enthaltene LA wurde gegebenenfalls im Darm der Ratten
zu CLA isomerisiert. Das CLA-Isomerenmuster der Fézeslipide (hoher Anteil an ¢,¢-, c/t-
und ¢,c-10,12) unterschied sich deutlich von dem der Gewebelipide, das wahrscheinlich
aus der Bakterientitigkeit resultiert. Es ist anzunehmen, dass die im Darm gebildeten CLA
keinen Beitrag zur Anreicherung des CLA-Korperpools leisten. Die Ergebnisse aus der
Studie zeigen eindrucksvoll, dass CLA endogen konzentrationsabhédngig aus tVA gebildet
werden konnen. Folglich leistet VA einen wesentlichen Beitrag zur CLA-Anreicherung
der Korperlipide. Die Ergebnisse sind nicht ohne weiteres auf den Menschen tibertragbar;
zumindest ist aber eine Abschitzung auf der Grundlage der ermittelten Werte moglich. Die
endogene Synthese von CLA aus fVA sollte vor allem bei der Schitzung der CLA-
Versorgung beriicksichtigt werden. Die Aufnahme von tVA betrigt etwa 1 g pro Tag und
Person, wobei Milch und Milchprodukte die wichtigsten Quellen sind. Die Fiitterung von
fVA an Nutztiere - sowohl an Wiederkduer als auch an Monogastriden - kann die CLA-
Gehalte von Milch und auch Fleisch zusétzlich erh6hen. Diese Variante hitte gegeniiber
der Supplementation der Nahrung mit CLA den Vorteil, dass sich dadurch hauptséchlich
das ¢9,¢t11-CLA-Isomere anreichert.
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3. Studie zur Anreichung von CLA in Milchlipiden durch duodenale Infusion von CLA-

Isomeren

Der Versuch wurde mit vier fistulierten Kiithen durchgefiihrt. Nach einer fiinftigigen Kon-
trollperiode wurden 200 g/d eines CLA-Préparates in das proximale Duodenum {iber einen
Zeitraum von fiinf Tagen infundiert, wodurch die Pansenfermentation umgangen wurde.
Daran schloss sich eine weitere Kontrollperiode an. Milch wurde téglich gesammelt und
hinsichtlich Milchinhaltsstoffe, Fettsdurenmuster und CLA-Isomerenverteilung untersucht.
Infolge der CLA-Infusion fiel der Milchfettgehalt innerhalb von 4 Tagen von 5 % auf
2,5 % ab. In der Nachperiode normalisierte sich der Fettgehalt nur langsam. Dieses Ergeb-
nis untermauert die massive Hemmung der Milchfettsynthese durch CLA, die speziell auf
das Isomere #10,c12 zuriickgefiihrt wird. Die Infusion bewirkte eine Verdnderung der Fett-
sdaurenverteilung der Milchlipide. Der Gehalt an SCFA und MCFA wurde vermindert
(Synthesehemmung), wéihrend der Gehalt an LCFA stieg. Der CLA-Gehalt der Milchlipide
erhohte sich wéhrend der Infusionsperiode im Mittel um das 7-fache (5,8 vs. 42, 4 mg/g
Fett). Die einzelnen Isomeren wurden alle - unterschiedlich effizient - in die Milchlipide
inkorporiert. Offensichtlich werden die c,c-Isomeren im Vergleich zu den t¢-Isomeren
bevorzugt von der Milchdriise aufgenommen und in die Milchlipide eingebaut.

Die Anreichung des Milchviehfutters ist folglich mit Pansen-geschiitzten CLA-Préparaten
eine effiziente Moglichkeit, den CLA-Gehalt des Milchfettes deutlich zu erhéhen. Auf-
grund der positiven Eigenschaften der CLA kénnten CLA-reiche Milch- und Milchproduk-
te einen wertvollen Beitrag in der Gesundheitsprivention leisten. Mit der Idee diese "na-
turdhnlichen" Produkte auf der Basis von wissenschaftlichen Erkenntnissen als "Functional
Food" zu vermarkten, besteht die Chance, dass CLA zu einer gesiinderen Erndhrungsweise

und zur Privention von erndhrungsbedingten Krankheiten beitragen konnten.
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Tabelle A-1:

Beispiel fiir die Zusammenstellung der 7-tdgigen standardisierten Kost (ca. 2500 kcal)

1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 6. Tag 7. Tag
Lebensmittel

160 g Vollkornbrot 130 g Vollkornbrot 160 g Vollkornbrot 120 g Vollkornbrot 160 g Vollkornbrot |160g Vollkornbrot |130g Vollkornbrot
20 g Butter 50 g Toastbrot 20 g Butter 50 g Toastbrot 20 g Butter 20 g Butter 50 g Toastbrot
25 g Marmelade 20 g Butter 25 g Marmelade 20 g Butter 25 g Marmelade 25 g Marmelade 20 g Butter
20 g Frischkdse 25 g Honig 20 g Schnittkidse 20g Honig 25 g Camembert 20 g Schnittkdse 25 g Marmelade
20 g Schnittkdse 25 g Camembert 20 g Schmelzkise 20 g Schnittkdse 50 g Quark 20 g Schmelzkdse 20 g Schnittkése
25 g Kalbsleberwurst | 50 g Quark 30 g Cornflakes 50 g Frischkise 25 g Teewurst 25 g Kochschinken | 20g Frischkise
30 g Schinken, roh 25 g Salami 25 g Kochschinken 25 g Knackwurst 30 g Schinken, roh 25g Salami 25g Knackwurst

140 g Banane 100 g Kiwi 100 g Heringsfilet in | 25 g Kalbsleberwurst 30g Cornflakes 150 g Birne 25 g Kochschinken

Sahnesofle

170 g Apfel 150 g Gurke 200 g Bime 130 g Banane 160 g Weintrauben 150 g Kohlrabi 220 g Banane

130 g Tomate 50 g Paprika 200 g Kohlrabi 150 g Paprika 150 g Gurke 70 g Paprika 220 g Apfel
20 g Schokolade 18 g Duplo 100 g Tomate 160 g Apfel 100 g Tomate 25g Twix 100 g Tomate

125 g Héhnchen- 230 g Lachsschnitte [220g Schweinebra- |300g Pizza 560 g Nudelplatte 250 g Schweinelen- 20 g Schokolade

schnitzel mit Sof3e ten mit Sof3e de mit Sof3e
345 g Gemiise-Gratin | 130 g Reis 110 g KartoffelkloBe |250g Milch 250 g Milch 120 g Kroketten 360 g Eierpfannkuchen
150 g Spinat mit Fiillung
Getrinke
250 g Milch 250 g Milch 250 g Milch 250 g Milch 250 g Milch 250 g Milch 250 g Milch
250 g Orangensaft 250 g Orangensaft 250 g Orangensaft 250 g Orangensaft 250 g Orangensaft 250 g Orangensaft 250 g Orangensaft
1L Mineralwasser 1L Mineralwasser 1 L Mineralwasser 1 L Mineralwasser 1 L Mineralwasser 1L Mineralwasser 1 L Mineralwasser
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Tabelle A-2: Fettsiurenverteilung der CLA-Préiparate Selin® und Tonalin® [% der FAME]

CLA-Priparat

Selin® Tonalin®
Fettsiiure
12:0 1,4 0,1
14:0 0,1 0,1
16:0 3,7 4,6
16:1 n7 0,1 0,1
18:0 1,4 2,0
18:1 n9 31,5 29,8
18:1 n7 0,6 0,7
18:2 n6 1,5 1,0
18:2 (CLA) 56,0 54,0
18:3 n6 0,1 0,1
18:3n3 0,1 0,1
20:0 0,3 0,2
20:1 n9 0,3 0,2
22:0 0,2 0,3
CLA-Isomere
13,15 0,1 0,1
12,14 2,4 1,9
11,13 6,3 2,6
10,12 8,5 5,2
< 9,11 7,5 5,0
8,10 5,2 2,7
7,9 3,1 2,4
6,8 0,1 -
x 33,2 19,8
12,14(c,t/t,c) 2,0 0,8
cl1,t13 1,5 0,8
t1l,c13 13,0 17,1
S tl0,cl2 14,9 19,8
E‘ c9,tl1 14,0 16,5
t8,c10 11,3 15,8
t7,c9 1,2 10,8
x 57,8 71,5
12,14 0,3 -
11,13 1,9 2,1
o 10,12 2,4 2,7
S o911 2,0 2,2
8,10 1,8 1,8




ANHANG

Tabelle A-3:  Fettsdurenzusammensetzung der Priifsubstanz VA [% der FAME]

Fettsiiure % der FAME C18:1-Isomeren % der FAME

C12:0 0,02 trans-6/7 0,11

C14:0 0,04 trans-9 0,14

C15:0 0,03 trans-11 (tVA) 31,06

C16:0 1,46 trans-12 31,29

Cleé:1 0,04 trans-15 0,19

C17:0 0,07 cis-9 0,56

C18:0 10,48 cis-11 (cVA) 11,50

C18:2 0,04 cis-12 11,50

C18:3 0,02 cis-13 0,16

C20:0 0,39 cis-15 0,05

Tabelle A-4:  Fettsdurenzusammensetzung der Futtermischungen [mg/g Fett]
0% VA 0,5 % VA 1% VA
mg/g Fett

8:0 0,31 0,73 0,29
10:0 0,46 1,10 0,47
12:0 3,70 8,84 3,83
14:0 2,29 4,06 2,07
15:0 0,52 0,50 0,50
16:0 128,39 115,68 93,19
16:1 1,30 1,19 1,11
17:0 1,08 0,99 0,81
18:0 31,34 46,46 42,49
18:1 111 0,00 31,89 76,74
18:1 ¢12 0,00 37,16 87,96
18:1 ¢9 162,12 147,23 109,82
18:1 cl1 11,69 29,86 57,71
18:1 ¢12 0,00 14,76 37,51
18:1 c13 0,00 0,27 0,42
18:2 n6 451,76 366,42 302,23
18:3n3 49,93 39,66 32,01
20:0 3,09 3,36 2,97
20:1 n9 5,45 4,68 4,18
20:2 n6 1,24 0,99 0,82
21:0 0,48 0,25 0,20
20:5n3 2,15 1,87 1,47
22:0 3,58 2,85 1,95
22:1n9 0,31 0,29 0,30
22:5n6 0,00 1,69 4,02
23:0/22:4 n6 33,03 32,46 29,28
24:0 2,41 1,78 1,40
25:0 0,15 0,21 0,19
sonstige 1,78 1,03 1,13
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Tabelle A-5:  Chromatographiebedingungen der GC
Séule
Parameter DB 225 CP-SIL 88
Trégergas Wasserstoff (H,)
Geschwindigkeit 42 cm/s 30 cm/s
Saulenfluss 1,5 mL/min 1,3 mL/min
Splitrate 20:1 bzw. 100:1
Splitfluss 150 mL/min 130 mL/min
Injektortemperatur 260°C
Injektionsmodus Split
Injektionsvolumen 1 uL
Druckprogramm
Start 66 kPa, 2 min 198 kPa, 40 min

Steigungsrate 1
2
Temperaturprogramm
Start

Steigungsrate 1

2

3
Detektortemperatur

Programmlaufzeit

1,3 kPa/min auf 80 kPa
0,3 kPa/min auf 85 kPa; 5 min

70° C, 2 min
10 °C/min auf 180 °C
2 °C/min auf 220 °C; 5 min
2 °C/min auf 230 °C; 7 min
270 °C
50,00 min

7,4 kPa/min auf 215 kPa; 5 min

172 °C, 40 min
25 °C/min auf 240 °C; 10 min

52,72 min
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Tabelle A-6:  Mittlere Fettsdurenverteilung im Serum wdihrend der Kontroll- und CLA-Zulage-
Periode [mg/g Fett]
Fettsiure Kontroll-Periode CLA-Zulage-Periode
12:0 1,11+0,78 0,72 £ 0,28
14:0 10,67 £5,50 8,03 £1,57
14:1 0,46 £ 0,23 0,39+ 0,13
16:0 200,81 +21,01 211,77 £ 21,86
16:1 n7 21,38 £ 6,34 21,46 £5,95
18:0 67,89 £ 6,47 68,57 £ 12,16
18:1¢11 1,95+ 1,12 1,67 £0,38
18:1 ¢9 220,66 + 20,25 224,86 + 44,61
18:1 cl1 19,53 £1,85 17,09 £ 3,26
18:2 n6 251,34 £ 46,07 218,33 + 61,08*
18:2 (CLA) 2,76 + 0,60 7,69 +0,61*
18:3 n6 2,72+ 0,34 2,35+ 0,63
18:3n3 4,88 £ 0,96 5,02+ 1,34
20:0 0,78 £ 0,22 0,90+ 0,73
20:1 n9 2,54 +0,39 2,39+ 0,39
20:2 n6 2,11+0,21 1,95£0,29
20:3 n6 12,86 £2,22 12,41 £2,14
20:4 n6 43,64 £ 9,17 43,05+ 11,51
20:5n3 4,21 £2,33 5,25+ 1,90
22:0 0,84 + 0,58 0,45 £ 0,07
22:4n3 0,10+ 0,03 0,15+0,07
22:5n3 3,37+ 0,88 3,59+ 0,66
22:6 n3 8,80 £ 2,67 10,57 £3,15
24:0 0,38+0,15 0,53+ 0,47
Sonstige 20,32 + 3,57 23,87 £ 4,46*
Fettsdurenanteile
SFA 291,92 + 26,33 303,11 £2391*
MUFA 266,93 £ 27,56 268,67 + 47,79
PUFA 334,48 £ 50,97 303,10 £ 75,76*
TFA 9,80 + 2,99 10,42 £2,87
Fettsaurenanteile (%)
SFA 32,23 £2,88 33,98 £3,21*
MUFA 29,48 £3,18 30,12 £ 5,50
PUFA 36,91 £5,47 33,86 £ 8,18
CLA 0,30 + 0,08 0,86 £0,07*
TFA 1,08 + 0,32 1,17 £ 0,33

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)




ANHANG

VIII

Tabelle A-7:  Mittlere Fettsdurenverteilung in den Fizes wihrend der Kontroll- und CLA-Zulage-
Periode (mg/d; mg/g T)
mg/d' mg/g T
Fettsiiure Kontrolle CLA Kontrolle CLA
14:0 28,29 +£9,50 45,48 + 11,63* 1,48 £ 0,68 1,95 £ 0,68*
14:1 0,63 £0,25 0,72 £ 0,22 0,03 £ 0,02 0,03 £ 0,01
15:0 32,82+7,16 41,56 £ 11,23 1,8+ 1,1 1,7+0,34
16:0 487,42 + 24,98 594,8 + 80,36* 2598 + 12,14 25,27+ 5,84
16:1 n7 12,75 £0,93 15,29 £2,06* 0,67 £0,29 0,65+0,17
18:0 219,18 £ 30,92 218,35+31,47 11,47 £4,89 9,17 £ 1,50
18:1¢11 17,34 £ 4,00 19,33 £9,23 0,93 + 0,50 0,85+ 0,50
18:1 ¢9 1076,27 £ 50,36 1055,78 £ 179,22 56,77 £ 24,55 45,05 £ 12,17
18:1 cl1 45,16 £2,17 50,70 £ 9,34 2,40 + 1,09 2,18+0,71
18:2 n6 1506,00 + 72,15 1211,84 + 85,41* 80,14 + 36,04 51,56 £ 9,86*
18:3 n6 1,52+ 1,10 0,59 + 0,44* 0,08 + 0,06 0,03 £ 0,02*
18:3 n3 792,03 £ 96,71 866,76 + 128,17 43,16 £ 21,82 36,67 £ 7,45
18:2 (CLA) 9,49 + 3,30 23,98 £ 14,27* 0,51 £0,29 1,02 £ 0,62*
20:0 16,36 £ 2,44 15,40 £2,57 0,87+ 0,42 0,6 £0,13
20:1 n9 11,84 £2,01 13,28 £2,90 0,63 + 0,30 0,57 £ 0,19
20:2 n6 1,90 + 0,35 2,33 +0,83 0,10 £ 0,05 0,10 £ 0,05
20:4 n6 1,74 £ 0,58 2,92 +143 0,04 £ 0,01 0,13 £0,07*
22:0 10,97 £1,76 12,40 £ 1,69 0,59 £ 0,30 0,53 +£0,11
24:0 7,50 £ 0,68 8,95+ 1,08* 0,40+ 0,18 0,38 £ 0,07
24:1 n9 0,79 £ 0,45 1,51 £0,44* 0,03 £0,01 0,06 £ 0,03*
25:0 0,47 + 0,50 0,90 £ 0,75 0,03 £ 0,04 0,04 £ 0,03
Verzweigtkettige FS 165,36 + 45,69 203,42 + 76,94 9,20 + 6,63 8,28 2,10
Sonstige 66,40 £ 11,98 68,45 + 13,63 347+£1,49 2,92 £ 0,83
Fettsaurenanteile (%)
SFA 21,88+ 1,71 26,06 £ 3,76*
MUFA 25,69+ 1,22 25,68 £3,95
PUFA 51,12 +£2,21 46,69 £ 2,73*
TFA 1,19 +£0,37 1,03 £ 0,40
CLA 0,21 £0,07 0,54 £ 0,33*

1

normiert auf 5 g fékal ausgeschiedenes Fett

* signifikante Unterschiede (P < 0,05)
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Tabelle A-8:  Fettsdurenverteilung im Rattenkorper nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]
VA-Zulage
Fettsiure 3 Q 3 ? 3 g
10:0 2,73 2,19 1,96 2,72 1,66 2,06
12:0 6,04 5,72 5,57 6,55 4,33 5,38
14:0 8,84 8,58 8,88 9,30 8,24 8,75
14:1 0,45 0,45 0,37 0,44 0,42 0,42
16:0 89,58 87,05 92,67 87,90 94,25 92,02
16:1 n7 13,22 12,09 12,60 12,81 14,39 13,66
18:0 29,07 36,97 31,77 35,22 31,83 33,34
18:1 ¢9 74,43 69,90 69,38 70,57 63,63 70,12
18:1 cl1 11,77 11,95 16,61 15,02 20,64 19,03
18:1 cl2 0,03 0,05 2,48 2,11 5,62 5,01
18:1¢11 0,21 0,15 4,65 4,06 9,20 8,81
18:1 112 0,08 0,08 6,81 5,65 13,71 12,07
18:2 n6 129,27 114,23 114,11 111,51 92,07 105,22
18:2 (CLA) 0,31 0,23 1,79 1,80 3,76 3,63
18:3 n6 0,51 0,54 0,54 0,59 0,30 0,58
18:3 n3 8,97 6,21 7,63 6,87 5,35 6,76
20:0 0,44 0,61 0,48 0,54 0,45 0,50
20:1 n9 1,47 1,78 1,41 1,49 1,29 1,42
20:2 n6 1,86 2,00 1,67 1,72 1,20 1,24
20:3 n3 1,50 2,15 2,08 2,11 2,03 1,77
20:4 n6 21,26 28,00 23,79 25,35 23,15 22,52
20:5n3 0,45 0,53 0,50 0,57 0,38 0,49
22:5n6 2,96 2,83 3,30 2,36 2,93 1,85
22:5n3 6,52 12,16 7,79 9,94 8,29 8,05
22:6 n3 2,72 4,18 3,04 3,75 3,01 3,67
Sonstige 13,04 15,82 14,12 14,05 12,38 13,47
Fettsaurenanteile (%)
SFA 32,93 33,99 33,94 34,18 33,56 33,99
MUFA 23,90 22,82 24,30 24,26 25,00 25,86
PUFA 41,62 40,81 38,78 38,87 32,70 35,88
CLA 0,07 0,05 0,42 0,42 0,88 0,85
TFA 1,81 2,30 4,68 4,17 7,23 6,91
Fettsdurenindizes
14:0/14:1 19,64 19,07 24,00 21,14 19,62 20,83
16:0/16:1 6,78 7,20 7,35 6,86 6,55 6,74
18:0/18:1 0,39 0,53 0,46 0,50 0,50 0,48
A9-DI 0,47 0,44 0,45 0,45 0,45 0,46
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Tabelle A-9:  Fettsdurenverteilung im Karkass nach Gruppen [mg/g Fett]
VA-Zulage
Fettsdure 0 % 0,5 % 1%
10:0 5,76 £ 1,02 5,38+ 1,36 4,15+0,72
12:0 13,63 + 1,83 13,96 £2,93 11,04 +1,21
14:0 20,17+ 1,79 20,92 +2,54 19,46 + 1,42
16:0 183,06 + 6,06 186,00 + 3,05 194,93 +7,97
16:1 n7 29,70 + 2,29 8,95 + 3,54 1091 +3,1
18:0 55,01 + 8,79 56,83 + 3,07 57,90 + 7,67
18:1 ¢9 164,58 +5,99 156,82 + 7,80 148,83 +9,81
18:1 cl11 25,63 + 1,39 32,94 +1,28" 42,57 + 4,35
18:1 c12 0,09 + 0,03" 4,91 +0,56" 11,34 + 1,60°
18:1¢11 0,39 +0,13" 8,88 +1,14° 18,65 +2,77°
18:1¢12 0,18 +0,07* 11,17 £ 1,36 23,98 + 3,45
18:2 n6 283,68 + 19,67 258,23 + 7,46 227,54 +19,54°
18:2 (CLA) 0,61 +0,19° 3,90 +0,17° 8,09 +0,72°
18:3 n6 1,13 £ 0,04 1,189 + 0,06 0,80 £ 0,40
18:3 n3 17,30 + 3,82 16,41 + 1,51 13,62 + 3,30
20:0 1,19+ 0,25 1,16 £0,11 1,07+0,11
20:1 n9 3,72+ 0,47 3,26 £0,20 3,08 £ 0,44
20:2 n6 4,04 £0,34° 4,40 £0,32° 2,44 40,16
20:3 n3 3,70 + 1,00° 3,66 +0,37° 0,58 + 0,29
20:4 n6 34,24 + 10,05 32,70 + 3,72 30,90 + 6,83
20:5n3 0,90 + 0,13 0,88 + 0,07 0,59 + 0,23
22:51n3 6,07 + 1,46 5,81+0,31 5,07 £0,88
22:6 n3 22,67 +2,56 21,16 + 3,80 19,94 + 3,44
Sonstige 20,99 + 2,59 19,83 + 1,58 18,02 +2,57
Fettsdurenanteile
SFA 32,79+ 1,16 33,15+0,79 33,45+ 1,29
MUFA 25,30+ 0,71 25,66 + 1,05 26,80 + 0,73
PUFA 41,59 + 0,47 38,25+ 0,69° 33,81+ 1,78°
CLA 0,07 +0,02° 0,43 +0,02° 0,90 + 0,08°
TFA 0,24 + 0,04 2,48 £0,27° 5,04 +0,77°
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 18,78 + 2,75 21,69 +3,77 30,38 £12,77
16:0/16:1 6,20 + 0,65 6,52 + 0,88 6,19 +0,62
18:0/18:1 0,34 + 0,07 0,36 + 0,04 0,39 + 0,07
A9-DI 0,46 + 0,02 0,45+ 0,01 0,45+ 0,01

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
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Tabelle A-10:

Fettsdurenverteilung im Karkass nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%
Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q
10:0 6,50 5,01 4,53 6,23 3,80 4,51
12:0 14,19 13,07 12,88 15,04 10,17 11,90
14:0 20,54 19,79 20,44 21,39 19,40 19,52
14:1 1,07 1,10 0,91 1,07 0,48 0,99
16:0 184,67 181,46 188,13 183,87 198,88 190,99
16:1 n7 30,63 28,76 28,27 29,56 32,96 30,72
18:0 47,49 62,53 56,61 57,05 61,80 54,00
18:1 ¢9 169,57 159,58 155,63 158,01 143,89 153,78
18:1 cl1 25,11 26,15 33,95 31,95 45,11 40,04
18:1 cl2 0,08 0,10 5,29 4,53 12,15 10,53
18:1¢11 0,47 0,31 9,60 8,15 19,55 17,74
18:1 112 0,18 0,17 12,19 10,14 25,74 2221
18:2 n6 300,37 266,99 262,58 253,89 216,48 238,60
18:2 (CLA) 0,73 0,50 3,98 3,83 8,28 7,90
18:3 n6 1,13 1,13 1,14 1,22 0,46 1,14
18:3 n3 20,59 14,00 17,43 15,40 11,97 15,28
20:0 0,97 1,40 1,10 1,23 1,06 1,09
20:1 n9 3,32 4,13 3,14 3,39 2,98 3,17
20:2 n6 3,81 4,28 3,20 3,60 2,37 2,51
20:3 n3 2,84 4,55 3,45 3,87 3,38 2,97
20:4 n6 25,65 42,83 30,70 34,70 33,79 28,01
20:5n3 0,80 0,99 0,82 0,94 0,44 0,75
22:5n3 4,82 7,32 5,62 6,02 5,47 4,67
22:6 n3 15,51 29,84 18,42 23,89 20,99 18,89
Sonstige 18,85 23,13 19,30 20,36 18,24 17,79
Fettsaurenanteile (%)
SFA 32,14 33,43 33,07 33,24 34,16 32,74
MUFA 25,79 24,82 25,55 25,76 26,74 26,86
PUFA 41,77 41,42 38,24 28,26 32,83 34,80
CLA 0,08 0,06 0,44 0,43 0,92 0,88
TFA 0,22 0,26 2,67 2,29 5,34 4,73
Fettsdurenindizes
14:0/14:1 19,08 18,47 23,20 20,19 40,93 19,83
16:0/16:1 6,04 6,36 6,75 6,29 6,12 6,26
18:0/18:1 0,28 0,39 0,36 0,36 0,43 0,35
A9-DI 0,47 0,45 0,45 0,46 0,44 0,46




ANHANG XII

Tabelle A-11: Vergleich der Fettsdurenverteilung im Muskel nach Geschlecht und Gruppe [mg/g

Fett]
VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiure ) ? 3 ? S =

10:0 6,46 7,19 0,35 0,38 0,43 0,46
12:0 15,73 17,05 17,10 18,17 15,16 17,64
14:0 19,84 20,85 21,29 20,79 20,61 21,79
14:1 0,66 0,65 0,64 0,61 0,75 0,76
16:0 179,24 171,51 178,21 170,24 174,17 170,48
16:1 n7 18,22 17,35 20,41 19,13 23,71 22,13
18:0 60,61 57,07 52,91 58,57 48,11 48,55
18:1 ¢9 128,91 137,45 129,30 134,70 131,18 139,34
18:1 cl11 23,81 23,28 31,34 28,67 40,96 37,48
18:1 ¢12 0,00 0,13 5,01 4,07 12,13 10,34
18:1¢11 0,38 0,44 8,89 7,79 20,68 18,19
18:1 112 0,00 0,23 12,02 10,47 27,16 23,24
18:2 n6 313,86 306,93 302,57 288,58 273,64 270,99
18:2 (CLA) 0,40 0,52 2,92 2,46 6,62 5,99
18:3 n6 16,66 14,42 16,69 15,51 14,53 13,81
20:0 0,60 0,70 0,50 0,73 0,67 0,77
20:1 n9 2,22 2,62 2,01 2,27 2,18 2,33
20:2 n6 3,57 3,76 2,75 3,18 2,28 2,63
20:3 n3 3,61 3,82 3,20 3,84 2,99 2,98
20:4 n6 44,80 44,72 37,82 43,11 32,09 32,75
20:5n3 1,12 1,11 0,86 1,25 0,81 0,87
22:5n3 9,44 8,98 8,25 7,38 6,32 6,66
22:6 n3 33,15 37,96 27,28 29,74 23,28 25,84
Sonstige 17,88 19,95 13,53 20,04 13,40 16,38

Fettsdurenanteile (%)
SFA 32,98 32,23 31,86 32,44 30,57 31,03
MUFA 19,47 20,42 21,05 21,28 23,56 23,79
PUFA 47,33 46,97 44,29 43,66 39,59 39,64
CLA 0,04 0,06 0,32 0,27 0,74 0,67
TFA 0,18 0,31 2,47 2,36 5,55 4,88
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 30,06 32,00 33,12 34,22 27,49 29,41
16:0/16:1 9,84 9,89 8,73 8,90 7,34 7,70
18:0/18:1 0,47 0,42 0,41 0,43 0,37 0,35

A9-DI 0,40 0,42 0,42 0,42 0,45 0,45




ANHANG XII1

Tabelle A-12:  Fettsdurenverteilung im weifsen Fettgewebe nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

10:0 4,56 5,90 4,60 5,06 3,67 4,01
12:0 10,08 13,60 11,83 11,91 8,44 10,35
14:0 18,39 20,28 19,11 18,57 17,58 19,60
16:0 203,92 193,27 193,67 209,28 202,25 226,40
16:1 n7 33,51 24,79 31,13 28,04 36,07 31,26
18:0 32,35 38,11 31,63 39,37 34,74 43,36
18:1 ¢9 191,13 193,12 177,31 182,85 165,28 168,17
18:1 cl1 22,00 22,90 32,06 30,85 45,46 40,55
18:1 c12 0,00 0,13 7,32 6,48 17,56 14,81
18:1 11 0,21 0,55 12,94 11,45 28,48 25,42
18:1£12 0,00 0,12 15,73 13,99 36,06 30,98
18:2n6 324,67 321,81 296,46 277,86 239,85 229,15
18:2 (CLA) 0,54 0,65 5,53 5,11 13,18 11,45
18:3 n6 1,33 1,59 1,40 1,74 1,71 1,40
18:3n3 25,81 22,31 25,61 21,93 19,55 16,13
20:0 0,74 0,92 0,80 0,96 0,84 1,05
20:1 n9 2,83 3,21 2,50 2,53 2,34 2,09
20:2 n6 2,95 3,27 2,60 2,61 1,88 1,90
20:3 n3 1,59 2,39 1,77 2,08 1,32 1,29
20:4 n6 7,05 10,18 7,02 8,47 5,76 5,98
22:5n3 1,35 1,69 1,47 1,52 0,98 0,97
22:6 n3 3,08 4,82 2,92 3,81 2,24 2,58
Sonstige 10,84 13,16 19,62 11,76 13,10 10,64

Fettsdurenanteile (%)
SFA 30,98 31,28 30,09 32,67 30,69 34,63
MUFA 27,91 27,35 28,06 28,05 29,91 28,77
PUFA 40,91 41,10 37,88 35,77 30,51 28,87
CLA 0,06 0,07 0,62 0,57 1,47 1,27
TFA 0,07 0,19 3,35 2,93 7,42 6,45
Fettsdurenindizes

16:0/16:1 6,09 7,80 6,22 7,46 5,61 7,24
18:0/18:1 0,17 0,20 0,18 0,22 0,21 0,26

A9-DI 0,49 0,49 0,50 0,47 0,49 0,45




ANHANG X1V

Tabelle A-13:  Fettsdurenverteilung im braunen Fettgewebe nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

10:0 9,43 7,35 9,65 11,73 8,12 10,41
12:0 22,63 17,46 22,98 25,04 20,92 22,25
14:0 30,52 27,65 30,38 20,78 29,74 28,15
14:1 0,88 0,69 0,98 0,72 1,00 0,90
16:0 190,92 190,37 193,17 182,78 188,39 182,00
16:1 n7 23,63 18,81 27,66 21,92 29,05 26,04
18:0 35,80 54,38 34,87 38,47 36,43 36,82
18:1 ¢9 188,70 185,62 180,52 182,21 173,44 181,94
18:1 cll 21,98 21,29 29,10 28,65 40,71 38,68
18:1 c12 0,13 0,12 5,13 4,74 12,88 11,26
18:1 11 0,46 0,54 10,20 9,58 23,08 20,71
18:1£12 0,31 0,25 11,58 10,85 27,54 24,06
18:2 n6 321,54 311,26 290,18 294,36 258,03 258,98
18:2 (CLA) 0,35 0,40 2,76 2,69 7,24 6,67
18:3 n6 1,28 1,27 1,25 1,67 1,29 1,39
18:3n3 21,74 18,33 21,55 20,51 17,80 16,42
20:0 0,81 1,44 0,80 0,93 0,80 0,94
20:1 n9 2,93 3,54 2,57 2,85 2,47 2,92
20:2 n6 2,92 3,64 2,34 2,98 1,98 2,77
20:3 n3 1,41 2,66 1,24 2,03 0,95 1,74
20:4 n6 5,82 10,90 5,33 7,96 4,48 6,99
22:5n3 1,05 2,20 0,83 1,39 0,53 1,33
22:6n3 2,04 4,85 1,46 3,05 1,14 2,77
Sonstige 12,25 14,34 12,17 13,14 11,09 12,63

Fettsdurenanteile (%)
SFA 33,29 34,31 33,55 33,09 32,57 32,21
MUFA 26,62 26,03 29,98 29,31 34,70 34,35
PUFA 39,84 39,69 36,54 37,65 32,84 33,57
CLA 0,04 0,04 0,31 0,30 0,80 0,74
TFA 0,20 0,32 2,53 2,39 5,76 5,13
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 34,53 40,17 31,34 40,04 29,66 31,26
16:0/16:1 8,08 10,12 6,98 8,34 6,49 6,99
18:0/18:1 0,19 0,29 0,19 0,21 0,21 0,20

A9-DI 0,48 0,45 0,48 0,48 0,49 0,50




ANHANG

Tabelle A-14:

Fettsdurenverteilung in der Leber nach Gruppen [mg/g Fett]

VA-Zulage

Fettsdure 0 % 0,5 % 1%
12:0 1,33 +0,57° 0,70 + 0,35" 0,76 +0,25"
14:0 2,344 0,69 2,58 +0,56 2,70 + 0,50
16:0 147,85 + 12,39 144,19 + 27,52 143,58 + 27,61
16:1 n7 4,42 + 0,90 8,95 +3,54° 10,91 +3,19°
18:0 202,53 + 20,54 168,48 + 42,39*° 150,53 + 34,38"
18:1 ¢9 40,56 +2,68° 49,98 +4,29*° 54,03 +12,33"
18:1 cl1 19,70 + 3,63° 32,92 +9,79° 31,92 + 8,70
18:1 c12 0,02 +0,03* 3,54 40,93 7,88+ 1,97°
18:1 111 0,41 40,18 10,74 + 1,29° 18,04 + 2,42°
18:1 112 0,11+0,11° 29,20 + 4,62° 52,67 +11,62°
18:2 n6 173,41 +13,30° 156,56 + 34,62*° 133,98 +32,71°
18:2 (CLA) 0,19 +0,08* 2,30 +0,92° 5,02 + 1,69
18:3 n6 1,82+ 0,62 1,79 + 0,44 2,2440,39
18:3 n3 4,43 +0,62° 3,25+0,42° 2,74+ 0,41°
20:0 0,42 40,13 0,37+ 0,09 0,33+0,7
20:2 n6 4,05+ 0,91 4,50 +1,36 332+1,10
20:3 n3 4,63 + 0,86 10,13 +1,78° 11,25 +2,3°
20:4 n6 212,21 + 8,45° 191,96 + 18,63° 186,84 + 11,99"
20:5n3 2,32 £0,31° 325+0,77° 3,74+0,51°
22:5n3 6,41 + 0,66 8,03 + 1,45° 7,83+ 1,11
22:6 n3 54,28 + 13,92 50,05+ 9,61 52,17 +7,50
Sonstige 14,98 £ 1,57 15,20+ 2,82 15,42+ 2,40

Fettsdurenanteile
SFA 40,81+ 0,96 36,50 +2,08" 34,35+ 1,16°
MUFA 7,51 £0,59° 10,92 +2,03° 11,91 + 1,96
PUFA 51,55 + 0,59 47,75 +2,23° 45,00 +3,11°
CLA 0,10+ 0,13 0,26 + 0,10 0,56 + 0,19
TFA 0,94 + 0,67 41,18 +5.87° 73,52 + 13,89¢

Fettsdurenindizes
16:0/16:1 34,27 + 5,14 17,52 + 4,28" 13,54 5 1,58"
18:0/18:1 5,01 +0,64° 3,45+ 1,14° 2,95+ 1,09°
A9-DI 0,16 +0,01° 0,23 +0,04° 0,25 +0,03°

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)




ANHANG XVI

Tabelle A-15: Fettsdurenverteilung in der Leber nach Geschlecht und Gruppen [mg/g Fett]
VA-Zulage
0% 0,5 % 1%
Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q
12:0 1,29 1,39 0,69 0,71 0,73 0,78
14:0 2,48 2,21 3,06 2,11 30,3 2,36
16:0 157,39 138,32 169,50 118,87 168,60 118,56
16:1 n7 5,19 3,66 12,09 5,80 13,72 8,09
18:0 184,85 220,20 130,16 206,80 118,65 182,42
18:1 ¢9 39,99 41,44 53,18 46,79 56,35 51,71
18:1 cll 22,75 16,66 41,97 23,87 37,27 26,57
18:1 c12 0,02 0,01 4,35 2,73 9,38 6,38
18:1 11 0,50 0,32 11,03 10,44 17,82 18,26
18:1¢£12 0,16 0,06 32,92 25,48 60,32 45,04
18:2 n6 184,26 162,57 161,01 152,10 127,10 140,81
18:2 (CLA) 0,23 0,14 3,11 1,49 6,38 3,66
18:3 n6 1,29 2,36 1,57 2,01 2,08 2,40
18:3n3 4,83 4,03 3,36 3,13 2,77 2,71
20:0 0,50 0,34 0,44 0,30 0,37 0,29
20:1 n9 1,25 0,97 1,66 0,81 1,28 0,80
20:2 n6 4,71 3,39 5,73 3,27 4,27 2,37
20:3n3 4,68 4,58 11,06 9,19 13,10 9,41
20:4 n6 217,54 206,89 181,28 202,64 178,42 195,26
20:5n3 2,27 2,38 3,03 3,48 3,92 3,55
22:5n3 6,32 6,49 9,27 6,80 8,80 6,85
22:6 n3 41,81 66,74 41,94 58,17 46,57 57,78
Sonstige 15,14 14,83 17,35 13,06 17,03 13,83
Fettsdurenanteile (%)
SFA 39,97 41,97 35,27 37,72 33,74 34,97
MUFA 7,87 7,15 12,76 9,07 13,28 10,54
PUFA 52,01 51,09 46,54 48,97 43,18 46,18
CLA 0,03 0,02 0,35 0,17 0,71 0,41
TFA 0,13 0,08 5,08 4,07 9,08 7,28
Fettsdurenindizes
16:0/16:1 30,37 38,19 14,18 20,87 12,36 14,73
18:0/18:1 4,63 5,40 2,45 4,45 2,15 3,74

A9-DI 0,16 0,15 0,26 0,19 0,27 0,22




ANHANG XVII

Tabelle A-16: Fettsdurenverteilung in den Nieren nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

10:0 0,61 0,90 0,00 1,52 0,41 1,09
12:0 2,32 3,05 2,14 4,23 2,53 3,16
14:0 9,15 7,82 8,25 10,25 10,73 9,97
14:1 0,61 0,60 0,25 0,25 0,34 0,31
16:0 195,32 183,04 192,70 186,01 205,17 191,56
16:1 n7 23,58 14,55 18,55 21,75 30,10 23,48
18:0 112,55 125,94 126,35 102,51 93,33 102,11
18:1 ¢9 130,00 112,79 102,75 126,91 123,45 117,56
18:1 cll 22,34 24,99 27,02 28,90 35,87 36,06
18:1 c12 0,10 0,13 3,01 3,93 9,98 8,68
18:1 11 0,30 0,41 5,80 6,99 15,43 14,62
18:1£12 0,00 0,12 12,85 11,78 27,47 24,26
18:2 n6 198,85 187,44 164,12 199,50 166,02 167,07
18:2 (CLA) 0,36 0,37 3,38 2,22 8,53 6,94
18:3 n6 0,59 0,76 0,27 0,92 0,36 0,82
18:3n3 10,25 7,54 5,40 9,82 7,76 6,92
20:0 1,27 1,59 1,38 1,49 1,11 1,49
20:1 n9 1,92 1,94 1,45 1,79 1,45 1,54
20:2 n6 3,92 4,66 3,68 3,59 2,19 2,53
20:3 n3 4,80 6,39 7,31 5,94 5,74 5,89
20:4 n6 141,90 164,08 177,88 129,39 122,64 133,05
22:5n3 2,66 3,39 2,61 2,45 1,77 2,18
22:6 n3 13,35 20,90 14,48 16,66 10,63 16,77
Sonstige 23,34 26,86 19,72 19,84 17,31 21,80

Fettsdurenanteile (%)
SFA 38,80 37,95 37,18 35,66 36,20 36,03
MUFA 17,71 17,59 19,66 20,68 22,60 21,14
PUFA 43,33 44,16 40,66 41,16 35,36 37,42
CLA 0,04 0,04 0,36 0,25 0,95 0,77
TFA 0,13 0,15 2,09 2,23 4,90 4,56
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 15,00 13,04 33,00 41,46 31,95 32,16
16:0/16:1 8,28 12,58 10,39 8,55 6,82 8,16
18:0/18:1 0,87 1,12 1,23 0,81 0,76 0,87

A9-DI 0,37 0,34 0,32 0,39 0,40 0,39




ANHANG

XVIII

Tabelle A-17:

Fettsdurenverteilung im Herz nach Geschlecht und Gruppen [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

10:0 0,43 0,25 0,60 0,76 0,86 0,60
12:0 1,59 1,34 2,05 2,72 2,28 1,22
14:0 3,28 2,57 4,17 4,07 7,27 3,67
14:1 0,15 0,25 0,12 0,09 0,20 0,12
16:0 107,43 99,88 110,56 108,52 136,79 113,60
16:1 n7 3,85 2,54 5,27 4,49 9,98 6,10
18:0 188,38 201,09 150,14 160,60 127,88 133,56
18:1 ¢9 42,58 34,62 46,86 46,66 70,53 56,44
18:1 cll 31,06 30,62 40,78 38,06 43,38 44,03
18:1 c12 0,14 0,16 3,91 3,65 9,12 7,89
18:1 11 0,56 0,50 12,64 11,80 21,27 18,20
18:1£12 0,37 0,25 21,46 20,00 34,32 31,82
18:2 n-6 222,21 197,67 239,88 212,79 196,66 223,55
18:2 (CLA) 0,27 0,30 1,85 1,00 3,79 2,19
18:3 n6 0,27 0,31 0,28 0,35 0,30 0,29
18:3n3 3,65 3,20 3,61 3,90 4,44 2,67
20:0 1,26 1,18 1,08 1,09 1,04 0,96
20:1 n9 1,70 1,53 1,43 1,49 1,57 1,53
20:2 n6 3,82 3,34 2,60 2,50 1,85 2,05
20:3 n3 4,05 4,23 4,24 4,33 3,67 4,39
20:4 n6 166,95 183,70 145,20 153,97 126,29 145,82
20:5n3 0,94 0,82 0,70 0,66 0,53 0,73
22:5n3 15,54 14,74 15,17 13,79 1,01 12,90
22:6 n3 84,10 101,58 72,98 91,15 69,70 70,02
Sonstige 15,05 13,32 11,76 12,00 15,24 14,49

Fettsdurenanteile (%)
SFA 34,87 35,23 30,90 31,91 32,17 29,42
MUFA 9,04 7,96 11,10 10,65 15,08 13,12
PUFA 55,89 56,65 53,90 53,70 46,05 51,46
CLA 0,01 0,01 0,13 0,07 0,32 0,16
TFA 0,17 0,14 3,90 3,62 6,27 5,76
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 2232 10,47 36,19 43,44 35,68 31,24
16:0/16:1 27,92 36,38 20,98 24,16 13,71 18,63
18:0/18:1 4,42 5,81 3,20 3,44 1,81 2,37
A9-DI 0,21 0,18 0,26 0,25 0,31 0,30




ANHANG

XIX

Tabelle A-18:

Fettsdurenverteilung im Thymus nach Geschlecht und Gruppen [mg/g Fett]

VA-Zulage
0 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

10:0 0,30 0,17 0,35 0,43 1,25 0,87
12:0 1,77 1,88 2,67 2,84 2,58 3,28
14:0 12,79 13,56 17,62 13,77 16,06 14,16
14:1 0,39 0,31 0,55 0,50 0,69 0,33
16:0 218,97 214,97 252,38 226,55 243,05 226,35
16:1 n7 15,82 11,20 23,05 17,22 28,82 20,76
18:0 118,97 127,10 113,16 111,94 99,44 104,15
18:1 ¢9 143,60 140,84 153,27 133,92 5147,59 135,00
18:1 cl1 30,99 27,16 31,55 36,15 40,39 44,28
18:1 cl2 0,08 0,11 3,29 3,70 8,05 9,08
18:1¢11 0,26 0,41 5,24 6,19 10,54 13,51
18:1 112 0,15 0,19 8,17 9,47 17,60 20,44
18:2 n6 161,88 188,85 130,71 144,40 113,61 122,82
18:2 (CLA) 0,35 0,55 2,78 2,87 7,25 7,27
18:3 n6 0,37 0,48 0,36 0,50 0,49 0,58
18:3 n3 6,44 6,89 5,59 6,41 4,75 5,14
20:0 1,54 2,25 1,49 1,55 1,20 1,30
20:1 n9 10,12 10,05 8,42 9,95 8,44 10,38
20:2 n6 13,24 10,20 8,81 9,98 8,71 8,77
20:3 n3 8,09 8,16 6,28 7,81 6,40 7,95
20:4 n6 115,66 96,86 89,38 109,99 93,35 109,39
20:5n3 0,86 0,88 0,69 0,71 0,56 0,71
22:5n3 3,95 4,37 2,84 3,23 2,47 2,94
22:6 n3 5,79 8,54 4,44 6,51 4,44 6,30
Sonstige 26,75 22,71 26,02 33,34 31,91 2421

Fettsdurenanteile (%)
SFA 41,53 41,74 44,77 42,00 42,49 40,69
MUFA 22,80 21,48 25,10 23,04 26,71 24,87
PUFA 35,35 36,53 28,01 32,50 26,33 29,51
CLA 0,04 0,06 0,31 0,32 0,81 0,82
TFA 0,28 0,19 1,81 2,15 3,66 4,11
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 32,79 44,26 31,97 27,17 23,19 42,70
16:0/16:1 13,84 19,20 10,95 13,15 8,43 10,90
18:0/18:1 0,83 0,90 0,74 0,84 0,67 0,77
A9-DI 0,35 0,34 0,35 0,35 0,38 0,37




ANHANG

Tabelle A-19:

Fettsdurenverteilung im Gehirn nach Geschlecht und Gruppen [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiure 3 Q 3 ? 3 &

12:0 0,67 1,60 0,49 0,94 1,87 1,42
14:0 2,26 2,05 1,59 1,79 2,05 1,90
16:0 200,66 196,81 199,42 197,87 199,41 198,56
16:1 n7 5,24 4,37 4,68 4,73 5,10 5,07
18:0 186,49 188,00 185,74 186,73 184,25 187,36
18:1 ¢9 168,98 167,28 160,33 172,81 153,59 172,14
18:1 cl1 38,83 32,71 36,06 37,83 34,56 38,83
18:1 cl2 0,00 0,00 0,16 0,25 0,45 0,54
18:1¢11 0,10 0,32 0,33 0,56 0,60 0,93
18:1 112 0,00 0,00 0,60 0,63 1,13 1,53
18:2 n-6 19,87 12,20 10,64 10,76 10,67 12,40
18:2 (CLA) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20:0 3,73 3,06 3,23 2,96 3,19 3,41
20:1 n9 17,40 15,08 14,37 14,17 15,28 17,42
20:2 n6 2,25 1,71 1,88 1,66 1,87 1,86
20:3 n3 5,63 5,67 5,55 5,34 5,47 5,33
20:4 n6 99,85 97,46 101,22 100,05 97,09 95,29
22:5n3 1,82 1,58 1,57 1,45 1,37 1,28
22:6n3 134,33 139,93 142,99 144,79 135,90 140,50
Sonstige 12,01 29,38 27,30 12,99 45,18 13,49

Fettsdurenanteile (%)
SFA 44,76 45,76 45,32 44,50 46,39 44,73
MUFA 25,88 25,19 24,79 25,88 24,55 26,35
PUFA 29,30 28,75 29,37 29,38 28,06 28,53
CLA 0,00 0,04 0,01 0,03 0,03 0,06
Fettsidurenindizes

16:0/16:1 38,29 45,04 42,61 41,83 39,10 39,16
18:0/18:1 1,10 1,12 1,16 1,08 1,20 1,09
A9-DI 0,35 0,35 0,34 0,36 0,33 0,36




ANHANG XXI
Tabelle A-20: Fettsdurenverteilung in den Gonaden nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]
VA-Zulage
0% 0,5 % 1%
Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q
10:0 1,60 4,47 1,49 5,31 2,30 3,27
12:0 3,53 10,15 4,89 11,33 4,58 8,43
14:0 8,68 16,73 9,30 15,53 10,07 14,79
14:1 0,61 0,60 0,24 0,53 0,32 0,63
16:0 230,92 187,41 233,24 180,17 230,27 180,94
16:1 n7 28,92 22,32 24,16 22,09 30,90 26,83
18:0 41,78 45,72 42,50 46,76 40,77 46,39
18:1 ¢9 145,34 184,08 132,78 172,75 134,84 161,36
18:1 cl1 20,48 22,29 26,84 31,34 34,75 43,04
18:1 cl2 0,09 0,14 4,16 6,47 10,63 15,01
18:1¢11 0,16 0,55 7,08 12,34 15,85 26,29
18:1 112 0,19 0,26 7,80 14,85 19,90 32,36
18:2 n6 206,21 320,01 178,06 287,31 166,36 246,74
18:2 (CLA) 0,53 0,71 3,99 4,26 10,13 10,05
18:3 n6 1,38 1,59 1,51 1,84 1,65 1,84
18:3 n3 16,28 23,07 13,57 22,34 12,33 17,68
20:1 n9 2,05 3,09 1,61 2,85 1,51 2,61
20:2 n6 2,99 3,89 2,80 3,38 2,28 2,82
20:3 n3 6,11 3,32 7,36 3,38 5,89 2,92
20:4 n6 69,55 33,35 76,59 25,62 63,81 27,22
20:5n3 1,34 0,96 1,22 1,21 0,91 0,77
22:5n6 85,87 1,70 95,00 1,96 76,65 1,84
22:5n3 2,21 2,88 1,98 2,86 1,72 2,60
22:6 n3 10,46 6,84 10,53 7,57 9,41 7,15
Sonstige 12,31 14,56 10,87 15,62 10,82 15,94
Fettsdurenanteile (%)
SFA 32,82 30,71 33,27 30,13 32,82 29,44
MUFA 22,03 25,98 21,17 26,39 23,79 27,92
PUFA 4491 43,01 43,33 39,77 37,99 34,69
CLA 0,06 0,08 0,44 0,47 1,13 1,12
TFA 0,18 0,22 1,79 3,22 4,28 6,83
Fettsdurenindizes
14:0/14:1 14,27 28,03 39,57 29,42 31,88 23,37
16:0/16:1 7,98 8,40 9,65 8,16 7,45 6,74
18:0/18:1 0,29 0,25 0,32 0,27 0,30 0,29
A9-DI 0,43 0,51 0,41 0,52 0,44 0,52




ANHANG XXII

Tabelle A-21: Fettsdurenverteilung im Serum nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]
VA-Zulage
0 % 0,5 % 1%
Fettsiure 3 ? 3 Q 3 ?
12:0 6,42 3,51 6,66 3,00 12,76 7,28
14:0 4,19 3,18 5,76 4,29 5,70 4,44
14:1 1,25 0,85 1,25 0,71 1,66 0,80
16:0 195,36 158,88 171,80 159,04 168,65 143,54
16:1 n7 5,27 6,18 13,29 10,08 14,49 10,05
18:0 60,10 128,32 69,88 108,48 69,01 115,11
18:1 ¢9 88,85 109,92 107,92 110,26 101,41 98,99
18:1 cl1 10,62 8,83 32,99 27,03 35,31 26,23
18:1 cl2 0,91 1,05 6,90 5,49 12,64 10,55
18:1¢11 4,54 1,47 11,43 10,63 17,92 17,85
18:1 112 1,95 1,42 20,51 18,27 36,19 31,98
18:2 n6 258,24 221,27 273,37 246,51 226,68 198,13
18:2 (CLA) 0,63 0,71 3,86 2,11 6,74 4,65
18:3 n6 1,96 2,33 1,89 2,58 3,14 3,22
18:3n3 8,92 8,34 6,08 5,35 3,95 3,03
20:0 2,19 1,14 1,85 1,14 0,69 1,21
20:1 n9 0,41 0,40 2,19 1,73 1,72 1,26
20:2 n6 1,80 2,39 3,79 2,80 3,05 1,71
20:3 n3 2,85 3,87 5,92 6,34 8,11 6,73
20:4 n6 159,52 211,31 91,77 114,41 100,57 138,01
20:5n3 5,23 7,58 5,32 2,82 4,81 3,45
22:2 16 5,05 5,90 5,91 6,84 11,75 12,72
22:5n3 3,36 3,42 5,79 4,45 5,13 3,39
22:6 n3 22,08 27,35 16,97 15,65 17,82 17,43
Sonstige 34,94 30,18 29,49 26,07 38,04 34,63
Fettsdurenanteile (%)
SFA 33,43 33,60 30,96 33,15 31,31 34,25
MUFA 12,44 13,80 18,65 17,72 19,17 15,82
PUFA 52,57 51,79 46,02 45,33 42,25 43,33
CLA 0,07 0,07 0,43 0,23 0,74 0,52
TFA 1,49 0,73 3,95 3,56 6,53 6,08
Fettsdurenindizes
14:0/14:1 3,36 3,73 4,62 6,03 3,44 5,54
16:0/16:1 37,04 25,72 12,93 15,77 11,64 14,28
18:0/18:1 0,68 1,17 0,65 0,98 0,68 1,34

A9-DI 0,29 0,30 0,34 0,35 0,39 0,39




ANHANG

XXII

Tabelle A-22:

Fettsdurenverteilung in den Erythrozyten nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 3 Q 3 Q

12:0 1,50 1,51 1,35 0,00 0,00
14:0 2,39 2,224 2,27 2,05 2,27
14:1 0,49 0,76 0,35 1,55 0,31
16:0 224,50 212,61 213,95 234,00 241,96
16:1 n7 2,63 5,00 5,28 2,70 4,04
18:0 93,39 97,27 70,24 131,67 121,74
18:1 ¢9 67,66 69,15 69,88 69,62 54,03
18:1 cl1 33,03 36,11 35,91 38,42 36,57
18:1 c12 0,29 3,48 5,62 2,11 7,85
18:1 11 0,62 6,62 10,99 7,67 11,23
18:1£12 0,28 15,45 30,14 17,41 27,59
18:2n6 130,19 135,19 139,39 130,99 112,02
18:2 (CLA) 0,90 1,42 2,53 2,85 2,96
18:3n3 1,06 1,87 0,40 0,42 0,29
20:0 1,10 1,40 0,95 1,44 0,93
20:1 n9 1,68 2,28 1,47 1,39 1,06
20:2 n6 7,47 4,84 5,10 6,10 4,45
20:3 n3 6,09 5,93 8,25 6,51 5,76
20:4 n6 228,08 149,44 196,87 168,93 196,76
20:5n3 2,45 1,88 2,13 1,13 1,60
22:5n3 28,13 18,88 20,27 13,27 18,09
22:6 n3 32,21 21,70 25,58 16,27 23,18
Sonstige 32,77 38,21 32,36 34,42 27,16

Fettsdurenanteile (%)
SFA 38,83 41,24 35,44 4441 43,13
MUFA 12,09 14,52 13,96 13,40 11,79
PUFA 48,52 40,92 45,28 38,72 40,22
CLA 0,10 0,11 0,10 0,10 0,10
TFA 0,45 3,15 5,04 3,14 4,53
Fettsdurenindizes

14:0/14:1 4,88 2,96 6,50 1,32 7,30
16:0/16:1 85,20 42,53 40,53 86,52 59,84
18:0/18:1 1,38 1,41 1,01 1,89 2,25
A9-DI 0,24 0,26 0,28 0,23 0,21




ANHANG XXIV
Tabelle A-23:  Fettsdurenverteilung in den Fizes nach Gruppen [mg/g Fett]
VA-Zulage
Fettsdure 0% 1% 2%
12:0 4,86 + 0,86 6,01 0,97 4,59 + 0,74
14:0 17,87 + 1,07 16,75+ 1,92 17,40 + 3,83
15:0 33,31 £ 4,07 26,76 + 4,06 26,24 + 543"
16:0 175,90 + 11,98 164,73 + 9,85 169,18 + 15,33
16:1n7 1,99 + 0,29 1,37 +1,05 1,81 £0,98
18:0 45,95 + 8,68 38,33 + 7,68 42,57+ 10,98
18:1 ¢9 114,37 + 7,87 117,93 £+ 7,24 116,23 + 12,49
18:1 cl11 21,17 43,15 22,59 £2,72° 33,58 +5,57°
18:1 c12 7,54 +3,88" 9,45 +4,97° 15,23 + 3,74
18:1¢11 9,01 +4,22° 15,40 +3,76° 22,93 £6,97°
18:1¢12 1,80 +1,37° 9,93 +2,09" 15,47 £7,48°
18:2 n6 271,63 + 23,94 296,04 + 35,62 272,59 + 36,89
18:2 (CLA) 2,93 £0,27° 2,15+0,16° 2,0140,11°
18:3 n3 23,78 £2,54 25,94 + 3,95 23,40 + 3,51
18:4 n3 5,62 0,80 3,55+ 1,88" 1,63 +1,20°
20:0 4,51 + 0,45 4,24 +0,42°° 3,93 +0,34°
20:1 n9 6,88+ 0,93 6,04 + 0,95 6,41 £0,62
20:4 n6 3,11+ 1,10 2,75+ 0,36 3,09 0,76
22:0 7,01 +0,40° 5,95+ 0,62 5,39 +0,64°
24:0 10,20 + 1,95 8,95 +2,27 8,73 + 1,58
Verzweigtkettige FS 98,28 + 7,37 87,11 +22,33 87,87 + 14,37
Sonstige 20,99 + 4,64° 17,22 +3,30*° 15,23 + 4,20
Fettsdurenanteile
SFA 45,27 +3,06 40,73 £ 4,25 41,26 + 4,87
MUFA 17,23 +0,65" 17,80 £ 0,59" 19,60 +2,14°
PUFA 34,18 + 2,84 36,90 + 4,42 33,68 £4,54
CLA 0,55+ 0,14 0,55+0,13 0,55+ 0,13
TFA 2,99 + 0,67 4,33 +0,84*° 524 +2738°

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)




ANHANG XXV
Tabelle A-24:  Fettsdurenverteilung in den Fdzes nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]
VA-Zulage
0% 0,5 % 1%

Fettsiiure 3 Q 3 Q 3 Q

12:0 4,63 5,08 5,66 6,37 4,75 4,42
14:0 18,03 17,70 17,59 15,91 19,49 15,31
15:0 34,46 32,17 27,28 26,24 29,19 23,29
16:0 185,21 166,59 171,79 157,68 181,56 156,79
16:1 n7 2,00 19,99 0,98 1,76 2,08 1,54
18:0 45,59 46,31 42,54 34,11 51,93 33,20
18:1 ¢9 109,26 119,48 113,41 122,44 117,22 115,23
18:1 cl11 22,56 19,78 24,32 20,86 34,89 32,26
18:1 c12 7,86 7,21 12,58 6,31 17,88 12,59
18:1 11 7,56 10,46 15,67 15,14 13,57 24,84
18:1¢12 2,44 1,15 11,65 8,21 14,81 16,12
18:2 n6 257,30 285,96 270,58 321,50 243,22 301,95
18:2 (CLA) 2,95 2,91 2,20 2,10 2,01 2,01
18:3n3 22,45 25,11 23,06 28,81 20,52 26,29
18:4 n3 5,58 5,65 3,97 3,13 2,13 1,13
20:0 4,58 4,45 4,48 4,00 4,16 3,70
20:1 n9 6,79 6,97 5,47 6,61 6,31 6,51
20:4 n6 3,61 2,62 2,73 2,76 2,41 3,77
22:0 6,88 7,14 6,18 5,72 5,27 5,51
24 :0 11,92 8,48 10,80 7,10 10,05 7,42
Verzweigtkettige FS 102,89 93,68 96,95 77,26 93,20 82,53
Sonstige 22,40 19,58 18,70 15,74 17,61 12,86

Fettsdurenanteile (%)

SFA 47,15 43,39 43,34 38,12 44,99 37,53
MUFA 16,94 17,52 17,82 17,77 20,27 18,93
PUFA 32,55 35,82 33,75 40,05 30,01 37,35
CLA 0,55 0,54 0,55 0,55 0,55 0,55
TFA 30,3 2,95 4,84 3,82 4,50 5,97




Tabelle A-25:

CLA-Isomerenverteilung im Rattenkorper nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0 % 0,5 % 1%

Isomere 3 Q d Q 3 g

t13,¢15 - - - - 0,001 (0,07 %) : 0,001 (0,08 %) | 0,002 (0,06 %) 0,003 (0,07 %)
t12,t14 0,001 (0,46 %) | 0,001 (0,52 %) | 0,003 (0,16 %) | 0,003 (0,18 %) | 0,004 (0,11 %) 0,004 (0,11 %)
t11,£13 0,004 (1,44 %) 0,003 (1,11 %) | 0,005 (0,26 %) | 0,005 (0,30 %) | 0,007 (0,17 %) 0,006 (0,16 %)
t10,¢12 0,007 (2,23 %) 0,003 (1,47 %) | 0,010 (0,56 %) 0,010 (0,57 %) | 0,016 (0,41 %) 0,016 (0,43 %)
9,11 0,016 (5,18 %) : 0,011 (5,07 %) | 0,045 (2,43 %) | 0,043 (2,56 %) | 0,076 (1,98 %) 0,075 (2,05 %)
t8,t10 0,014 (4,43 %) | 0,009 (3,81 %) | 0,035 (1,90 %) | 0,035 (2,08 %) | 0,062 (1,60 %) 0,058 (1,58 %)
17,19 0,006 (1,77 %) : 0,004 (1,56 %) | 0,047 (2,52 %) 0,045 (2,67 %) | 0,077 (1,99 %) 0,073 (1,99 %)
16,18 0,006 (1,86 %) : 0,004 (1,82 %) | 0,004 (0,22 %) 0,005 (0,31 %) | 0,003 (0,08 %) 0,002 (0,07 %)
12,14 (¢,t/t,e) 0,002 (0,58 %) 0,003 (1,54 %) | 0,008 (0,45 %) | 0,008 (0,46 %) | 0,015 (0,39 %) 0,013 (0,36 %)
11,13 (¢,t/t,ec) 0,009 (2,87 %) 0,007 (2,96 %) | 0,015 (0,81 %) | 0,013 (0,76 %) | 0,025 (0,66 %) 0,020 (0,56 %)
t10,c12 0,015 (4,82 %) | 0,007 (3,24 %) | 0,021 (1,14 %) | 0,012 (0,71 %) | 0,018 (0,46 %) 0,014 (0,39 %)
9,111 0,181 (57,95%) 0,130 (57,52 %) | 1,567 (84,50 %) 1,418 (84,21 %) | 3,411 (88,51 %) 3,255 (89,08 %)
t8,c10 0,007 (2,15 %) | 0,004 (1,69 %) | 0,021 (1,15 %) 0,018 (1,06 %) | 0,050 (1,30 %) 0,042 (1,15 %)
t7,c9/t6,t8 0,007 (2,25 %) 0,005 (2,37 %) | 0,012 (0,66 %) | 0,015 (0,86 %) | 0,019 (0,50 %) 0,019 (0,53 %)
cl2,c14? 0,003 (1,01 %) | 0,007 (3,26 %) | 0,004 (0,20 %) | 0,002 (0,10 %) | 0,001 (0,01 %) 0,001 (0,01 %)
cll,c13 0,001 (0,14 %) : 0,001 (0,49 %) | 0,005 (0,26 %) | 0,004 (0,25 %) | 0,007 (0,18 %) 0,011 (0,29 %)
cl0,c12 0,007 (2,24 %) 0,007 (3,01 %) | 0,012 (0,63 %) 0,012 (0,72 %) | 0,012 (0,30 %) 0,011 (0,29 %)
9,cll 0,024  (7,85%) 0,018 (7,85 %) | 0,035 (1,87 %) | 0,031 (1,81 %) | 0,042 (1,08 %) 0,034 (0,92 %)
c8,c10 0,002 (0,57 %) : 0,001 (0,39 %) | 0,003 (0,14 %) | 0,004 (0,25 %) | 0,018 (0,48 %) 0,006 (0,15 %)
c7,c9 ? 0,001 (0,20 %) : 0,001 (0,34 %) | 0,002 (0,09 %) : 0,001 (0,04 %) | 0,002 (0,04 %) 0,002 (0,05 %)

Isomeren-Anteile

Lt 0,05 (17,38 %) 0,03 (15,35 %) | 0,15 8,11 %) 0,15 (8,76 %) | 0,25 (6,40 %) 0,24 (6,46 %)
otit,c 0,22 (70,62 %) 0,16 (69,33 %) | 1,65 (88,71 %) 1,48 (88,07 %) | 3,54 (91,80 %) 3,36 (91,82 %)
cc 0,04 (12,06 %) 0,03 (15,40 %) | 0,06 (3,20 %) 0,05 (3,11 %) | 0,07 (1,84 %) 0,06 (1,73 %)

DNVHNY

IAXX



Tabelle A-26:

CLA-Isomerenverteilung im weifsen und braunen Fettgewebe nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

weilles Fettgewebe

braunes Fettgewebe

0 % 0,5 % 1% 0 % 0,5 % 1%

Isomere ) Q 3 Q 3 Q J ? d ? 3 Q

112,114 0,003 0,003 0,006 0,006 0,009 0,011 0,004 0,004 0,005 0,005 0,008 0,008
111,¢13 0,004 0,005 0,009 0,009 0,013 0,011 0,007 0,009 0,006 0,006 0,014 0,010
110,¢12 0,008 0,014 0,028 0,026 0,046 0,046 0,026 0,014 0,020 0,019 0,038 0,035
19,¢11 0,023 0,028 0,096 0,087 0,186 0,172 0,024 0,039 0,075 0,080 0,162 0,172
18,110 0,026 0,027 0,117 0,094 0,226 0,192 0,015 0,030 0,082 0,081 0,186 0,154
17,19 0,007 0,008 0,119 0,103 0,239 0,204 0,018 0,009 0,077 0,088 0,185 0,155
16,18 0,008 0,010 0,009 0,007 0,007 0,009 0,014 0,016 0,010 0,020 0,014 0,009
12,14 (c,t/t,c) 0,002 0,002 0,013 0,015 0,025 0,025 0,002 0,004 0,010 0,009 0,017 0,018
11,13 (c,t/t,c) 0,007 0,010 0,025 0,027 0,053 0,039 0,009 0,011 0,017 0,018 0,036 0,032
t10,c12 0,024 0,037 0,031 0,035 0,062 0,049 0,021 0,026 0,042 0,034 0,041 0,031
9,111 0,357 0,447 4,874 4,515 11,875 11,433 0,348 0,399 2,762 2,686 7,235 6,673
8,c10 0,003 0,003 0,076 0,075 0,185 0,125 0,005 0,005 0,040 0,045 0,112 0,080
17,c9/16,t8 0,016 0,016 0,031 0,028 0,095 0,038 0,010 0,012 0,026 0,029 0,017 0,019
cl2,c14? 0,001 0,001 0,003 0,002 0,002 0,001 0,005 0,006 0,003 0,003 0,003 0,006
cll,c13 0,002 0,002 0,015 0,011 0,012 0,017 0,001 0,002 0,011 0,011 0,017 0,017
c10,c12 0,002 0,001 0,002 0,005 0,004 0,004 0,001 0,002 0,005 0,007 0,003 0,006
9,cll 0,039 0,034 0,076 0,065 0,107 0,074 0,035 0,041 0,058 0,053 0,075 0,065
c8,c10? 0,001 0,002 0,002 0,003 0,872 0,026 0,006 0,004 0,010 0,012 0,019 0,015
c7,c9? 0,003 0,003 - - - - 0,001 0,002 - - - -

Isomeren-Anteile

Lt 0,08 0,09 0,38 0,33 0,73 0,65 0,11 0,12 0,28 0,30 0,61 0,54
otit,c 0,41 0,52 5,05 4,70 12,29 10,68 0,39 0,46 2,90 2,82 7,46 6,85
¢c 0,05 0,04 0,10 0,09 0,16 0,12 0,05 0,06 0,09 0,08 0,12 0,11

ONVHNY

IMAXX



Tabelle A-27:

CLA-Isomerenverteilung im Herz und den Nieren nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

Herz Nieren
0% 0,5 % 1% 0% 0,5 % 1%

Isomere ) Q 3 Q 3 Q J ? d ? 3 Q

t13,¢t15 - - 0,011 0,010 0,020 0,024 - - - - - -

t12,t14 0,001 0,001 0,006 0,006 0,013 0,014 0,001 0,001 0,005 0,010 0,008 0,005
t11,¢13 0,005 0,006 0,022 0,018 0,030 0,035 0,005 0,005 0,008 0,006 0,031 0,017
t10,¢12 0,003 0,004 0,101 0,008 0,021 0,013 0,008 0,006 0,017 0,011 0,045 0,031
9,111 0,030 0,035 0,159 0,084 0,288 0,190 0,020 0,023 0,097 0,076 0,172 0,146
18,t10 0,002 0,002 0,023 0,010 0,086 0,043 0,010 0,008 0,060 0,036 0,112 0,092
17,19 0,001 0,001 0,033 0,026 0,116 0,099 0,004 0,003 0,088 0,065 0,137 0,128
16,18 - - - - - - 0,001 0,001 0,006 0,006 0,001 0,002
12,14 (c,t/t,c) 0,003 0,003 0,054 0,040 0,061 0,087 0,007 0,008 0,015 0,012 0,022 0,024
11,13 (c,t/t,c) 0,018 0,015 0,039 0,031 0,047 0,052 0,015 0,013 0,026 0,018 0,055 0,038
t10,c12 0,017 0,010 0,064 0,012 0,019 0,012 0,017 0,017 0,023 0,009 0,048 0,016
9,111 0,103 0,103 1,170 0,603 2,850 1,410 0,222 0,225 2,890 1,879 7,670 6,262
18,c10 0,000 0,000 0,018 0,010 0,063 0,105 0,019 0,016 0,058 0,033 0,104 0,083
17,c9/t6,t8 0,018 0,026 0,032 0,021 0,012 0,019 0,006 0,006 0,025 0,015 0,055 0,042
c10,c12 0,005 0,009 0,006 0,008 0,009 0,003 0,004 0,004 0,007 0,007 0,007 0,007
9,cll 0,044 0,067 0,048 0,084 0,078 0,043 0,024 0,028 0,044 0,035 0,054 0,040
c8,c10 0,011 0,012 0,033 0,015 0,023 0,012 0,003 0,003 0,002 0,002 0,001 0,003
7,69 ? 0,004 0,004 0,037 0,014 0,051 0,031 0,002 0,004 0,006 0,005 0,006 0,006

Isomeren-Anteile

Lt 0,04 0,05 0,36 0,16 0,57 0,42 0,05 0,05 0,29 0,21 0,51 0,42
Gltitce 0,16 0,16 1,37 0,72 3,05 1,68 0,29 0,29 3,04 1,97 7,95 6,46
e 0,06 0,09 0,12 0,12 0,16 0,09 0,03 0,04 0,06 0,05 0,07 0,06

DNVHNY

HIAXX



Tabelle A-28:

CLA-Isomerenverteilung im Thymus und in den Gonaden nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

Thymus Gonaden
0% 0,5 % 1% 0% 0,5 % 1%

Isomere 3 Q 3 Q 3 Q d ? ) ? ) ?

113.¢15 - - 0,007 0,008 0,020 0,019 - - 0,001 0,001 0,003 0,002
t12,t14 0,001 0,002 0,010 0,010 0,020 0,020 0,003 0,004 0,007 0,006 0,012 0,006
t11,£13 0,003 0,005 0,007 0,008 0,020 0,018 0,003 0,006 0,010 0,008 0,008 0,010
110,¢12 0,005 0,008 0,012 0,016 0,030 0,036 0,007 0,014 0,017 0,020 0,036 0,038
9,t11 0,030 0,059 0,079 0,079 0,222 0,230 0,019 0,033 0,080 0,087 0,157 0,144
18,10 0,007 0,010 0,070 0,079 0,136 0,129 0,016 0,021 0,070 0,081 0,132 0,151
17,19 0,002 0,004 0,058 0,048 0,127 0,102 0,015 0,022 0,078 0,090 0,157 0,152
16,18 0,002 0,005 - - - - 0,006 0,012 0,009 0,004 0,004 0,009
12,14 (c,t/t,c) 0,002 0,006 0,012 0,013 0,031 0,036 0,001 0,003 0,009 0,010 0,021 0,019
11,13 (c,t/t,c) 0,023 0,019 0,087 0,085 0,194 0,186 0,007 0,011 0,021 0,022 0,045 0,041
110,c12 0,029 0,020 0,022 0,012 0,029 0,024 0,019 0,037 0,023 0,016 0,034 0,049
9,¢11 0,148 0,246 2,174 2,271 6,107 6,238 0,324 0,456 3,510 3,808 9,236 9,151
8,c10 0,005 0,008 0,047 0,020 0,025 0,043 0,002 0,002 0,031 0,030 0,089 0,053
17,c9/16,t8 0,032 0,053 0,041 0,054 0,073 0,072 0,014 0,014 0,015 0,020 0,044 0,047
cl12,c14? - - 0,005 0,006 0,011 0,008 - - - - - -

cll,c13 0,004 0,007 0,005 0,005 0,004 0,005 - - - - - -

c10,c12 0,003 0,005 0,080 0,088 0,121 0,109 0,031 0,028 0,021 0,014 0,019 0,049
9,cll 0,054 0,094 0,052 0,058 0,072 0,091 0,057 0,047 0,082 0,035 0,112 0,104
¢8,c10? - - 0,011 0,007 0,005 0,007 0,007 0,001 0,009 0,013 0,017 0,023

Isomeren-Anteile

Lt 0,05 0,09 0,24 0,25 0,57 0,55 0,07 0,11 0,27 0,30 0,51 0,51
otit,c 0,24 0,35 2,38 2,46 6,46 6,60 0,37 0,52 3,61 3,91 9,47 9,36
¢c 0,06 0,11 0,15 0,16 0,21 0,22 0,09 0,08 0,11 0,06 0,15 0,18
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Tabelle A-29:

CLA-Isomerenverteilung im Muskel und Hirn nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

Muskel Hirn
0% 0,5 % 1% 0% 0,5 % 1%
Isomere d Q 3 ? ) ? 3
112,114 0,003 0,003 0,002 0,002 0,008 0,012
111,113 0,004 0,006 0,010 0,010 0,024 0,024
110,¢12 0,008 0,012 0,031 0,029 0,037 0,034
19,¢11 0,017 0,025 0,072 0,064 0,150 0,142
18,110 0,011 0,012 0,061 0,055 0,150 0,126
17,19 0,013 0,016 0,093 0,076 0,175 0,152
16,18 0,008 0,012 0,013 0,013 0,012 0,014
12,14 (c,t/t,c) 0,002 0,002 0,011 0,010 0,019 0,022
11,13 (e,t/t,c) 0,009 0,010 0,025 0,020 0,032 0,033
t10,c12 0,018 0,025 0,302 0,026 0,053 0,045
9,111 0,231 0,310 2,136 2,017 5,726 5,199
8,c10 0,003 0,003 0,049 0,042 0,071 0,055
17,c9/16,t8 0,008 0,010 0,019 0,019 0,037 0,030
cl2,c14? 0,004 0,007 0,005 0,004 0,003 0,003
cll,c13 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
c10,c12 0,029 0,031 0,024 0,020 0,024 0,019
9,cll 0,030 0,032 0,056 0,045 0,072 0,062
c8,c10? 0,001 0,002 0,008 0,007 0,024 0,020
c7,c9? 0,001 0,001 0,003 0,002 0,000 0,000
Isomeren-Anteile
Lt 0,06 0,09 0,28 0,25 0,56 0,50
otit,c 0,27 0,36 2,54 2,13 5,94 5,38
¢c 0,07 0,07 0,09 0,08 0,12 0,10
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Tabelle A-30:

CLA-Isomerenverteilung im Karkass nach Geschlecht und Gruppe bzw. nach Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0% 0,5 % 1% 0% 0,5 % 1%
Isomere 3 Q 3 Q 3 @
t13,¢15 - - 0,003 0,003 0,006 0,006 A 0,003 + O,OOOb 0,006 +0,001°
t12,t14 0,003 0,003 0,006 0,007 0,009 0,008 0,003 £0,000" 0,006 = 0,001b 0,008 £ 0,001°
t11,¢13 0,011 0,006 0,009 0,011 0,011 0,010 0,008 £+ 0,005 0,010 + 0,002 0,011 £0,002
110,112 0,017 0,007 0,022 0,021 0,034 0,034 0,012 + 0,008b 0,022 + 0,002b 0,034 + 0,006
19,11 0,038 0,025 0,097 0,098 0,168 0,161 0,032 +0,010* 0,097 = 0,003b 0,164 +0,018°
18,110 0,033 0,020 0,079 0,081 0,137 0,125 0,027 £0,010° 0,080+ 0,003b 0,131 +£0,012°
17,19 0,012 0,007 0,096 0,100 0,158 0,146 0,010 £ 0,004* 0,098 i0,007b 0,152 £0,016°
16,18 0,014 0,009 0,009 0,012 0,007 0,005 0,012 £ 0,004 0,011 £0,004 0,006 + 0,001
12,14 (c,t/t,c) 0,004 0,008 0,015 0,016 0,029 0,025 0,006 £ 0,003* 0,016 0,001b 0,027 £ 0,002°
11,13 (c,t/t,c) 0,021 0,015 0,027 0,028 0,049 0,041 0,018 0,007b 0,027 + 0,001b 0,045 + 0,005%
t10,c12 0,036 0,015 0,031 0,027 0,038 0,030 0,025+0,014 0,029 + 0,004 0,034 +£0,011
9,11 0,422 0,288 3,391 3,230 7,339 7,040 0,355+0,111% 3311 = 0,184b 7,189 + 0,630°
18,c10 0,016 0,009 0,036 0,037 0,106 0,089 0,013 £ 0,005% 0,036 = 0,005b 0,098 £ 0,010°
17,c9/16,t8 0,016 0,012 0,026 0,033 0,040 0,042 0,014 £+ 0,003* 0,030 + 0,006b 0,041 + 0,007b
c12,c14? 0,008 0,018 0,007 0,003 - - 0,013 + 0,007 0,005 + 0,003 -
cll,cl13 0,001 0,003 0,011 0,010 0,018 0,026 0,002 £ 0,001* 0,010+ 0,001b 0,022 £ 0,005°
c10,c12 0,012 0,013 0,026 0,028 0,024 0,020 0,012 +0,003* 0,027 + 0,003b 0,022 + 0,003b
c9,cll 0,057 0,040 0,071 0,070 0,091 0,074 0,049 +0,015% 0,070 0,006*"b 0,083 £0,01 1°
c8,c10 0,004 0,002 0,005 0,010 0,017 0,011 0,003 £ 0,001* 0,007 0,0043‘b 0,014 + 0,004b
c7,c97? 0,001 0,002 0,004 0,001 0,004 0,004 0,002 + 0,001 0,002 + 0,002 0,004 £ 0,002
Isomeren-Anteile
tt 0,13 0,08 0,32 0,33 0,53 0,49 0,10 £ 0,04° 0,33 + 0,02b 0,51 £ 0,05°¢
c,t,c 0,52 0,35 3,53 3,37 7,60 7,27 0,43 +0,14° 1,35+ 0,18b 7,43 £ 0,65¢
c,c 0,08 0,08 0,12 0,12 0,15 0,14 0,08 + 0,02° 0,12 + 0,01b 0,15+ 0,01b
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Tabelle A-31:

CLA-Isomerenverteilung in der Leber nach Geschlecht und Gruppe bzw. nach Gruppe [mg/g Fett]

VA-Zulage
0,5 % 0% 0,5 % 1%
Isomere 3 Q 3 Q 3 Q
112,114 0,002 0,001 0,007 0,003 0,012 0,008 0,001 £ 0,001* 0,005 + 0,002b 0,010 £ 0,003°
t11,¢13 0,004 0,000 0,016 0,009 0,029 0,020 0,002 £ 0,001* 0,013+ 0,006b 0,024 £ 0,009°
110,12 0,004 0,001 0,009 0,006 0,017 0,013 0,002 £ 0,002* 0,007 + 0,002b 0,015 £ 0,003°
19,111 0,009 0,006 0,068 0,044 0,091 0,070 0,008 + 0,003* 0,056 + (),017b 0,080 +0,018°
18,110 0,010 0,001 0,025 0,019 0,039 0,035 0,006 + 0,005% 0,022 + (),008b 0,037 + 0,006°
17,19 0,004 0,008 0,111 0,066 0,186 0,160 0,006 + 0,003* 0,089 + (),029b 0,173 £ 0,022°
6,18 0,001 0,001 - - - - 0,001 + 0,000° R b
12,14 (c,t/t,c) 0,001 0,002 0,040 0,025 0,066 0,042 0,001 £ 0,001* 0,032 + 0,010b 0,054 +0,018°
11,13 (¢,t/t,c) 0,008 0,005 0,067 0,022 0,104 0,041 0,007 £ 0,002* 0,044 + 0,026b 0,073 = 0,038b
t10,c12 0,007 0,006 0,017 0,012 0,016 0,015 0,006 £ 0,002* 0,015+ 0,005b 0,015+ 0,004b
9,111 0,119 0,075 2,479 1,175 5,556 3,086 0,097 £ 0,040" 1,826 0,738b 4,321 +£1,523°¢
18,c10 0,003 0,002 0,113 0,043 0,112 0,069 0,003 +0,001* 0,079 + (),045b 0,091 + 0,024b
17,c9/16,t8 0,001 0,002 0,019 0,012 0,027 0,022 0,001 +0,001* 0,015+ (),006b 0,025 +0,009°
cl2,c14? 0,001 0,002 0,020 0,008 0,008 0,009 0,004 + 0,002* 0,014 + 0,010b 0,008 + 0,0023’b
cll,cl13 0,008 0,005 0,008 0,011 0,006 0,001 0,002 + 0,000" 0,009 + 0,006b 0,003 +0,003*
c10,c12 0,007 0,006 0,011 0,009 0,038 0,039 0,028 +0,013* 0,010 £ 0,007b 0,039 +0,007*
c9,cll 0,119 0,075 0,091 0,028 0,073 0,026 0,010 +0,005" 0,060 £ 0,036b 0,049 + 0,029b
c8,c10 - - 0,003 0,001 0,003 0,003 A 0,001 + 0,001b 0,003 £ 0,000°
Isomeren-Anteile
tt 0,03 0,02 0,24 0,15 0,37 0,31 0,03 £ 0,01° 0,19 + 0,06b 0,34 £ 0,06°
G tit,c 0,14 0,09 2,74 1,29 5,88 3,28 0,12 £+ 0,04" 2,01 £ 0,82b 4,58 +1,60°
c,c 0,06 0,03 0,13 0,06 0,13 0,08 0,04 £+ 0,02° 0,09 + 0,04]J 0,10 £ 0,04b

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
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Tabelle A-32:

CLA-Isomerenverteilung im Serum und in den Erythrozyten nach Geschlecht und Gruppe [mg/g Fett]

Serum Erythrozyten
0 % 0,5 % 1% 0 % 0,5 % 1%

Isomere 3 Q 3 Q 3 Q d J ? d ?

t12,t14 0,012 0,011 0,007 0,007 0,011 0,006 - 0,005 0,016 0,026 0,024
111,113 0,017 0,021 0,014 0,009 0,031 0,014 - 0,005 0,008 0,013 0,012
£10,¢12 0,013 0,014 0,037 0,008 0,030 0,012 - 0,009 0,016 0,024 0,009
9,¢11 0,066 0,090 0,130 0,048 0,245 0,105 0,144 0,034 0,041 0,099 0,081
18,110 0,006 0,010 0,026 0,031 0,060 0,033 - 0,003 0,014 0,023 0,037
7,69 0,008 0,013 0,129 0,064 0,152 0,089 - 0,016 0,023 0,071 0,082
16,18 - - - - - - - 0,006 0,010 0,005 0,006
12,14 (c,t/t,c) 0,004 0,011 0,019 0,012 0,029 0,020 0,003 0,005 0,018 0,030 0,042
11,13 (e,t/t,c) 0,031 0,042 0,068 0,024 0,057 0,029 0,031 0,012 0,028 0,042 0,042
t10,c12 0,076 0,086 0,146 0,065 0,172 0,083 0,150 0,096 0,131 0,157 0,114
9,11 0,351 0,342 3,773 1,739 5,684 3,274 0,326 0,431 0,647 1,449 1,422
18,c10 0,017 0,028 0,224 0,074 0,215 0,133 0,019 0,011 0,021 0,028 0,055
£7,c9/t6,t8 0,009 0,007 0,020 0,009 0,040 0,027 0,024 0,095 0,169 0,102 0,105
9,cll 0,023 0,034 0,054 0,018 0,019 0,033 0,186 0,673 1,373 0,754 0,911
c8,c10 - - - - - - 0,020 0,020 0,016 0,032 0,023

Isomeren-Anteile

Lt 0,12 0,16 0,34 0,17 0,53 0,26 0,14 0,08 0,13 0,26 0,25
ot/ 0,49 0,52 4,25 1,92 6,20 3,57 0,55 0,65 1,01 1,81 1,78
oc 0,02 0,03 0,05 0,02 0,02 0,03 0,21 0,69 1,39 0,79 0,93
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Tabelle A-33:

CLA-Isomerenverteilung in den Fdzes nach Geschlecht und Gruppe bzw. nach Gruppe [mg/g Fett]

Priifsubstanz
0% 0,5 % 1% 0% 0,5 % 1%
Isomere 3 Q 3 Q 3 Q
112,114 0,010 0,012 0,019 0012 0,020 0,004 0,011 + 0,004 0,016 + 0,007 0,012 £ 0,009
111,113 0,043 0,035 0,018 0014 0,021 0,025 0,039+ 0,016° 0,016 + 0,003° 0,023 + 0,005°
110,112 0476 0,440 0361 0347 0,266 0,234 0,458 + 0,044° 0,355 +0,030° 0,250 + 0,023°
19,111 0307 0338 0,162 0,165 0,157 0,206 0,322 +0,036° 0,164 +0,016" 0,182 +0,031°
18,110 - - 0,070 0,078 0,117 0,129 A 0,074 +0,013° 0,123 +0,014°
17,19 0,158 0,198 0,032 0,035 0,049 0,079 0,178 + 0,037° 0,034 +0,009° 0,064 +0,017°
16,8 0,038 0,040 - . ; - 0,039 + 0,005 > -
12,14 (c,1lt,c) 0,122 0,084 0068 0027 0050 0015 0,103 + 0,030° 0,048 + 0,023° 0,032 +0,022°
11,13 (c,t/t,c) 0,014 0,006 0,011 0013 0,013 0,011 0,010 + 0,005 0,012 + 0,002 0,012 + 0,004
110,c12 0,945 0,785 0,738 0,715 0,621 0,760 0,865 + 0,130° 0,728 + 0,056" 0,690 + 0,094°
9,111 0,650 0,797 0,562 0,537 0,534 0,618 0,723 +0,101° 0,549 + 0,040° 0,576 + 0,061°
18,c10 0,032 0,013 - - - - 0,022 +0,011° - -
17,c9/16,18 0,008 0,023 0,009 0,008 0,020 0,021 0,016 + 0,009° 0,009 £ 0,003*° 0,021 + 0,004°
cl1,c13 0,035 0,029 0,017 0014 0,020 0,020 0,032 + 0,005 0,015 + 0,003" 0,020 + 0,005"
c10,c12 0,056 0,050 0,072 0,081 0,076 0,057 0,053 +0,011° 0,077 £ 0,017° 0,067 £ 0,011
9,11 0,024 0,038 0,029 0032 0,031 0,017 0,031 40,010 0,031 + 0,005 0,024 + 0,007
8,c10 0,036 0,037 0,032 0016 0,018 0,010 0,037 + 0,007 0,024 + 0,009° 0,014 + 0,005°
Isomeren-Anteile
1t 1,03 1,06 0,66 0,65 0,63 0,68 1,05+ 0,10* 0,66 + 0,06" 0,65 + 0,04"
o tit,c 1,77 1,71 1,39 1,30 1,24 1,42 1,74 £ 0,17° 1,35+ 0,10" 1,33 +0,14"
e 0,15 0,15 0,15 0,14 0,14 0,10 0,15+ 0,03 0,15 + 0,02 0,12 £ 0,02

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
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Tabelle A-34:  Fettsdurenverteilung des Milchfettes

Fettsiure Kontrolle (I) Infusion (II) Kontrolle (IIT)
mg/g Fett
4:0 18,79 + 1,46 16,89 + 2,70*° 14,75+ 327°
6:0 13,61 £+ 1,10° 11,03+ 2,30 8,22+ 1,40°
8:0 795+ 0,70 584+ 1,55° 4,09+ 0,68°
10:0 20,79 + 2,08 15,36 £ 4,00 10,96 + 2,22°
12:0 25,03+ 2,35 20,73+ 3,26 15,86 £ 3,16°
14:0 105,04 + 5,70 105,58 + 9,65 96,69 + 15,70
14:1 n9 9,05+ 0,85 477+ 1,92° 9,60+ 2,52°
15:0 13,36+ 1,98 1137+ 2,15° 1022+ 1,20°
16:0 351,10 + 19,06 290,27 + 41,66° 348,05 + 56,28"
16:1n7 1433+ 1,52° 8,05+ 2,90 14,61+ 6,65
18:0 66,14+ 7,36 117,71 £29,13° 85,21 £27,77°
18:1 ¢9 173,45 + 16,50 177,24 + 17,20 191,87 + 38,45
18:1 111 2331+ 323° 30,62+ 5,94 27,08 + 6,48
18:2 n6 11,40+ 1,06 14,07+ 4,48 1593+ 3,40°
18:2 (CLA) 581+ 0,93 42,37 + 18,38 21,32 +12,88°
18:3 n3 2,56+ 0,48° 326+ 0,59 332+ 0,59°
Sonstige 4,67+ 1,10*° 3,75+ 0,93 490+ 1,04°
Fettsdurenanteile
SCFA' 40,36 + 3,20° 33,76 + 5,99 27,06+ 4,44°
MCFA? 538,70 + 2,86" 456,14 + 57,76° 506,00 + 61,03
LCFA® 253,54 +23,68" 312,28 + 41,85 296,32 +4127°
SFA 623,63 +20,71 596,74 + 31,86 595,47 + 54,21
MUFA 196,83 + 17,29 190,06 + 16,85 216,08 + 42,36
PUFA 16,82 + 1,04° 19,12 + 4,86 22,72+ 3,36
Fettsdurenverhiltnisse

14:0/14:1 11,73+ 1,53 2499+ 8,51° 1142+ 5,85
16:0/16:1 2477+ 2,99° 38,52+ 8,01° 28,67 + 12,46
18:0/18:1 0,38+ 0,02° 0,66+ 0,15 0,48+ 0,22°

a, b, ¢ - signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
'SCFA = Summe von C4:0 bis C8:0

*MCFA = Summe von C10:0 bis C16:1

’LCFA = Summe von C18:0 bis C18:3
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Tabelle A-35: CLA-Isomerenverteilung des Milchfettes und scheinbare Transfereffizienz der einzel-

nen CLA-Isomeren in das Milchfett

Isomere Kontrolle (I) Infusion (IT) Kontrolle (II)  Transfereffizienz
mg/g Fett %
113,115 0,01 £0,002" 0,05 +0,02° 0,02 £0,01° 15,3 £3,1
t12,t14 0,06 £ 0,009" 0,77 +0,37° 0,29 +0,25" 18,8 +4,5
t11,¢13 0,11£0,018" 0,98 +0,45" 0,39 +£0,29* 15,4+3,6
£10,¢12 0,03 +0,005" 1,05 +0,44° 0,35+0,32° 9,1+27
9,¢11 0,12 +0,021° 1,20 £ 0,51° 0,52 +£0,35° 93+£2,6
18,¢10 0,02 £ 0,003" 1,02 +0,48° 0,35 +0,33¢ 10,1 +4.,8
17,19 0,07 £0,011* 1,14 0,54 0,59 £ 0,53¢ 21,9+6,0
16,18 0,02 £ 0,007" 0,11 +0,05" 0,05 +0,03" -
12,14 (c,t/t,c) 0,02 £+ 0,003" 0,92 + 0,44 0,32 £0,30° 64,0+4.8
t11,c13 0,15 £0,029" 0,47 +0,18° 0,38 +0,23" 10,4 +2.8
cl1,¢13 0,02 £ 0,004" 7,77 +4,.22° 2,72 +£2,52¢ 249+6,3
t10,c12 0,03 £+ 0,004" 5,34 42,63 1,99 +1,91° 142+42
9,11 4,66 +0,759° 9,75 + 2,46 8,44 +2,52° 20+14
8,c10 0,14 £0,027° 7,55 +3,84° 2,96 +2,61° 24,6 £6,9
17,69/t6,c8 0,32 £0,051° 0,69 +0,23" 0,50 £0,17° 42+14
cll,cl3 0* 0,91 + 0,46" 0,34 +0,33¢ 24,1+7,2
c10,c12 0* 0,89 + 0,44° 0,34 £ 0,32° 16,7 + 4,7
9,cll 0,015 +0,003" 0,86 + 0,43 0,32 £0,30° 20,6 £ 6,0
c8,c10 0,003 £ 0,001* 0,90 + 0,46" 0,36 +£0,32° 255+74
Isomerenanteile
t,t 0,45+0,07° 6,33+ 2,83° 2,57+ 193¢ 154+ 48
olite 5,35+ 0,86" 32,50 +13,82° 17,32+ 9,78° 20,6 £21,2
e 0,02+ 0,01° 3,56+ 1,78" 1,43+ 1,26° 21,7+ 3.9
> CLA 5,81+0,93" 42,37 +18,38" 21,32 +12,88° 18,7+ 2,1

a, b, ¢ — signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten mit ungleichen Indizes (P < 0,05)
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