Aus dem Institut fur Experimentelle Dermatologie
der Universitat zu Libeck

Geschéftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Enno
Schmidt

Einfluss unterschiedlicher Diaten auf den
Cholesterinstoffwechsel und das Korpergewicht in
Mausen

Inauguraldissertation
Zur Erlangung der Doktorwirde
der Universitét zu Lubeck

-Aus der Sektion Medizin-

vorgelegt von
Heiko Korber-Ahrens
aus Northeim

Lidbeck 2020



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Ralf Ludwig

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Bernd Schultes
Tag der mindlichen Prifung: 25.3.2020
Zum Druck genehmigt. Libeck, den 25.3.2020

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



T 1T A oo PSSP 5
I 2 1] 0 T0 1] = PSSP 5
1.2 GESAMECNOIESTEIIN. ... .ttt nnnnnes 8
1.3 High density liPOPrOteIN ........cii i 9
1.4 Low/very low density lipOProtein ..........ceeiieciiiieiiiei e 10
1.5 MetaboliSChes SYNUIOM ......oii i 11
1.6 Fragestellung des gesamten Projektes.............veeiiiiiiiiiieiiiiii e, 14
1.7 Fragestellung dieSer Arbeit........c.oovuiiiiiiii e e 15

2 Material UNd METNOTEN ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiebieeiiibb bbb aeebbbbebeeaeesensnnnnes 17

2.1 Liste der Laborgerate, Tierhaltungsutensilien, Verbrauchsmaterialien und

(O 1T 0 117 111 o 1P 17
A A 4= €18 (o Y11= = PSS 19
2.2.1 HaltungsbedinQUNGEN .........ccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 20
2. 2.2 FURBIUNG ..ot e ettt e e e e et e nn et n e e e e e e e ennnna s 21
2 T I o (U oo TP 21
2.2.4 Probenentnaime .........cooiiiiiiiiee e 22
2.3 Serenherstellung ... 22
2.4 ChOleStENNMESSUNG .....ceiiiiiiiiiieie ettt 22
2.4.1 GeSaMICNOIESTEIIN.......ccciiiiiiiiii e 23
2.4.2 High density lIpOProteIN ......ouvveiii e 23
2.4.3 Low/ very low density lIpOProtein .........ovuviiiiii i 23
2.4.4 Standards UNd LEEIPIODEN .......iiii i 24
2.4.5 Weitere ProbenverarbeituUng .........ccooieiiiiiiiiiie e 24
2.4.6 ArDEITSTEAGENZ ...ovvviei et 24
2.4.7 Fertigstellung der Proben und MESSUNG .......ccevivviiiiiiieieeeeeceeeieeee e 24
2.5 GEWICHESIMESSUNG ..ttt e et e e e e e e s e et e e e e e e e e eanraaaaaes 25
2.5. 1 NCMB-MAUSE ...t 25
2.5.2 NZM-2410J-MEUSE .....couiiiieie e e e e e e et e e e e eeeas 25
2.6 AUSWEITUNG/STALISTIK .....oeeeiiiiiiiiiiiiiii 25
G o 1= o] T EST = TSR 26
3.1 GEWICNTSMESSUNG ....ceiiiiiiiiiiiieee e 26
B.LINCMB-MAUSE GL8 ... e e e e e et e e e e eeas 26
3.1.2 NCMB-MAUSE GLO ..ottt e e e et e e et s e e e ea e aaees 28

3.1.3 NCMB-MEUSE G20 ...ttt ettt e e e e e eeeeea s 29



3.1.4 NCMB-MAUSE G18-20 .....cceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 31
3.1.5 NZM2410/I-MEUSE .....ccoeiiiiiiiiieeeeeeeeee e 33
3.2 CholeStEINNMESSUNG .. .. eeeieeeeiiie e e et s e e e e e et s e e e e e e e et e e e e e e e eeareaaaaes 35
3. 2. L NCMB-MAUSE GL8 ... 35
3. 2.2 NCMB-MAUSE GL9 ..o 38
3. 2.3 NCMB-MEUSE G20 ...ttt ettt e et e e e e eeeeeaas 41
3.2.4 NCMB-MAUSE gESAMIL ... ceeeiiieiiiiii et e et e et e e et e e e e e e e eata s e e e et eaeees 44
3.2.5 NZM2410/I-MEUSE .....coeeiiiiiiiieeeeeeeeee e 47
4 DISKUSSION L.ttt 51
4.1 Zusammenfassung der HAuptergebniSSe ...........uuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieienenes 51
4.2 Diskussion der MethOden .........cooieeeiiiiieiies e 52
i Y= €S0 [ ] 1T = TS 52
4.2.2 CholesterinDESIMIMUING ........uuuereiiiiiieiiiieiiiieeieeeeeeeesaeeeeeeseeeeeeeeeeneeseenenseeeneneenne 53
4.2.3 GEWICNTSIMESSUNQ ....ttteetteiteiteiteeettseeeeeesseeeeseeesesseessessss e sessse e sbsssesssneennes 55
4.3 DiSKUSSION der ErgeDNISSE .....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiieetiieseseeeeeeeeeseeeeeeeeeneesenneesnenennnes 56
4.3.1 Zusammengefasste Diskussion aller Gewichtsmessungen.............cccccvvvvvvnnee 56
4.3.2 Cholesterinmessung NCMB-MaAuse G118 .............uuuuiiiimiiiimmmiiiiiiiiiiiiiiiienienninn. 58
4.3.3 Cholesterinmessung NCMB-MAuSse G19 ............uuuuiiiiimiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiieinennnnnn. 58
4.3.4 Cholesterinmessung NCMB-Mause G20 ............ciieeiiieeiiiieiiiiiee e 59
4.3.5 Cholesterinmessung NCMB-MAause gesamt .........ccceeeveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiinnn. 59
4.3.6 Gesamtdiskussion Cholesterinmessung NCMB-MAuUSe...........cccoeeeeeeriiviiinnnnnn. 59
4.3.7 Cholesterinmessung NZM2410/J-MAUSE ..........ccuuvvieeiieeeeiieeiieee e 63
5 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt e e e e e e et e e e e e e e e e e rb e aeaaas 65
Ol I LT = LU V=T =TT o] o1 66
A AN g1 a1 g o 1= TP RSP 81
7.1 Votum der EthiKKOMMISSION ........coooviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 81
7.2 AbbildungSVEerzeIiChNIS .........oouviiiii e 81
7.3 TabelleNVerZeIiChNIS ........ccoiieeee e e e 82
A VL= PP PTRPPP 83
A 3 RS = L [0 F= U0 1V 4 = PP 83
7.4.2 WeStern-DiAt-FULLEN ...........ooiiiii e e e 85
A D= 1] 7= To UL 0 To =T o LR 86
S =T oY= 1] > T SR 87

O U] o] 117 10 ] o IU TP 88



Abklrzungsverzeichnis

AACE - American Association of Clinical Endocrinologists
BMI - Body mass index
BPD-DS - Biliopankreatische Diversion mit und ohne

Duodenal Switch

Cal - Kalorienreduzierte Gruppe

CO2 - Kohlenstoffdioxid

Con - Kontroll-Diat-Gruppe

CRP - C-reaktives Protein

CTT - Cholesterol Treatment Trialists

Cyclo - Cyclodextrin

DAG - Deutsche Adipositas Gesellschaft

DE - Dextrose Equivalent

DGAV - Deutsche Gesellschatft fir Allgemein- und
Viszeralchirurgie

EAS - European Atherosclerosis Society

EGIR - European Group for the Study of Insulin Resistance

ESC - European Society of Cardiology

FTO - Fat mass and obesity associated

G - Generation

HDL - High density lipoprotein

HMG-CoA Reduktase - 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase

IDF - International Diabetes Federation Task Force on

Epidemiology and Prevention

IDL - Intermediate density lipoprotein
IgG - Immunglobulin G

IL - Interleukin

KHK - Koronare Herzkrankheit

LDL - Low density lipoprotein

Lp(a) - Lipoprotein a



Abklrzungsverzeichnis

LRC CPPT - The Lipid Research Clinics Coronary Primary
Prevention Trial

NAD - Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADH - Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid Hydrogen

NCEP - National Cholesterol Education Program

NCEP:ATPIII - National Cholesterol Education Program — Third
Adult Treatment Panel

P - Elterngeneration

PAI - Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

TNF - Tumornekrosefaktor

VLDL - Very low density lipoprotein

Wes - Western-Diat-Gruppe

WHO - World Health Organisation



1 Einleitung
1.1 Adipositas

Ubergewicht, beziehungsweise Adipositas, ist definiert als eine uber das
Normalmafd hinausgehende Vermehrung des Korperfetts (Deutsche Adipositas
Gesellschaft, 2016). Eine wichtige Berechnungsgrundlage fur die
Gewichtsklassifikation ist der Koérpermassenindex, der so genannte Body Mass
Index (BMI). Der BMI ist der Quotient aus Gewicht und Koérpergréf3e zum
Quadrat (kg/m2) (WHO, 2000). Die unterschiedlichen Grenzwerte und die

dariiber definierten Begrifflichkeiten sind aus Tabelle Nr. 1 ersichtlich.

Normalgewicht 18,5 - 24,9 kg/m?
Ubergewicht 25,0 - 29,9 kg/m2
Adipositas Grad | 30,0 - 34,9 kg/m?
Adipositas Grad I 35,0 - 39,9 kg/m2
Adipositas Grad Il > 40,0 kg/m?2

Tabelle Nr. 1 nach WHO 2000: Grade der Ubergewichtigkeit in Abhangigkeit des BMI

Die Adipositas stellt ein bedeutendes sozio6konomisches Problem dar, dessen
Pravalenz in den letzten Jahren stark zugenommen hat. Weltweit waren 2013
circa 37,45% der Menschen von einem BMI 225 kg/m? (Ng et al., 2014) und
2014 circa 12,85% von einem BMI > 30 kg/m? betroffen (NCD Risk Factor
Collaboration, 2016). Hervorgerufen wird die Erkrankung primar durch eine tber
dem Kalorienverbrauch eines Individuums liegende Zufuhr von Kalorien
(Nguyen wund El-Serag, 2010). Dies bedingt, dass durch erhéhte
Nahrungsaufnahme oder verminderten Kalorienverbrauch eine Imbalance
entsteht, die das Auftreten einer Adipositas begunstigt. Die Grinde dafur sind
vielfaltig: Bereits Neugeborene einer Ubergewichtigen Mutter haben ein
erhohtes Risiko fur die Ausbildung von Ubergewicht (Tun et al., 2018). Mit einer
hoheren Verfugbarkeit und steigender Energiedichte der Nahrung (Kant und



Graubard, 2006), hoher Preisgebung von Obst und Gemuse sowie einer hohen
Dichte von Fastfood-Restaurants am Wohnort (Holsten, 2009, Mason et al.,
2018) steigt die Pravalenz der Adipositas. Weitere auslosende Faktoren sind
zunehmender Besitz von Autos und hohe Zeitdauer taglichen Fernsehkonsums
(Prentice und Jebb, 1995) und andere, wie zum Beispiel die mangelhafte
Ausgestaltung von Wohnraumen mit Moglichkeiten zur korperlichen Aktivitat
(Creatore et al., 2016) wie oOffentliche Parks (Kipke et al., 2007) oder
Fitnessstudios (Mason et al., 2018). Auch das soziale Umfeld hat einen starken
Einfluss. Freunde, Geschwister oder Ehepartner adipéser Menschen haben ein
erhohtes Risiko selbst eine Adipositas zu entwickeln (Christakis und Fowler,
2007). Einzelne Nahrungsbestandteile haben hierbei einen unterschiedlichen
Einfluss auf die Auspragung. In erster Linie sind es hochkalorische Lebensmittel
mit hohem Zucker- oder Fettanteil, die arm an Ballaststoffen sind, welche eine
Adipositas beginstigen. Doch auch genetische Préadispositionen sind
beschrieben. Im Jahr 2007 wurden im Fto-Gen Einzelnukleotid Polymorphismen
entdeckt (Frayling et al., 2007), von denen Uber 40 bisher bekannte Variationen
existieren, die mit erhéhtem BMI und Adipositas assoziiert sind (Loos und Yeo,
2014). Die bisher bekannten Genvarianten erklaren jedoch nur einen kleinen
Anteil der Falle von Adipositas (Hofker und Wijmenga, 2009). Ferner kann
Adipositas durch Stoffwechselstérungen wie Hyperkortisolismus oder
Hypothyreose hervorgerufen werden, aber auch bei vielen seltenen
genetischen Erkrankungen ist sie obligat (Kaur et al., 2017). Daruber hinaus
spielt das von den Adipozyten sezernierte und in Regionen des Hypothalamus
als Sattigungshormon wirkende Leptin eine Rolle bei der Entwicklung von
Ubergewicht. Menschen mit Adipositas weisen erhohte Leptinspiegel, aber
auch eine erhodhte Leptinresistenz auf (Al-Hamodi et al., 2014, Danne und
Kordonouri, 2016). Zu einem gewissen Anteil sind Medikamente Ursache von
Fettleibigkeit beim Menschen (beispielsweise Neuroleptika, Glukokortikoide,
Insulin, RR-Blocker, einige Kontrazeptiva, einige Antidiabetika oder
Antidepressiva) (Klein et al., 2016). Verschiedene Erkrankungen werden durch

die Adipositas beginstigt, wie zum Beispiel Diabetes mellitus Typ II, arterielle



Hypertonie, Arteriosklerose, (Lyall et al., 2017) Fettstoffwechselstorungen,
Schlafapnoe-Syndrom, die aufgrund der hdheren Gewichtsbelastung den
Stutzapparat  betreffenden  Pathologien sowie eine Vielzahl von
Tumorerkrankungen wie zum Beispiel Osophagus-, Magen-, Colon- oder
Mammakarzinom, um nur einige zu nennen (Lauby-Secretan et al., 2016). Zur
Abschéatzung des Risikos des Auftretens kardialer Ereignisse stellt die Waist-to-
hip-Ratio also das Verhdaltnis von Bauch- zu Huftumfang eine genauere
Methode als der BMI dar (Noble, 2001). Das abdominelle Fettgewebe kann
durch Messung des Taillenumfangs gut erfasst werden (Pouliot et al., 1994). Es
sezerniert unter anderem Stoffe wie CRP, Interleukin-6, Tumornekrosefaktor-a,
Resistin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1. In ihrer Gesamtheit besitzen
diese ein atherogenes und diabetogenes Potential, rufen eine Insulinresistenz
hervor und versetzen den Koérper grundséatzlich in einen pra-inflammatorischen
Zustand, weshalb eine Vermehrung des abdominellen Fettgewebes somit
weitreichende negative Einflisse auf die Gesundheit des betroffenen
Individuums darstellt (Després, 2006). Adipositas ist ein Bestandteil des
Komplexes von Merkmalen, die zur Diagnose eines metabolischen Syndroms
fuhren, worauf in Kapitel 1.5 ndaher eingegangen wird. Die Behandlung erfolgt
nach neuestem Stand multimodal und je nach Ursache. Lifestyle-Anderung im
Sinne von Erndhrungs-, Bewegungs-, und Verhaltenstherapie sind die
Grundpfeiler der Basistherapie (Clark, 2015). Eine pharmakologische Therapie
sollte erst nach Ausschopfung der Basistherapie oder adjuvant in Betracht
gezogen werden (DAG, 2014). Daruber hinaus kommen nach frustraner
Basistherapie unter bestimmten Voraussetzungen, wie zum Beispiel dem
Vorliegen eines BMI > 40kg/m2 oder BMI zwischen 35 und 40kg/m2 und
Vorliegen mindestens einer adipositas-assoziierten Erkrankung, chirurgische
Mafl3nahmen in Betracht (DGAV, 2018). Als mdgliche Verfahren sind hier die
Schlauchmagenbildung, der proximale Roux-en-Y Magenbypass, der Omega-
Loop-Magenbypass und die biliopankreatische Diversion mit und ohne
Duodenal Switch (BPD-DS) die erwdhnenswertesten. Die hdchste Evidenz liegt

far den proximalen Roux-en-Y Magenbypass und far die



Schlauchmagenbildung vor (DGAV, 2018).

1.2 Gesamtcholesterin

Unter dem Begriff Gesamtcholesterin werden die Fraktionen der
Chylomikronen, VLDL, LDL, IDL, HDL und Lipoprotein A subsummiert. Sie
stellen die Transportform des Cholesterins im Serum dar, welches aufgrund
seiner lipophilen und hydrophoben Eigenschaften im Kern der jeweiligen
Transportform umgeben von einer Hulle von Phospholipiden und
Apolipoproteinen in unterschiedlicher Konzentration transportiert wird. Der
grofdte Teil des Cholesterins ist als Bestandteil von Zellmembranen zur
Synthese von Steroidhormonen und Gallensauren nicht als freie Form im
Serum verfugbar. Erhohte Konzentrationen von Gesamtcholesterin sind ein
Risikofaktor fur das Entstehen von Arteriosklerose und seiner Manifestationen,
im Einzelnen koronare Herzerkrankung (KHK), periphere arterielle
Verschlusskrankheit und Schlaganfall (Lehnert, 2014). Die Lebenszeitpravalenz
einer KHK in Deutschland fur 40- bis 79-Jahrige betragt fur Manner 12,3% und
fur Frauen 6,4% (GoRwald et al., 2013). In Deutschland haben 56,6 % der
Manner und 60,5 % der Frauen im Alter von 18 bis 79 Jahren ein erhOhtes
Serum-Gesamtcholesterin tGber 190 mg/dl (Scheidt-Nave et al.,, 2013).
Erkrankungen, die mit einem erhohten Level an Gesamtcholesterin
einhergehen, sind beispielsweise Hypothyreose, Nephrose, systemischer Lupus
Erythematodes oder die primar biliare Zirrhose (AACE 2017 Guidelines). Die
Kenntnis der Eigenschaften der Subfraktionen HDL und vor allem LDL
reduzierte die Gewichtung der Bestimmung des Gesamtcholesterins. Zur
Abschatzung des Vorhandenseins einer Dyslipidamie findet die Bestimmung
aber auch heute noch in aktuellen Leitlinien Anwendung (AACE 2017
Guidelines). Eine klinisch relevante, weil atherogene Subgruppe des
Gesamtcholesterins, stellen die Non-High-Density-Lipoprotein-Cholesterine, im
Einzelnen: VLDL, VLDL remnants, IDL, LDL und Lp(a) dar. Erhdhte Werte
gehen wie beim LDL mit erhdhtem Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse einher,



wurden aber aufgrund der unterschiedlichen Studienlage bisher nur als zweites
Therapieziel nach Einstellung der LDL-Werte etabliert (National Institute for
Health and Care Excellence, 2014, Di Angelantonio et al., 2012, Boekholdt et
al., 2012, Robinson et al., 2012). Ebenso zur Risikostratifizierung dient die
HDL/LDL-Ratio, die in Patienten mit stabiler Angina pectoris eine erhdhte
Plaque-Vulnerabilitdt vorhersagen kann (Jeong Hun Kim et al., 2012) und einen
Risikofaktor fur das Erleiden eines plotzlichen Herztodes darstellt (Kunutsor et
al., 2016).

1.3 High density lipoprotein

Der Anteil der HDL-Fraktion, gemessen am Gesamtcholesterin, betragt
typischerweise 20 - 30% (NCEP 2002). Die Konzentration von HDL im Serum
hat eine inverse Korrelation mit der Inzidenz der koronaren Herzerkrankung.
(Gordon et al., 1977; Marz et al., 2017). Zeitgleiche Untersuchungen ergaben,
dass Patienten mit KHK niedrigere HDL-Level aufwiesen, als gesunde (Castelli
et al., 1977). Dementsprechend werden niedrige HDL-Level auch heute noch
als ein Hauptfaktor fir die Entstehung der koronaren Herzkrankheit gesehen
und sollten eine Konzentration von 40 mg/dl im Serum nicht unterschreiten
(AACE Guidelines 2017). Diabetiker und Individuen mit hohen
Triglyceridserumkonzentrationen haben eher niedrige HDL-Konzentrationen, im
Gegensatz zu Frauen, die oft Gberdurchschnittlich hohe HDL-Werte im Serum
aufweisen (ESC/EAS Guidelines 2016). Durch Lebensstilanderung, wie
Gewichtsreduktion, Einstellung des Rauchens und vermehrte physische
Aktivitat, kann die HDL-Konzentration erhdoht werden. Medikamentds kann
dieser Effekt beispielsweise durch Nikotinsaure und Fibrate erzielt werden
(American Diabetes Association, 2004). Neuere Untersuchungen belegen
jedoch auch, dass hohe HDL-Level keinen zuséatzlichen atheroprotektiven Effekt
besitzen (Di Angelantonio et al., 2009). Insgesamt erscheint die protektive
Wirkung gegen kardiovaskulare Erkrankungen, wenn auch nicht revidiert, aber

zumindest im Gegensatz zu friheren Studien abgeschwacht (Holmes et al.,
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2015). Gestutzt wird diese Beobachtung durch Untersuchungen zur
Cholesterin-Efflux-Kapazitat, einem Mal} der Potenz der HDL-Molekiile
Cholesterin aus Makrophagen zu entfernen, die eine inverse Korrelation zur
Inzidienz kardiovaskularer Erkrankungen zeigte. Hiernach scheint nicht die
Konzentration, sondern die Funktionalitit der HDL-Molekile der
ausschlaggebende Faktor zu sein (Rohatgi et al., 2014). Ein positiver Einfluss
hierauf konnte durch eine mediterrane Diat detektiert werden (Hernaez et al.,
2017). Zusatzlich haben HDL-Molekile anti-inflammatorische Effekte (Barter et
al., 2004) und inhibieren die Oxidation von LDL-Molekulen sowie die Expression
von Adhasionsmolekiilen, Endothelzellen und inflammatorischen Cytokinen
(Gotto Jr., 2011).

1.4 Low/very low density lipoprotein

Erhdhtes LDL-Cholesterin ist seit langer Zeit als Risikofaktor fir die Entstehung
von Arteriosklerose und seiner Manifestationen bekannt (LRC-CPPT, 1984;
Castelli, 1988). Die Hauptmanifestationen, koronare Herzkrankheit und
Schlaganfall, stellen seit Jahren die Haupttodesursachen der Weltbevolkerung
dar (WHO 2017). Pathophysiologisch kommt es durch feine
Endothelverletzungen zum Eindringen von LDL in die Intima betroffener
Arterien, wo LDL durch freie Radikale oxidiert wird. Das oxidierte LDL stimuliert
indirekt die Migration von Monozyten, die dann als Makrophagen das oxidierte
LDL phagozitieren und zu Schaumzellen differenzieren. Unter anderem durch
die Schaumzellen kommt es zur Aktivierung von T-Zellen, die fir ein weiteres
GroRRenwachstum der Plagues sorgen und ihrerseits durch Chemotaxis weitere
Makrophagen in der Intima aktivieren, wodurch die Progredienz des so
entstandenen Plaques weiter unterhalten wird (Hao und Friedman, 2014). Der
Anteil der LDL-Fraktion am Gesamtcholesterin betragt typischerweise 60 - 70%
(NCEP 2002). Je nach Risiko fiir das Entwickeln eines vaskularen Ereignisses
im Sinne eines Schlaganfalls oder Herzinfarkts oder sonstiger Manifestation
einer KHK existieren unterschiedliche anzustrebende LDL-Level mit Werten von
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<70 mg/dl (absolute Hochrisikopatienten) bis zu Werten von < 115 mg/dl
(niedriges Risiko) zur Pravention (2016 ESC/EAS Guidelines). Zur Bestimmung
der LDL-Fraktion wird in der Klinischen Praxis die Friedewaldformel verwendet,
die bei erhdéhten Triglyceridwerten jedoch falsche Werte ergeben kann (AACE
Guidelines 2017). Pharmazeutisch sind nach neuesten Leitlinien immer noch
die HMG-CoA Reduktase-Hemmer (Statine) die Medikamentengruppe der Wahl
der Erstlinientherapie. Statine senken signifikant das Auftreten vaskularer
Ereignisse wie Myokardinfarkt, Herztod oder Schlaganfall (CTT, 1995).

1.5 Metabolisches Syndrom

Zur Stellung der Diagnose eines metabolischen Syndroms existieren
verschiedene Definitionen (Alberti und Zimmet, 1998; WHO 1999; Balkau und
Charles, 1999; National Cholesterol Education Program, 2002; Alberti et al.,
2009). Es mussen aus einem Komplex, bestehend aus zentraler Adipositas,
erhohten Triglyzeriden, erniedrigtem HDL-Cholesterin, erhdhtem Blutdruck,
erhohter Nuchternblutglukosewerte oder Mikroalbuminurie, je nach Definition
eine bestimmte Anzahl der Kriterien erfillt sein. Nicht nur deren zu erfullende
Anzahl, auch die Kriterien selbst sind je nach Fachgesellschaft zum Teil

unterschiedlich definiert. Aufschluss dariiber gibt Tabelle 2.



12

WHO 1998

EGIR 1999

NCEP:ATPIII 2002

IDF et al. 2009

Insulinresistenz*

Hyperinsulindmie*2

+ zwei der folgenden

+ zwei der folgenden

Drei beliebige der

unten folgenden

Drei beliebige der
unten folgenden

Taillen-Huft-Ratio
> 0,9 bei Mannern,
> 0,85 bei Frauen oder
BMI > 30kgm

Taillenumfang
= 94 cm bei Mannern,

= 80 cm bei Frauen

Taillenumfang
> 102 cm bei Mannern,

> 88 cm bei Frauen

Taillenumfang*3
2 94 cm bei Mannern,

= 80 cm bei Frauen

Plasmatriglyzeride
> 150 mg/dl
(1.7 mmol/l) oder

HDL Cholesterin
< 35 mg/dl (0.9 mmol/l)
bei Mannern
oder
< 39 mg/dl (1.0 mmol/l)

bei Frauen

Plasmatriglyzeride
= 177mg/dI
oder

HDL Cholesterin
< 39mg/dl

Plasmatriglyzeride
= 150 mg/dl

Plasmatriglyzeride
=150 mg/dl
(1.7 mmol/l) oder unter
Medikation

HDL Cholesterin
< 40 mg/dl bei
Mannern
oder
< 50 mg/dl bei Frauen

HDL Cholesterin
< 40 mg/dl (1.0 mmol/l)
bei Mannern
< 50 mg/dl (1.3 mmol/l)
bei Frauen

oder unter Medikation

Arterielle Hypertonie
(= 140/90 mm Hg)
und/ oder

unter Medikation

Urin Albumin
Exkretion
= 20 pg/min oder
Albumin:Kreatinin

Ratio = 30 mg/g

Arterielle Hypertonie
(= 140/90 mm Hg)
und/oder

unter Medikation

Arterielle Hypertonie
= 135/80 mm Hg

Arterielle Hypertonie
systolisch = 130
und/oder
diastolisch = 85 mm Hg
oder

unter Medikation

Nuchternglukose =
110 mg/dl

Nuchternglukose
= 100 mg/dl oder unter
Medikation

Tabelle 2: Definitionen des metabolischen Syndroms WHO= World Health Organisation;
Kriterien nach (Alberti und Zimmet, 1998; WHO 1999), EGIR= European Group for the Study of
Insulin Resistance, Kriterien nach (Balkau und Charles, 1999), NCEP:ATPIll= National
Cholesterol Education Program — Third Adult Treatment Panel, Kriterien nach (National
Cholesterol Education Program, 2002), IDF= International Diabetes Federation Task Force on
Epidemiology and Prevention, gemeinsame Kriterien mit: National Heart, Lung, and Blood
Institute; American Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis
Society and International Association for the Study of Obesity nach (Alberti et al., 2009). *:
Insulinresistenz liegt hier vor bei: Diabetes mellitus Typ Il, abnormen Nichternglukosewerten,
gestorter  Glukosetoleranz  oder  anderer Beweise  fir Insulinresistenz. *2:
Nuchternplasmainsulinwerte > 75te Perzentile der Bevolkerung *3: Es existieren ethno-
spezifische Grenzwerte; die hier gelisteten Werte sind fiir Européer.
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Daher existieren je nach verwendeten Kriterien unterschiedliche Zahlen zur
Pravalenz des metabolischen Syndroms (Ford, 2005; Moebus et al., 2007), die
im Verlauf der letzten Jahre signifikant angestiegen sind (Mozumdar und
Liguori, 2011). Fur Deutschland liegt sie schatzungsweise bei 23,8 % wobei
Manner mit 26,6 % etwas haufiger als Frauen mit 21,0 % betroffen waren
(Neuhauser und Ellert, 2005). Zahlen aus den USA belegen ethnische
Unterschiede. Bei der mannlichen Bevdlkerung waren wei3e Einwohner mit
37,2 % und bei der weiblichen Bevélkerung Frauen hispanischer Herkunft mit
40,6 % am starksten betroffen (Ervin, 2009). Risikofaktoren zur Entstehung
eines metabolischen Syndroms sind ein zunehmender BMI (Ervin, 2009),
zunehmendes Alter (Schipf et al., 2010), Pradisposition zur Speicherung
abdominellen Fetts (Pouliot et al., 1994), kindliche Adipositas (Vanhala et al.,
1998), korperliche Inaktivitdit und unbegrenzter Zugang zu hochkalorischen
Nahrungsmitteln mit niedriger Nahrstoffdichte (Swinburn et al., 1999; French et
al., 2001). Die Zusammenhange zwischen den einzelnen Komponenten stellt
Abbildung Nr. 1 dar.

| Physische Inaktivitat | | Essens- Fettzufuhr

o

—

T w "

[ UbergewichtAdipositas_|
Hfff“”“ l —

|Insu|inr&sistenz| | Hypertonus | ~—| Dyslipidamie
t

Abbildung Nr. 1: Zusammenspiel der Faktoren des metabolischen Syndroms (modifiziert nach
O'Neill und O'Driscoll, 2015)

Die Pathophysiologie soll hier orientiert an der IDF et al. Definition von 2009 in
kurzer Form dargestellt werden. Durch vermehrtes abdominelles Fettgewebe

kommt es zu einem Anstieg freier Fettsauren, die wiederum eine
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Insulinresistenz  begunstigen konnen (Kaplan, 1989). Das metabolische
Syndrom erhoht das Risiko fir die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen
und Diabetes mellitus Typ 2 (Galassi et al., 2006; Dekker et al., 2005) und
erhoht bei Komorbiditat die Mortalitat kardiovaskularer Erkrankungen (Malik et
al., 2004). Medikamentdse Ansatze sind zum Beispiel Glitazone, die eine
Umschichtung des Koérperfetts von abdominellen zu subkutanen Depots mit
gleichzeitiger positiver Wirkung auf die Glukosetoleranz und das Lipidprofil
bewirken (Kelly et al, 2001), Orlistat, welches eine verstarkte
Gewichtsabnahme, verminderte Gewichtszunahme, sowie eine LDL-
Cholesterin- und Insulinlevel-Reduktion bewirken kann (Davidson et al., 1999)
sowie seit 2015 mit Mysimba® ein Naltrexon/Bupropion-Kombinationspraparat,
das durch zentrale Effekte die Nahrungsmittelaufnahme vermindert und so zu
einer Gewichtsabnahme filhren kann (Greenway et al., 2010). Konservativ
lassen sich durch Gewichtsreduktion der Blutdruck und die Hyperinsulinamie
vermindern (Sjostrom et al., 1999). Physische Aktivitat wirkt stark praventiv auf

die Auspragung des metabolischen Syndroms (Laaksonen et al., 2002).

1.6 Fragestellung des gesamten Projektes

Ziel des Gesamtprojektes war es, das Zusammenspiel zwischen Genen und
Diat auf komplexe Phanotypen in der Maus zu untersuchen. Hierflr wurde eine
Mausauszuchtlinie generiert und in den Generationen 18 - 20 drei
verschiedenen Diaten (Normaldiat ad libitum, Kalorien-reduzierte Diat und
Western-Diat) exponiert. Insgesamt wurden Uber 50 Phanotypen erfasst.
Hierunter waren physiologische Phéanotypen, wie z. B. Fellfarbe,
Differentialblutbild, I1gG Serumkonzentration. Darlber hinaus wurden
pathologische Phénotypen erfasst. Zu diesen zahlten Pravalenz und Titer anti-
nukleérer Antikorper, Nephritis und nicht alkoholische Fettleber. Hierfir wurden

Uber 600 Mause eingeschlossen, ph&no- und genotypisiert.
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1.7 Fragestellung dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung des Einflusses
unterschiedlicher Ernahrungsstile auf den Cholesterinstoffwechsel und das
Korpergewicht am Beispiel von Mausen eines Auszuchtstammes. Die
Untersuchungen erfolgten an drei aufeinander folgenden Generationen der
Mauslinie. Hierfir wurden die Versuchstiere in drei sich in der Art der Fltterung
unterscheidende Gruppen eingeteilt und ihre Cholesterinwerte
(Gesamtcholesterin, LDL und HDL) sowie ihr Gewicht festgestellt. Die
Kontrollgruppe erhielt Standardhaltungsfutter ad libitum, die kalorienreduzierte
Gruppe rationiertes Standardhaltungsfutter (60 % der Kontrollgruppe) und die
Western-Diat-Gruppe  Futter mit  erhéhtem  Kalorien-,  Fett- und
Kohlenhydratanteil ad libitum. Die Arbeit soll Aufschluss dariber geben,
inwiefern  Cholesterinhomoéostase und Gewicht durch Erndhrungsstil
beeinflussbar sind und welchen Einfluss die genetische Variabilitat der
einzelnen Mausgenerationen hierauf besitzt. Im Rahmen eines weiteren
Projektes in einem Inzuchtstamm sollte priméar die Frage geklart werden,
welchen Einfluss unterschiedliche Ernédhrung auf den Cholesterinstoffwechsel
hatt und ob die Cyclodextringabe die Serumkonzentration von
Gesamtcholesterin, LDL und HDL moduliert. Der Projektablauf ist in den beiden

folgenden Abbildungen illustriert.
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Abbildung Nr.2: Projektverlauf und Hypothese. NCMB-Méause aus drei aufeinanderfolgenden
Generationen (18.-20. Generation) wurden in je drei unterschiedliche Diatregime eingeteilt. Es
wurde angenommen, dass Western-Diat die hdchste Gewichtszunahme, Kontroll-Diat die
zweithéchste Gewichtszunahme und kalorienreduzierte Diat die niedrigste Gewichtszunahme
im zeitlichen Verlauf bei den Phanotypen zeigt. Darliber hinaus wurden die hochsten LDL-
Serumkonzentrationen bei Western-Diat Mausen gefolgt von Kontroll-Diat-Mausen und
kalorienreduziert gefiitterten Mausen postuliert. Wir nahmen dartber hinaus an, dass die
hdchsten HDL-Serumkonzentrationen bei kalorienreduziert gefitterten Mausen gefolgt von
Kontroll-Diat-Mausen vor Western-Diat-Mausen zu finden seien.
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Abbildung Nr. 3: Projektverlauf und Hypothese NZM2410/J. Mause eines Inzuchtstammes
(NZM2410/J) Stammes wurden zwei unterschiedlichen Diatregimen zugefiihrt. Wir gingen von
einer starkeren Gewichtszunahme der Western-Diat Mause im Vergleich zu den Kontroll-Diat-
Mausen aus. Bezuglich der HDL-Serumkonzentrationen erwarteten wir hohere Werte bei den
Kontroll-Diat-Mausen im Vergleich zur Western-Diat Gruppe. Wir nahmen héhere zu messende
LDL-Serumkonzentrationen bei den Mausen der Western-Diat-Gruppe im Vergleich zur
Kontroll-Diat-Gruppe an. Durch Cyclodextringabe erwarteten wir eine Abnahme der LDL-
Serumkonzentration im Vergleich zu Tieren, denen Cyclodextrin nicht appliziert wurde.

2 Material und Methoden

2.1 Liste der Laborgerate, Tierhaltungsutensilien,

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Alufolie - A. Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
Bulle, Schweiz

Cholesterin-Kit - Enzychrom HDL and LDL/VLDL Assay Kit
(EHDL-100), BioAssay Systems, Hayward,
USA

Einmal-Kanulen - BD Microlance 3 Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg
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Futter

Gefrierkombination (+4, -20°C)

Haltungskafige

Microplate

Multikanalpipette

Parafilm

Petrischale 94x16mm

Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe, pipetus®-akku
Reaktionsgefalle
Ruttelplatte Duomax 10300
Serologische Pipetten

Spritzen

Styroporkasten

Vortex Genie 2

- siehe Anhang

- Liebherr International AG,

- Typ 1145T, Tecniplast S.p.A., Buguggiate,
Varese, Italien

- Greiner Bio 96 Well Non-bindin Microplate,
Round (U) Botom, Clear Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmdunster,
Osterreich

- Eppendorf Research plus Multichannel
Pipette, Eppendorf AG, Hamburg

- M Laboratory Film Pechiney Plastic
Packaging, Menasha, Wisconsin, USA

- SHL Laborbedarf GmbH & Co. KG
Neckarwestheim

- Tecan Infinite M200 PRO Multi-Detection
Microplate Reader, Tecan Trading AG,
Méannedorf, Schweiz

- Eppendorf Research 2100, Eppendorf
Reference 2 series, Eppendorf AG, Hamburg

- Sarstedt AG & Co., Nuembrecht

- Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

- Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG,
Hamburg

- Heidolph Instruments, Nirnberg

- Sarstedt AG & Co. Nuembrecht

- 2 ml (BD Discardit Il) Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg

- Apotheke UKSH, Campus Libeck

- Scientific Industries, Bohemia, New York,
USA
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Waage - Sartorius Analysewaage LC620P, Sartorius
AG, Gottingen

Waage - Kern Prazisionswaage EMB, Kern & Sohn
GmbH, Balingen

Zentrifuge - Heraeus Biofuge Fresco - Kendro Laboratory

Products GmbH, Langenselbold

2.2 Versuchstiere

Untersucht wurden die Generationen 18 - 20 eines Auszuchtstammes,
gezichtet aus den Inzuchtstammen MRL/MpJ, NZM2410/J, BXD2/TyJ und
Cast/EiJ (Herkunft der Inzuchtstamme: Jackson Labor), im Weiteren NCMB-
Mause genannt. Dartber hinaus wurden zuséatzlich NZM2410/J-Mause
verwendet. Alle Tiere sind genetisch fur die Ausbildung diverser
Autoimmunerkrankungen pradisponiert. MRL/MpJ-Mause entwickeln eine
autoimmune Pankreatitis sowie Sialoadenitis, Sjogren-Syndrom und einen
murinen  Lupus  (https://www.jax.org/strain/000486). NZM2410/J Mause
erkranken frih an einer Lupus-Nephritis (https://www.jax.org/strain/002676),
BXD2/TyJ-Méause zeigen spontane Arthritis, Glomerulonephritis, Proteinurie,
Splenomegalie und produzieren Autoantikdrper
(https://www.jax.org/strain/000075), wohingegen die Cast/EiJ-Méause
Abkémmlinge eines Wildstammes darstellen
(https:/lwww.jax.org/strain/000928). Mit steigender Generationszahl erhdht sich
die individuelle genetische Vielfalt der Tiere durch weitere Auszucht. Dies
veranschaulicht Abbildung Nr. 4.
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G1

G2
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G20

Abbildung Nr. 4: Generierung des Auszuchtstamms. Vier Inzuchtstimme, wie oben genannt,
wurden miteinander gekreuzt und Uber 20 Generationen geziichtet. Dabei wurden in jeder
Generation die Geschwistertiere miteineander verpaart. Die Generationen 18-20 des
Auszuchtstamms wurden fir die Versuche in der vorliegenden Arbeit verwendet. Durch das
Kreuzen sollte eine von Generation zu Generation zunehmende genetische Diversitéat erlangt
werden.

Fur alle Tierversuche lagen Genehmigungen der entsprechenden Behérde
unter dem Aktenzeichen V 312-72241.122-5 (27-2/13) vor.

2.2.1 Haltungsbedingungen

Die Mause wurden im Alter von 3 - 4 Wochen nach dem Entwdhnen nach
Geschlechtern getrennt und lebten in Kafigen innerhalb eines offenen
Regalsystems in Gruppen zu maximal 5 Mausen pro Kafig. Sie unterlagen
einem Hell-Dunkelrhythmus von 12 Stunden (5 - 17 Uhr hell, 17 - 5 Uhr dunkel)
bei einer Raumtemperatur von 23° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
48 %.
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2.2.2 Fltterung

Das Diatregime setzte 3 - 4 Wochen nach Geburt der Versuchstiere ein. Die
Kontrollgruppe der Mause erhielt Standardhaltungsfutter mit einem Fettgehalt
von 4,1 % groR3tenteils aus ungesattigten Fettsauren, einem Proteingehalt von
19,2 % und einem Kohlenhydratanteil von 41,0 % (87,5 % Poly- und 12,5 %
Disaccharide) bei einem Energiegehalt von 3188,49 kcal/kg ad libitum. Eine
genaue Liste der Zusammensetzung befindet sich im Anhang (Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Nr.: 132003 Altr. 1324 rats/mice maintenance
diet). Die Tiere der kalorienreduzierten Gruppe erhielten taglich pro M&nnchen
3,5 g und pro Weibchen 2,7 g desselben Futters der Kontrollgruppe innerhalb
eines Zeitfensters von 11 - 14 Uhr. Somit erhielten die Tiere der
kalorienreduzierten Gruppe 60 % des Futteranteils der Kontrollgruppe. Dies
entspricht einer Kalorienzufuhr von 11,16 kcal/d bzw. 8,61 kcal/d. Die Mause
der Western-Diat-Gruppe erhielten Futter mit einem Fettgehalt von 21 9%,
hauptsachlich aus gesattigten Fettsauren, einem Proteingehalt von 16,6 % und
einem Kohlenhydratanteil von 49,7 % (30 % Saccharose, 10 % Starke, 9,69
% Maltodextrin 10 DE) bei einem Energiegehalt von 4541,11 kcal/kg. Der
Western-Diat waren dariber hinaus 0,15 % Cholesterin zugesetzt. Eine genaue
Liste der Zusammensetzung befindet sich im Anhang (ssniff Spezialdiaten
GmbH, Nr.: S0587-E020 Atherogen (Fat +Cholesterol)). Alle drei Gruppen

erhielten zusatzlich Leitungswasser zur freien Verfligung.

2.2.3 Tétung

Die Mause wurden mittels CO2 Inhalation im Alter von 26 - 29 Wochen nach 12

stiindigem Fasten getotet.
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2.2.4 Probenentnahme

Das Blut der Mause wurde direkt nach ihrer Tétung durch Herzpunktion mit
einer 1 ml Spritze und einer 30G-Kanulle gewonnen und in 1,5 ml Eppendorf-

GefalRe geflllt. Bis zur Serenherstellung wurden die Gefal3e auf Eis gelagert.

2.3 Serenherstellung

Zur Serengewinnung wurden die Blutproben ohne Zuséatze bei 13.000 U/pm fiur
10 min zentrifugiert (Zentrifuge: Biofuge fresco, Hersteller: Heraeus) und der
Uberstand in 1,5 ml Eppendorf GefaRe pipettiert. Bis zur Messung der
Cholesterinwerte wurden die Seren bei -20° C gelagert.

2.4 Cholesterinmessung

Insgesamt wurden die Cholesterinwerte von 866 Mausen bestimmt, davon 816
NCMB- und 50 NZM2410/J-Mause. Gesamtcholesterin-, HDL- und LDL-
Cholesterinkonzentrationen der verwendeten Mausseren wurden mittels
Enzychrom HDL and LDL/VLDL Assay Kit (EHDL-100) der Firma BioAssay
Systems, Hayward, USA bestimmt. Hierzu wurde das vom Hersteller
empfohlene Protokoll verwendet (https://www.bioassaysys.com/HDL-LDL-
Assay-Kit-(EHDL-100).html). Grundlage der Messung ist die Verwendung einer
im Kit enthaltenen Cholesterindehydrogenase sowie NAD-LOsung die bei
Anwesenheit von Cholesterin zu einer Reduktionsreaktion von NAD zu NADH
fuhrt. Das so entstandene NADH ist direkt proportional zur
Cholesterinkonzentration und kann dann bei einer Wellenlange von 340 nm

photometrisch bestimmt werden.
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2.4.1 Gesamtcholesterin

Fur die Gesamtcholesterinmessung wurden je 54 ul Pufferlosung und 6 pl
Serum in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald gegeben und mittels Pipettieren

gemischt.

2.4.2 High density lipoprotein

Um die HDL-Konzentration zu messen, wurden je 10 pl Serum und 10 pl
Prazipitationsreagenz in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald pipettiert. Nach kurzem
Vortexen wurden die Proben in eine Zentrifuge Uberfuhrt und fir 5 Minuten bei
10.000 U/pm zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren bildeten die Prazipitate so
ein Pellet mit einem Uberstand. AnschlieBend wurden je 12 pl des Uberstands
und 48 ul Pufferlésung fir die LDL-Konzentrationsmessung in je ein 1,5 ml
Eppendorf Gefald gegeben und durch Pipettieren gemixt. Der Rest des
Uberstandes wurde verworfen und das im GefaR verbliebene Pellet durch
wiederholtes pipettieren mit je 20 pl phosphatgepufferter Salzlosung aufgelost.
Von dieser Mixtur wurden nun 12 pl mit 48 pl Pufferlésung in einem neuen 1,5
ml Eppendorf-GefaR als Basis fir die HDL-Konzentrationsmessung

zusammengefuhrt.

2.4.3 Low/ very low density lipoprotein

Als Grundlage fiir die LDL-Konzentrationsessung diente der Uberstand aus der
HDL-Konzentrationsmessung mit Pufferlosung, wie bereits in Kapitel 2.3.2

beschrieben.
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2.4.4 Standards und Leerproben

Pro Messungsserie wurden zwei Standards wie folgt angelegt: Je 6 pl
Cholesterin mit einer Konzentration von 300 mg/dl wurden mit 54 pl
Pufferlosung in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 gegeben. In zwei weitere 1,5 ml
Eppendorf Gefal3e wurden je 60 pl Pufferldsung als Leerprobe tberfuhrt.

2.4.5 Weitere Probenverarbeitung

Die vorbereiteten Losungen fur das Gesamtcholesterin, HDL, LDL und die
Standards wurden nochmals durch Pipettieren durchmischt und danach jeweils
50 pl von ihnen sowie je 50 ul der Leerproben auf eine nicht-bindende
transparente Mikroplatte aufgetragen. Diese wurde fur die Zeit der
anschlieBenden Vorbereitung des Arbeitsreagenz mit einer Plastikfolie
abgeklebt.

2.4.6 Arbeitsreagenz

Als Arbeitsreagenz wurden pro Reaktionsgefal® je 50 pl Pufferlosung, 18 ul
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Lésung und 1 pl Cholesterinesterase-Enzym-

Mix angesetzt.

2.4.7 Fertigstellung der Proben und Messung

Anschliel3end wurde jedem Reaktionsgefal3 mit Hilfe einer Multikanalpipette je
60 pl des Arbeitsreagenz” zugefiugt. Daraufhin wurde die Mikroplatte wieder
abgeklebt und zur Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 Minuten auf eine
Ruttelplatte gegeben. Im Folgenden wurde die optische Dichte mittels
Photometer bei einer Wellenlange von 340 nm bestimmt und die

Cholesterinwerte errechnet.
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2.5 Gewichtsmessung

2.5.1 NCMB-Mause

Das Gewicht der Mause wurde im Alter von 2 und 4 Monaten sowie unmittelbar
nach ihrer Tétung bestimmt. Das Wiegen erfolgte jeweils nach einer Phase 12-
stindiger Nahrungskarenz. Insgesamt wurden die Gewichte von 810 Tieren
ermittelt. Die Werte wurden kaufmannisch auf die erste Nachkommastelle
gerundet. Das Wiegen erfolgte unter Mithilfe von Hiroshi Koga, M.D. Ph.D,
Phillip Kouki und Dr. med. Artem Vorobyev.

2.5.2 NZM-2410J-Mause

Die Gewichtsmessung wurde von Dr. med. Artem Vorobyev durchgefihrt. Die

Daten wurden mir zur Auswertung zur Verfigung gestellt.

2.6 Auswertung/Statistik

Die statistische Auswertung der Gewichtsdaten erfolgte mittels des
Statistikprogramms SigmaPlot. Zur Berechnung der Normalverteilung wurde der
Shapiro-Wilk-Test verwendet. In den meisten Fallen ergab sich keine
Normalverteilung. In diesem Fall wurde der Kruskal-Wallis-Test zur weiteren
statistischen Auswertung verwendet und danach zur paarweisen p-
Wertbestimmung nach Dunn’s Methode verfahren. War eine Normalverteilung
anzunehmen, schloss sich der Brown-Forsythe-Test an. Verlief dieser negativ,
so wurde mit vormals beschriebenen Schritten weiter verfahren. War auch der
Brown-Forsythe-Test positiv, wurde die paarweise p-Wertermittlung nach der
Holm-Sidak-Methode durchgefihrt. Alle statistischen Tests sind zweiseitig bei

einem alpha-Level von 0,05. Zur graphischen Darstellung der so erhobenen
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Werte sowie zur Erstellung der Ubersichtstabelle (Tabelle Nr.3) wurde Microsoft

Excel verwendet.

Fur die Umrechnung der photometrisch ermittelten Cholesterinwerte wurde eine
Microsoft Excel-Tabelle angefertigt, die als Berechnungshilfe diente. Die
Auswertung der Daten erfolgte mittels der Statistiksoftware SigmaPlot. Zur
Errechnung der Verteilung der Daten wurde der Shapiro-Wilk-Test angewandt.
Es lag bei Analyse der Daten jeweils keine Normalverteilung vor.
Dementsprechend wurde der Kruskall-Wallis-Test zur weiteren Analyse
verwendet und fur den paarweisen Vergleich Dunn’s Methode verwendet und
die p-Werte dann mittels Mann-Whitney-Rangsummentest fir die einzelnen

Paare ermittelt.

3 Ergebnisse
3.1 Gewichtsmessung
3.1.1 NCMB-Mause G18

Die Gewichtsmessung fur diese Generation ergab eine Gewichtszunahme der
M&ause aller drei Diatregime im zeitlichen Verlauf die erste und dritte
Gewichtsmessung betrachtet innerhalb einer Gruppe (p < 0,001). Western-Diéat-
Mause und Kontroll-Diat-Mause nahmen vom ersten bis zweiten (p < 0,001)
Zeitpunkt, nicht jedoch vom zweiten bis dritten Zeitpunkt an Gewicht zu
(p = 0,058 und p = 0,122). Sowohl vom Zeitpunkt der ersten bis zur zweiten
(p < 0,001), als auch von der zweiten bis zur dritten Messung nahmen nur die
Mause mit kalorienreduzierter Diat an Gewicht zu (p = 0,035). Zum ersten und
zweiten Zeitpunkt der Messung zeigten die Mause der Western-Diat und die der
Kontrollgruppe jeweils keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
miteinander (p = 0,386 und p = 0,131), waren aber schwerer als die Tiere der
kalorienreduzierten Gruppe (p < 0,001). Zum dritten Messzeitpunkt waren die
Western-Diat-Mause schwerer als die Kontroll-Diat-Mause (p = 0,019), diese
wiederum schwerer als die Mause mit kalorienreduzierter Diat (p < 0,001). Fur
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alle anderen Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Diatregimen ergab
sich ein p-Wert von p < 0,001. Die Gewichtswerte im zeitlichen Verlauf sind aus
Tabelle Nr. 3 und ihre graphische Darstellung aus Abbildung Nr. 5 ersichtlich.
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Abbildung Nr. 5: Gewichtsentwicklung Ma&ausegeneration 18 zeigt die Ergebnisse der
Korpergewichtsmessung der untersuchten Mause der Generation 18 in Form von Medianen im
zeitlichen Verlauf und Vergleich miteinander. Auf der y-Achse ist das Kérpergewicht in Gramm,
auf der x-Achse die Messzeitpunkte in Monaten angegeben. Graue Dreiecke repréasentieren die
Mediane der Western-Diat-Gruppe, orangene Quadrate die Mediane der Kontroll-Diat-Gruppe
und blaue Rauten die Mediane der Kalorienreduzierten-Gruppe. Die Fehlerbalken in den
dazugehdrigen Farben reprasentieren die jeweilige Standardabweichung der gemessenen
Mediane der einzelnen Gruppen zu den einzelnen Zeitpunkten. N ist gleich die Anzahl der
Tiere, deren Korpergewicht gemessen wurde. Tiere, die vor dem dritten Messzeitpunkt
verendeten, wurden aus allen Messungen ausgeschlossen. Diesem Muster entsprechen alle in
Kapitel 3.1 nachfolgenden Abbildungen zur Gewichtsmessung, jedoch bezogen auf die aus den
Abbildungen hervorgehenden Generationen.
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3.1.2 NCMB-Mause G19

Die Tiere der Kontroll-Diat-Gruppe zeigten eine Gewichtszunahme Uber die
komplette Dauer des Untersuchungszeitraums, welche am starksten im
Alterszeitraum von zwei bis vier Monaten ausgepragt war (p < 0,001 zu p =
0,021). Die Tiere mit kalorienreduzierter und Westerndidt nahmen nur im
Vergleich von erstem zu zweitem und erstem zu drittem Messzeitpunkt an
Korpergewicht zu (p < 0,001), nicht jedoch vom zweiten zum dritten
Messzeitpunkt (p = 1 und p = 0,144). Zu jeder Zeit waren die Gewichte der
Westerndiatgruppe am hochsten, gefolgt von der Kontrolldiatgruppe und diese
wiederum vor der Gruppe mit kalorienreduziertem Futter. Alle Vergleiche der
unterschiedlichen Diatgruppen zueinander ergaben einen p-Wert von jeweils
< 0,001. Siehe Tabelle Nr. 3 und Abbildung Nr. 6.
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Gewichtsentwicklung Mausegeneration 19
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Abbildung Nr. 6: Gewichtsentwicklung Mausegeneration 19.

3.1.3 NCMB-Mause G20

Die Gruppe mit kalorienreduziertem Futter nahm Uber den kompletten
beobachteten Zeitraum an Korpergewicht zu, im Alter von vier bis sechs
Monaten jedoch starker (p = 0,011) als in der Zeit von zwei bis vier Monaten
(p = 0,024). Kontrolldiat und Westerndiat Mause, innerhalb ihrer Gruppe
betrachtet, nahmen von zwei bis vier Monaten (p = 0,004 und p < 0,001) und
zwei bis sechs Monaten (p < 0,001) an Koérpergewicht zu, nicht jedoch im
Zeitraum von vier bis sechs Monaten (p = 1 und p = 0,063). Im Vergleich der
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unterschiedlichen Diatgruppen hatten die Western-Diat-Mause die hochsten
Korpergewichte, gefolgt von den Kontroll-Diat-Mausen und diese wiederum
gefolgt von den kalorienreduzierten Mausen. Alle Vergleiche der
unterschiedlichen Diatgruppen zueinander ergaben einen p-Wert von jeweils
< 0,001. Siehe Tabelle Nr. 3 und Abbildung Nr. 7.
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Abbildung Nr. 7: Gewichtsentwicklung Mausegeneration 20.
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3.1.4 NCMB-Mause G18-20

Die Gruppe der kalorienreduzierten Diat nahm an Koérpergewicht im Vergleich
von zwei zu vier, sowie zwei zu sechs Monaten zu (p < 0,001), nicht aber im
Zeitraum von vier bis sechs Monaten (p = 0,055). Kontroll-Diat- sowie
Westerndiat- Mause nahmen je von zwei bis vier und von zwei bis sechs
Monaten an Korpergewicht zu (p < 0,001). Ebenso nahmen beide Gruppen von
vier bis sechs Monaten an Korpergewicht zu, Western-Diat- jedoch starker (p =
0,004) als Kontroll-Diat-Mause (p = 0,024). Alle drei Diatgruppen im Vergleich
betrachtet, hatten die Western-Didt-Mause zu jedem Messzeitpunkt das
hdchste Kérpergewicht, gefolgt von den Kontroll-Diat-Méausen und abschliel3end
den Mausen mit kalorienreduzierter Diat. Alle Vergleiche der unterschiedlichen
Diatgruppen zueinander ergaben einen p-Wert von jeweils < 0,001. Siehe
Tabelle Nr. 3 und Abbildung Nr. 8. Im Vergleich der einzelnen Futterregime im
intergenerationalen Vergleich zeigte sich bei den Kontrolldiat-Méausen ein
heterogenes Bild. Bei den Westerndiat- und den kalorienreduzierten Mausen
konnte eine Zunahme des Korpergewichts von Generation 18 und 19 zu 20
festgestellt werden (p < 0,001 und p = 0,028 sowie p = 0,035 und p < 0,001).
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Abbildung Nr. 8: Gewichtsentwicklung Mausegeneration 18 - 20 gesamt.
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Mause 2 Monatsgewichting |4 Monatsgewichting |6 Monatsgewichting
G18 cal 19,35+ 2,79 23,25+ 3,71 24,65 £ 4,15
G18 con 27,10 £ 4,03 31,80 £ 5,59 34,40 £ 6,11
G18 wes 27,55 + 5,94 33,85 + 8,08 37,20+ 9,29
G19 cal 20,40 + 3,33 24,35 £ 4,28 24,05 £ 4,03
G19 con 21,90 + 3,48 27,65 + 4,54 29,90 + 4,90
G19 wes 24,10 + 4,62 35,50 + 9,79 39,65 + 10,88
G20 cal 24,20 + 3,35 24,70 + 3,69 25,90 * 4,06
G20 con 28,20 + 5,33 30,00 + 6,18 30,90 + 6,59
G20 wes 36,80 + 7,97 40,20 + 8,88 42,30 + 9,76
gesamt cal 20,90 + 3,68 24,20 £ 3,95 25,00 £4,21
gesamt con 25,40 + 5,35 29,55 + 5,83 31,15 + 6,08
gesamt wes 29,20 £ 8,14 37,00 £ 9,32 39,90 £ 10,19

Tabelle Nr. 3: Ubersicht Mediane und Standardabweichung fiir alle Mause im zeitlichen Verlauf.
Die Tabelle zeigt die Mediane (erste Zahl) jeder Mausgeneration sowie jedes Futerregimes zu
den jeweils genannten Messzeitpunkten inklusive der jeweiligen Standardabweichung (Zahl
nach +). G = Mausgeneration, cal = kalorienreduzierte Gruppe, con = Kontroll-Diat Gruppe, wes
= Western-Diat Gruppe, gesamt = Generation 18 - 20 zusammen betrachtet.

3.1.5 NZM2410/J-Méause

Sowohl die Mause mit Kontroll- als auch die Mause mit Western-Diat zeigten
innerhalb ihrer Gruppe im zeitlichen Verlauf eine Gewichtszunahme (1 Monats-
v.S. 7 Monatsgewicht p < 0,001). Mause der Western-Diat-Gruppe zeigten im
Vergleich mit Mausen der Kontroll-Didtgruppe zum jeweils zeitlich gleichen
Messpunkt nur mit Ausnahme der 6 Monatsmessung (p = 0,113) ein héheres
Kdrpergewicht, wobei der Unterschied zwischen beiden Gruppen bei der 5

Monatsmessung am gréf3ten war (p = 0,002). Siehe Abbildung Nr. 9.
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3.2 Cholesterinmessung

3.2.1 NCMB-Mause G18
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Abbildung Nr. 10: Serum-HDL-Konzentration NCMB-Mause G18. Die Daten sind als Box-
Whisker-Plots dargestellt mit Median (schwarze Linie innerhalb der Box), 25 % - Perzentil
(unterer Rand der Box), 75 % - Perzentil (oberer Rand der Box), obere und untere Antennen
(Fehlerbalken, 10 %- und 90 %-Perzentil) und Ausrei3er (Punkte). Alle Box-Whisker-Plots in
folgenden Abbildungen entsprechen diesem Schema.

Die Messung der Serum-HDL-Konzentrationen der NCMB-Mause G18 ergab
fur die Tiere der kalorienreduzierten Gruppe einen medianen Wert von
82,17 mg/dl sowie einen Wert von 68,24 mg/dl fur die 25. Perzentile und einen
Wert von 96,36 mg/dl fur die 75. Perzentile. FUr die Kontrollgruppe wurde ein
medianer Wert von 114,97 mg/dl bei Werten von 94,96 mg/dl fur die 25.
Perzentile und 126,74 mg/dl fur die 75. Perzentile ermittelt. Die Western-Diat-
Gruppe zeigte einen medianen Wert von 122,48 mg/dl und Werte fur die 25.
Perzentile von 93,85 mg/dl und 148,53 mg/dl fur die 75. Perzentile. Im Vergleich

der Tiere der kalorienreduzierten Gruppe mit der Kontrollgruppe und der
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Western-Diat-Gruppe konnten signifikante Unterschiede bei einem p-Wert von
jeweils < 0,001 errechnet werden. Zwischen der Kontroll- und der Western-Diat-
Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der p-Wert
betrug hier 0,409. Somit waren die Serum-HDL-Konzentrationen der
kalorienreduzierten Gruppe in Relation zu der Kontroll- und der Western-Diat-

Gruppe am niedrigsten.
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Abbildung Nr. 11: Serum-LDL-Konzentration NCMB-Méause G18

Der Median der Serum-LDL-Konzentration der NCMB-Mause G18 innerhalb der
kalorienreduzierten Gruppe lag bei einem Wert von 41,40 mg/dl. Die 25.
Perzentile befand sich bei einem Wert von 25,26 mg/dl und die 75. bei
57,24 mg/dl. Fur die Kontrollgruppe wurden Werte von 38,11 mg/dl fir den
medianen Wert, sowie 26,92 mg/dl fur die 25. und 52,96 mg/dl fur die 75.
Perzentile errechnet. Die Western-Diat-Gruppe wies Werte von 53,79 mg/dl fur
den Median sowie 41,59 fur die 25. und 82,42 mg/dl fur die 75. Perzentile auf.
Mit einem p-Wert von jeweils < 0,001 konnte ein signifikanter Unterschied

zwischen der Western-Diat-Gruppe und der Kontrollgruppe als auch der
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kalorienreduzierten Gruppe ausgemacht werden. Keinen signifikanten
Unterschied ergab hingegen der Vergleich der kalorienreduzierten Gruppe mit
der Kontrollgruppe, da sich hier ein p-Wert von 0,679 zeigte. Die Serum-LDL-
Konzentrationen der kalorienreduzierten und der Kontrollgruppe waren somit

niedriger als die der Western-Diat-Gruppe.
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Abbildung Nr. 12: Serum-Gesamtcholesterinkonzentration NCMB-Mause G18

Bei der Messung der Serum-Gesamtcholesterinkonzentration der NCMB-Mause
G18 wurde fur die kalorienreduzierte Gruppe ein medianer Wert von
127,65 mg/dl bei einer 25. Perzentile von 113,06 mg/dl und einer 75. Perzentile
von 158,84 mg/dl ermittelt. Die Kalkulation der Werte fir die Kontrollgruppe
zeigte folgende Ergebnisse: 159,32 mg/dl fir den medianen Wert, 120,47 mg/dl
fur die 25. Perzentile und 183,06 mg/dl fir die 75. Perzentile. Bei der Western-
Diat-Gruppe wurde der Median mit einem Wert von 188,91 mg/dl und die 25.
Perzentile mit 150,49 mg/dl, sowie die 75.Perzentile mit 226,34 mg/dl bestimmt.
Signifikante Unterschiede lagen bei allen untersuchten Gruppen im Vergleich

miteinander vor. FiUr den Vergleich der Western-Diat-Gruppe mit der
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Kontrollgruppe und der kalorienreduzierten Gruppe ergab sich jeweils ein p-
Wert von < 0,001, wahrend dieser bei Betrachtung von kalorienreduzierter
Gruppe zur Kontrollgruppe bei 0,020 lag. Die Serum-
Gesamtcholesterinkonzentration stieg im Vergleich der Gruppen von der

kalorienreduzierten tber die Kontroll- bis zur Western-Diat-Gruppe an.

3.2.2 NCMB-Mause G19
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Abbildung Nr. 13: Serum-HDL-Konzentration NCMB-Mause G19

Der mediane Wert fur die Serum-HDL-Konzentration der NCMB-Mause G19 der
kalorienreduzierten Gruppe betrug 103,17 mg/dl mit einer 25. Perzentile von
79,82 mg/dl und der 75. Perzentile bei 121,62 mg/dl. Die Kontrollgruppe wies
einen Median von 93,90 mg/dl und eine 25. Perzentile von 70,17 mg/dl sowie
eine 75. Perzentile von 109,97 mg/dl auf. Bei der Western-Diat-Gruppe lag der
Median bei 131,73 mg/dl, die 25. Perzentile bei 105,34 mg/dl und die 75.
Perzentile bei 172,48 mg/dl. Der Vergleich der Western-Diat-Gruppe mit der

Gruppe der kalorienreduzierten Tiere und der Kontrollgruppe ergab einen p-
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Wert von je < 0,001. Der errechnete p-Wert fur die Kontrollgruppe im Vergleich
mit den kalorienreduzierten Individuen war 0,038. Im gegenseitigen Vergleich
aller Gruppen miteinander gab es demnach signifikante Unterschiede. Die
niedrigsten Serum-HDL-Konzentrationen wies somit die Kontrollgruppe, gefolgt

von der kalorienreduzierten und der Western-Diat-Gruppe auf.
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Abbildung Nr. 14: Serum-LDL-Konzentration NCMB-Mause G19

Fir die Serum-LDL-Konzentration der NCMB-Méause G19 wurde ein medianer
Wert von 29,78 mg/dl fur die kalorienreduzierte Gruppe bestimmt. Die 25.
Perzentile lag bei 23,20 mg/dl und die 75. Perzentile bei 40,61 mg/dl. Die
Berechnung fiir die Kontrollgruppe ergab einen medianen Wert von 27,09 mg/d|
und eine 25. Perzentile von 21,23 mg/dl bei einer 75. Perzentile von
40,03 mg/dl. Innerhalb der Western-Diat-Gruppe ergaben sich Werte von
44,39 mg/dl fur den Median, 36,89 mg/dl fur die 25. Perzentile und 59,86 mg/dl
fur die 75. Perzentile. Es konnten beim Vergleich von Western-Diat Gruppe mit
Kontroll- und kalorienreduzierter Gruppe signifikante Unterschiede festgestellt
werden. Der kalkulierte p-Wert ergab hier jeweils < 0,001. Keinen Unterschied

ergab hingegen die Gegeniberstellung von kalorienreduzierter und
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Kontrollgruppe. Hierbei zeigte sich ein p-Wert von 0,334. Die Tiere der
Western-Diat-Gruppe wiesen die hochsten Serum-LDL-Konzentrationen bei
sich nicht signifikant unterscheidenden Serum-LDL-Konzentrationen der

verbleibenden Gruppen auf.
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Abbildung Nr. 15: Serum-Gesamtcholesterinkonzentration NCMB-Mause G19

Die Werte der Serum-Gesamtcholesterinkonzentrationen fir die NCMB-Mause
G19 erbrachten fir die kalorienreduzierte Gruppe einen Median von 137,98
mg/dl. Die 25. Perzentile wurde bei 118,04 mg/dl und die 75. Perzentile bei
168,09 mg/dl lokalisiert. Bei der Kontrollgruppe befand sich der mediane Wert
bei 128,70 mg/dl und die 25. Perzentile bei 109,08 mg/dl mit einer 75.
Perzentile von 146,03 mg/dl. Der Median fur die Western-Diat-Gruppe war bei
187,57 mg/dl anzusiedeln. Die 25. Perzentile lag bei 153,86 mg/dl und die 75.
Perzentile bei 214,44 mg/dl. Es ergaben sich signifikante Unterschiede im
Vergleich aller Gruppen miteinander bei p-Werten von jeweils < 0,001 bei
Vergleich von Western-Diat- zu Kontroll- und kalorienreduzierter Gruppe und

einem p-Wert von 0,042 von Kkalorienreduzierter zu Kontrollgruppe. Die
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hochsten Serum-Gesamtcholesterinkonzentrationen innerhalb dieser
Generation fanden sich bei der Western-Diat-Gruppe, gefolgt von  der
kalorienreduzierten und schlussendlich der Kontrollgruppe.

3.2.3 NCMB-Mause G20
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Abbildung Nr. 16: Serum-HDL-Konzentration NCMB-Mause G20

Bei Messung der Serum-HDL-Konzentration der NCMB-Mause G20 ergab sich
fur die kalorienreduzierte Gruppe ein medianer Wert von 88,28 mg/dl mit einer
25. Perzentile von 70,69 mg/dl und einer 75. Perzentile von 111,38 mg/dl.
Innerhalb der Kontrollgruppe wurde ein Median von 100,61 mg/dl sowie die 25.
Perzentile bei 84,39 mg/dl und die 75. Perzentile bei 126,02 mg/dl errechnet.
Fur die Western-Diat-Gruppe ergab sich fir den Median ein Wert von
116,69 mg/dl. Fur die 25. Perzentile wurde ein Wert von 100,26 mg/dl und fur
die 75. Perzentile ein Wert von 136,43 mg/dl ausgemacht. Die Gruppen zeigten

im Vergleich zueinander jeweils signifikante Unterschiede, bei p-Werten von je
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0,005 in der Gegenuberstellung von Kontroll- zu kalorienreduzierter und zur
Western-Diat-Gruppe, sowie einen p-Wert von < 0,001 im Vergleich von
Western-Diat- zu kalorienreduzierter Gruppe. Die Reihenfolge auf Basis der
Hohe der Serum-HDL-Konzentrationen stellt sich dementsprechend wie folgt

dar: kalorienreduzierte Gruppe, Kontrollgruppe, Western-Diat-Gruppe.
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Abbildung Nr. 17: Serum-LDL-Konzentration NCMB-Mause G20

Die einzelnen Serum-LDL-Konzentrationen der NCMB-Mause G20 fihrten bei
der kalorienreduzierten Gruppe zu einem Median von 26,52 mg/dl. Die 25.
Perzentile lag bei einem Wert von 19,83 mg/dl und die 75. Perzentile bei
33,42 mg/dl. Die Messungen der Kontrollgruppen ergaben Werte fur den
Median von 30,73 mg/dl, fur die 25. Perzentile von 23,90 mg/dl und fir die 75.
Perzentile von 43,01 mg/dl. Innerhalb der Western-Diat-Gruppe kam es zu
Werten fur den Median von 42,17 mg/dl, fir die 25. Perzentile von 31,65 mg/dI
und fur die 75. Perzentile von 55,11 mg/dl. Zwischen allen Gruppen gab es

signifikante Unterschiede. Die p-Werte lagen jeweils bei < 0,001 wobei die
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Western-Diat-Gruppe die hochsten Serum-LDL-Konzentrationen vor der
Kontrollgruppe, gefolgt von der kalorienreduzierten Gruppe, aufwies.
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Abbildung Nr. 18: Serum-Gesamtcholesterinkonzentration NCMB-Mause G20

Die Serum-Gesamtcholesterinkonzentrationen der kalorienreduzierten Mause
der NCMB-Mause G20 zeigten einen medianen Wert von 112,92 mg/dl. Die 25.
Perzentile lag 96,82 mg/dl und die 75. Perzentile bei 138,04 mg/dl. Der Median
der Werte der Kontrollgruppe befand sich bei 134,65 mg/dl mit einer 25.
Perzentile von 113,38 mg/dl und einer 75. Perzentile von 158,44 mg/dl. Bei der
Western-Diat-Gruppe wurde ein Median von 151,76 mg/dl bei einer 25.
Perzentile von 133,47 mg/dl und einer 75. Perzentile von 183,81 mg/dl ermittelt.
Fur den Vergleich von Kontroligruppe zu Western-Diat-Gruppe und
kalorienreduzierter Gruppe wurden p-Werte von jeweils 0,001 errechnet. Der p-
Wert bei Gegeniberstellung von Western-Diat-Gruppe zu kalorienreduzierter
Gruppe lag bei < 0,001. Somit konnten bei allen Vergleichen signifikante
Unterschiede detektiert werden. Die Serum-Gesamtcholesterinkonzentration

war am niedrigsten bei der kalorienreduzierten Gruppe, gefolgt von der
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Kontrollgruppe und schlief3lich von der Western-Diat-Gruppe.

3.2.4 NCMB-Mause gesamt
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Abbildung Nr. 19: Serum-HDL-Konzentration NCMB-M&use G18-20

Alle untersuchten Generationen der NCMB-Mause zusammen betrachtet, ergab
einen medianen Wert von 88,28 mg/dl in Bezug auf die Serum-HDL-
Konzentration der kalorienreduzierten Gruppen. Die 25. Perzentile zeigte einen
Wert von 70,69 mg/dl bei einer 75. Perzentile von 111,38 mg/dl. Die
Kontrollgruppen insgesamt wiesen einen Median von 100,61 mg/dl bei einer 25.
Perzentile von 84,39 mg/dl und einer 75. Perzentile von 126,02 mg/dl auf. Der
Median der Western-Diat-Gruppe konnte bei 116,69 mg/dl lokalisiert werden,
wobei sich die 25. Perzentile bei 100,26 mg/dl und die 75. Perzentile bei 136,43
mg/dl befand. Fir den Vergleich von Western-Diat-Gruppe zu Kontrollgruppe
und kalorienreduzierter Gruppe zeigten sich signifikante Unterschiede als

Ausdruck von p-Werten von jeweils < 0,001. Die Untersuchung von
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kalorienreduzierter Gruppe und Kontrollgruppe zeigte ebenfalls einen
signifikanten Unterschied bei einem p-Wert von 0,004. Die hdchsten Serum-
HDL-Konzentrationen wurden bei der Western-Diat-Gruppe und danach bei der
Kontrollgruppe gemessen, wahrend bei der kalorienreduzierten Gruppe die

niedrigsten Werte auftraten.
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Abbildung Nr. 20: Serum-LDL-Konzentration NCMB-Mause G18-20

Die Auswertung der Serum-LDL-Konzentrationen fir die Gesamtheit der
verwendeten NCMB-Mause der kalorienreduzierten Gruppe fuhrte zur
Feststellung eines medianen Wertes von 26,52 mg/dl und einer 25. Perzentile
von 19,83 mg/dl, sowie zu einer 75. Perzentile von 33,42 mg/dl. Die
Kontrollgruppe zeigte einen Median von 30,73 mg/dl und eine 25. Perzentile
von 23,90 mg/dl und darliber hinaus eine 75. Perzentile von 43,01 mg/dl. Bei
der Western-Diat-Gruppe konnte der mediane Wert bei 42,17 mg/dl und die 25.
Perzentile bei 31,65 mg/dl und ferner die 75. Perzentile bei 55,11 mg/dl
lokalisiert werden. Die Werte der Western-Diat-Gruppe unterschieden sich
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signifikant von denen der Kontrollgruppe und auch von denen der
kalorienreduzierten Gruppe, was sich in p-Werten von jeweils < 0,001
niederschlug. Zwischen der kalorienreduzierten Gruppe und der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der p-Wert lag hier
bei 0,843. Somit waren die Serum-LDL-Konzentrationen der Western-Diat-
Gruppe bei &hnlichen Werten der kalorienreduzierten Gruppe und der
Kontrollgruppe am hdchsten.
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Abbildung Nr. 21: Serum-Gesamtcholesterinkonzentration NCMB-Mause G18-20

Die gemessenen Werte der Serum-Gesamtcholesterinkonzentrationen der
kalorienreduzierten NCMB-Mause der Generationen 18 bis 20 ergaben einen
medianen Wert von 112,92 mg/dl. Hier waren die Perzentilen wie folgt verteilt:
Die 25. Perzentile lag bei 96,89 mg/dl und die 75. Perzentile bei 138,04 mg/dl.
Bei den Kontrollgruppen befand sich der Median bei 134,65 mg/dl und die 25.
Perzentile bei 113,38 mg/dl. Die 75. Perzentile zeigte einen Wert von

158,44 mg/dl. Schlussendlich ergab sich fur die Western-Diat-Gruppen ein
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medianer Wert von 151,76 mg/dl. Die 25. Perzentile war bei 133,47 mg/dl und
die 75. Perzentile bei einem Wert von 183,81 mg/dl zu finden. Signifikante
Unterschiede konnten in der Gegenuberstellung der Western-Diat-Gruppe mit
der Kontrollgruppe als auch der kalorienreduzierten Gruppe ermittelt werden.
Der p-Wert lag bei diesen Betrachtungen je bei < 0,001. Die Untersuchung von
kalorienreduzierter Gruppe und Kontrollgruppe ergab einen p-Wert von 0,193.
Somit war hier kein signifikanter Unterschied festzustellen. Wahrend die Serum-
Gesamtcholesterinkonzentration der kalorienreduzierten Gruppen sich auf
einem ahnlichen Level wie die der Kontrollgruppen befanden, wurden bei den

Western-Diat-M&ausen im Gegensatz dazu die hdchsten Werte gemessen.

3.2.5 NZM2410/J-Méause
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Abbildung Nr. 22: HDL-Konzentration NZM2410/J-M&ause mit und ohne Cyclodextringabe. Con
HDL = HDL-Serumkonzentrationen von Mausen mit Kontrolldiat, Con HDL + C = HDL-
Serumkonzentrationen von Mausen mit Kontrolldiat und Cyclodextringabe, Wes HDL = HDL-
Serumkonzentrationen von Mausen mit Westerndiat, Wes HDL + C = HDL-
Serumkonzentrationen von Mausen mit Kontrolldiat und Cyclodextringabe.
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Die Messung der HDL-Konzentration der Kontroll-Diat-NZM2410/J-Mause,
welche kein Cyclodextrin erhielten, ergab einen medianen Wert von
171,30 mg/dl bei einer 25. Perzentile von 157,67 mg/dl und einer 75. Perzentile
von 187,22 mg/dl. Die Seren der Kontrollgruppe, die Cyclodextrin erhielten,
zeigten eine mediane HDL-Konzentration von 148.68 mg/dl sowie Werte von
131,19 mg/dl fur die 25. und Werte von 157,97 mg/dl| fur die 75. Perzentile. Bei
einem p-Wert von 0,004 ergab sich ein signifikanter Unterschied. Die Messung
der Serum-HDL-Konzentration der Western-Diat-NZM2410/J-Mause ohne
Cyclodextrinbehandlung ergab fur den Median einen Wert von 168,45 mg/dl
sowie eine 25. Perzentile von 97,61 mg/dl und eine 75. Perzentile von 206,36.
Die Serum HDL-Konzentrationen der Mause des gleichen Diatregimes bei
Cyclodextringabe ergaben Werte von 132,85 mg/dl fuar den Median,
100,77 mg/dl fur die 25. Und 174,77 mg/dl fur die 75. Perzentile. Der Vergleich
beider Gruppen ergab einen p-Wert von 0,686 und zeigte somit keine
signifikanten Unterschiede an. Ebenfalls ohne signifikanten Unterschied blieb
der Vergleich der HDL-Level von Mausen der Kontroll-Diat- und Western-Diat-
Gruppe ohne Cyclodextrinbehandlung aus. Der p-Wert lag hier bei 0,505.
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Abbildung Nr. 23: LDL-Konzentration NZM2410/J-Mause mit und ohne Cyclodextringabe.
Beschriftung aquivalent zu Abbildung Nr. 22 hier jedoch LDL = LDL-Serumkonzentrationen.

Die LDL-Konzentrationen der Kontroll-Diat-NZM2410/J-Maus-Seren ohne
Cyclodextringabe zeigten ihren medianen Wert bei 93,54 mg/dl. Die 25.
Perzentile befand sich bei 67,78 mg/dl und die 75. Perzentile bei 115,40 mg/dl.
Der Median der Werte der Kontroll-Diat-Gruppe mit Cyclodextringabe lag bei
einer Konzentration von 58,09 mg/dl. Fir die 25. Perzentile wurde ein Wert von
47,97 mg/dl und fir die 75. Perzentile ein Wert von 64,80 mg/dl ermittelt. Der p-
Wert lag bei Vergleich der Gruppen bei 0,014. Somit konnte ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Die Kalkulation der LDL-Werte Western-Diat-
Gruppe ohne Cyclodextringabe ergab einen Median von 84,50 mg/dl. Die 25.
Perzentile lag bei 56,39 mg/dl und die 75. Perzentile bei 101,12 mg/dl. Bei den
Seren der Western-Diat-Gruppe mit Cyclodextringabe kam es zu folgenden
Werten: Median bei 72,33 mg/dl, die 25. Perzentile bei 59,96 mg/dl und die 75.
Perzentile bei 98,62 mg/dl. Im Vergleich dieser Gruppen wurde ein p-Wert von
0,818 und somit kein signifikanter Unterschied festgestellt. Als p-Wert bei

Vergleich von Kontroll- und Western-Diat-Gruppe ohne Cyclodextringabe
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wurden 0,543 ermittelt, womit sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
ausmachen lief3.
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Abbildung Nr. 24: Gesamtcholesterinkonzentration NZM2410/J-Mause mit und ohne
Cyclodextringabe. Beschriftung aquivalent zu Abbildung Nr. 22, hier jedoch Gesamtch. =
Gesamtcholesterinkonzentration im Serum.

Der Median der Gesamtcholesterinkonzentration der Kontroll-Diat-NZM2410/J-
Maus-Seren ohne Cyclodextringabe lag bei 250,78 mg/dl. Fur die 25. Perzentile
ergab sich ein Wert von 222,18 mg/dl und fur die 75. Perzentile ein Wert von
326,03 mg/dl. Far die Gesamtcholesterinkonzentrationen der
cyclodextrinbehandelten Kontroll-Diat-Gruppe ergab die Berechnung des
Median einen Wert von 209,21 mg/d| bei einer 25. Perzentile von 193,90 mg/dI
und einer 75. Perzentile von 218,19 mg/dl. Der p-Wert lag bei 0,002. Der
Vergleich beider Gruppen zeigte somit einen signifikanten Unterschied. Die

Messung der Gesamtcholesterinkonzentration der Western-Diat-Gruppe ohne
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Cyclodextringabe fihrte zu einem medianen Wert von 261,49 mg/dl, wahrend
die 25. Perzentile bei 215,29 mg/dl und die 75. Perzentile bei 278,24 mg/dl lag.
Die Gesamtcholesterinwerte der cyclodextrinbehandelten Western-Diat-Gruppe
lagen fur den Median bei 230,83 mg/d|, fir die 25. Perzentile bei 155,47 mg/di
und fur die 75. Perzentile bei 267,02 mg/dl. Der p-Wert beim Vergleich beider
Gruppen lag bei 0,530. Es lag kein signifikanter Unterschied vor. Im Vergleich
der Werte der Gesamtcholesterinkonzentration der Kontroll- und der Western-
Diat-Gruppe ohne Cyclodextringabe wurde ein p-Wert von 0,224 ermittelt. Ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen konnte somit nicht gezeigt

werden.

4 Diskussion
4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In allen 3 Generationen hatten die Mause der Western-Diat-Gruppe zu allen
Messzeitpunkten mit Ausnahme der 2- und 4-Monatsmessung der Generation
18, bei der die Gewichte sich nicht von denen der Kontrollgruppe
unterschieden, die héchsten Gewichtswerte, jeweils gefolgt von den Mausen
der Kontroll- und kalorienreduzierter Diat. In der Western-Diat und
kalorienreduzierten Gruppe wurde zusatzlich eine intergenerationale
Gewichtszunahme beobachtet. Die HDL-, LDL- und Gesamtcholesterinwerte
waren bei den Western-Diat-M&usen stets am hochsten. Die Mause mit
Kontroll-Diat zeigten mit einer Ausnahme stets die zweithdchsten Werte. Die
Werte der Mause mit kalorienreduzierter Diat zeigten in etwa der Halfte der
Falle keine signifikanten Abweichungen dazu. Wenn doch, so waren sie die
untersuchte Gruppe mit den niedrigsten Cholesterinwerten. Cyclodextrin senkte
nur in der Kontroll-Diat- nicht aber in der Western-Diat-Kohorte signifikant die
Werte von Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin.
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4.2 Diskussion der Methoden
4.2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Mause gewahlt. Die Generation 18 - 20 eines
Auszuchtstammes aus 4 Inzuchtstammen mit Pradisposition  fur
unterschiedliche  Autoimmunerkrankung  wurden  far  Gewicht  und
Cholesterinmessung und ein Inzuchtstamm mit Anfalligkeit fur Lupus Nephritis
fur den Cyclodextrinversuch von Artem Vorobev verwendet. Das Genom von
Mausen und Menschen ist zu gro3en Teilen identisch (Yue et al., 2015) sodass
sich daraus Schlussfolgerungen fir den Menschen zumindest in Grundzigen
ableiten lassen konnen. Die Generationsdauer von Mausen ist kurz und sie
bendtigen relativ wenig Lebensraum sowie Futter, was sie 6konomisch attraktiv
macht. DarUber hinaus kann das Futter gezielt rationiert werden und die
Haltungsbedingen scheiden als Storfaktor groRtenteils aus, weil sie fir
verschiedene Individuen nahezu identisch gehalten werden kdnnen. Durch
gleichbleibende Temperatur und gleichbleibenden kunstlich erzeugte Tag-
Nacht-Zeiten blieb die zirkadiane Rhythmik der Tiere unbeeinflusst und
unterschiedliche Jahreszeiten als Storfaktor auf das Fressverhalten der
Versuchstiere wurde weitestgehend unterbunden. Die Futterung betreffend,
konnte bei den Tieren, die Futter zur freien Verfigung hatten, nicht bestimmt
werden, wie viel sie taglich tatséchlich zu sich nahmen und ein Verhaltnis von
Kalorienaufnahme zu Gewicht oder Cholesterinkonzentrationen dargestellt
werden. Auch lasst sich kein Vergleich der Aufnahme von Western-Diat zu
normaler Diat darstellen. Lediglich bei den Tieren mit rationiertem Futter, die in
Einzelkafigen lebten, lieBe sich dahingehend eine Bilanz aufstellen. Die
Futterknappheit bei dieser Kohorte kdnnte in Kafigen mit mehreren Tieren dazu
gefuihrt haben, dass dominante Tiere mehr Nahrung zu sich nehmen konnten.
Der Einfluss der Haltung der Tiere in Gruppen und alleine hat Einfluss auf die
Stresslevel der Tiere (Brown und Grunberg, 1995) (Kamakura et al., 2016).
Stress wiederum kann zu erhohter Nahrungsaufnahme und konsekutiv
erhohtem Korpergewicht fuhren (Jeong et al.,, 2013) sowie die LDL-
Cholesterinkonzentration erhdhen (Fichsl et al., 2013). M&ause, die aufgrund
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von aggressivem Verhalten gegenltber Artgenossen im gleichen Kéafig isoliert
gehalten werden mussten, konnten zu Hyperaktivitdt geneigt haben (Voikar et
al., 2005), was wiederum zumindest bei der kalorienreduzierten Gruppe zu
reduziertem Gewicht und erniedrigtem Gesamt- und LDL-Cholesterinwerten
(Jakicic et al., 2015) sowie zu erhdohten HDL-Cholesterinwerten (Carson et al.,
2013) gefuhrt haben konnte. Bei betroffenen Tieren der anderen
Futterungsregime ist nicht zu eruieren, ob die Hyperaktivitdt oder die durch
isolierte Haltung stressinduzierte mogliche vermehrte Futteraufnahme einen
starkeren Effekt auf die untersuchten Parameter hatte. Das Wiegen fand in
einer Zeitspanne statt, in denen das Gewicht nicht unterschiedlichen
individuellen Entwicklungsstufen der Tiere unterliegen konnte. Alle Tiere waren
sicher nicht mehr pubertar und noch nicht im Senium angelangt. Dies gilt
ebenso fur den Zeitpunkt der Tétung (Mouse Genome Informatics, 2017). Die
Totung mittels CO:2 Inhalation hat keinen Einfluss auf die
Cholesterinkonzentrationen (Paula et al., 2017). Die Herzpunktion zur
Blutgewinnung birgt das Risiko einer Punktion des in der Nahe gelegenen
Ductus thoracicus. Dies konnte eine falsche HDL-Cholesterinmessung zur
Folge haben, da Lymphe und Serum unterschiedliche Konzentrationen von
HDL-Cholesterin aufweisen (Nanjee et al., 2001). Die Werte der Tiere, die vor
der To6tung verstarben, wurden nicht bertcksichtigt. Sollten hohes
Kdrpergewicht oder Dyslipidamie bzw. die Manifestationen der beiden zum
vorzeitigen Tod gefuhrt haben, entgingen der Gesamtstatistik verandernde
Werte der Messung.

4.2.2 Cholesterinbestimmung

Zur Serengewinnung wurden die Blutproben zentrifugiert und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20° C tiefgefroren. Die Gesamtcholesterinkonzentration
wurde getrennt von der HDL- und LDL-Cholesterinkonzentration, jedoch nach
dem gleichen Prinzip bestimmt. Das HDL-Cholesterin wurde mittels
Prazipitation und Zentrifugation von der LDL-Cholesterin-Fraktion getrennt und
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dann eine indirekte optische Dichtemessung nach Zugabe von NAD und
Cholinesterase-Enzym durchgefuhrt. Zur genaueren Bestimmung wurde mit
zwei Standards gearbeitet und deren Summe gemittelt. Als Fehlerquellen
kommen hier in erster Linie Pipettierfehler in Betracht. Bei der Trennung von
HDL- und LDL-Cholesterin war es notwendig, den LDL-cholesterinhaltigen
Uberstand von dem HDL-Pellet zu pipettieren. Ein nicht vollstandiges
Abpipettieren des Uberstands héatte eine zu hoch gemessene HDL-
Cholesterinkonzentration zur Folge gehabt, wobei eine versehentliche
Mithahme von den Teilen des HDL-Pellets eine falsch hohe LDL- und falsch
niedrige HDL-Cholesterinkonzentration zur Folge gehabt hatte. Diese
potenzielle Fehlerquelle lieRe sich mit der Verwendung von zwei je HDL- und
LDL-cholesterinspezifischen Cholesterinesterase-Enzymen umgehen. Durch
das Auftauen der Proben kann es durch Ausféllung eines Teils der VLDL, die
mit dem verwendeten Kit mitgemessen wurden, zu falsch niedrigen LDL-
Cholesterinkonzentrationsmessungen gekommen sein (Buddecke und Fischer,
1992). Eine sofortige Probenverarbeitung hatte dies verhindern kénnen. Bei
hohen Triglyceridwerten Gber 1000 mg/dl kann die HDL-Wertbestimmung
beeintrachtigt werden (Buddecke und Fischer, 1992). Eine zusatzliche Messung
der Triglyceride hatte zum Ausschluss betroffener Proben flihren kdnnen. Im
Gegensatz zur im klinischen Alltag noch haufig genutzten Friedewald-Methode,
bei der die LDL-Cholesterinkonzentration mittels der Formel: LDL-Cholesterol =
Gesamtcholesterol - HDL-Cholesterol - Triglyzeridwert / 5 abgeschatzt wird und
die bei hohen Triglyceridwerten oft falsche LDL Werte liefert, ist die verwendete
direkte Methode im Vergleich Uberlegen (Anwar et al., 2014). Angeborene
Fettstoffwechselstérungen, die mit veranderten Gesamt-, HDL- oder LDL-
Konzentrationen einhergehen, koénnen die Ergebnisse beeintrachtigen. Mit
Pravalenzen von 1:500 — 1:200 fur die familidare Hypercholesterinamie (Brice et
al., 2013) und 1:100 — 1:50 fur die familiare kombinierte Hyperlipidamie
(Eichenbaum-Voline et al, 2004) sowie flir weitere primére
Fettstoffwechselstorungen ware es somit bei der GroRe des untersuchten

Kollektivs statistisch wahrscheinlich, dass sich einige so erkrankte Individuen
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darin befanden. Hinzu kommen Erkrankungen, die eine sekundare
Veranderung der untersuchten Cholesterine bedingen wie beispielsweise:
Diabetes mellitus, Hypothyreose, Nieren- und Lebererkrankungen (Biesalski et
al.,, 2010). Fur beide genannten Gruppen ist die Diat nicht als
haupteinflussnehmender Faktor auf die Cholesterinwerte zu interpretieren. Um
ein genaueres Ergebnis zu erhalten, hatte die Kohorte auf das Vorhandensein
dieser Erkrankungen untersucht und betroffene Individuen ausgeschlossen

werden mussen.

4.2.3 Gewichtsmessung

Die Gewichtsmessung fand im Alter von 2, 4 und 6 Monaten statt. FiUr die
Gewichtsmessung der ersten aller Messzeitpunkte wurden die Tiere 12
Stunden nichtern belassen. Einige Tiere setzten bei Tétung Kot oder Urin ab,
gewogen wurden jedoch nur die Tiere, wodurch abweichende Gewichtswerte
zustande gekommen sein konnten. Ein weiterer Aspekt sind individuelle
Unterschiede in der Darmpassage, die mit 8 - 14 Stunden angegeben wird
(Pies-Schulz-Hofen, 2004). Dementsprechend waren Tiere, die vor der
Messung noch keinen Kot abgesetzt hatten schwerer als solche, bei denen die
Darmpassage noch nicht abgeschlossen war. Diverse Erkrankungen gehen mit
Gewichtsverlust einher. Sofern die Mause nicht aufgrund von Abbruchkriterien
aus dem Versuch ausgeschlossen wurden, ist es mdoglich, dass Gewichte
solcher Tiere bestimmt wurden und ihr Gewicht falschlicherweise ihrer Diat oder
anderen Umstanden attribuiert wurde. Die Kérpergewichtsmessung lasst keine
Ruckschlisse auf die prozentuale Zusammensetzung der einzelnen
Kdrperbestandteile, die zum gemessenen Korpergewicht gefihrt haben, zu. Die
individuelle KorpergroRe der Mause variiert (Berry, 1970). Der Einfluss der
KorpergrolR3e auf das Gewicht blieb somit ebenso unbeachtet wie Unterschiede
in der Muskelmasse oder im Skelettaufbau. Ein genaueres Mal3 fur die
Abschatzung einer Adipositas hatte die Bestimmung des BMI, des
Taillenumfangs oder der Taillen-HUuft-Ratio ergeben. Im besonderen Hinblick



56

auch auf die Abschatzung des kardiovaskularen Risikos (Dalton et al., 2003).

4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Zusammengefasste Diskussion aller Gewichtsmessungen

Die kontinuierliche Gewichtszunahme im untersuchten Zeitraum und die
hoheren Gewichte bei Western-Diat-Mausen im Vergleich zu Kontroll-Diat-
Mausen wurden auch von List et al. (List et al., 2013) und Desmarchelier et al.
(Desmarchelier et al., 2012) gezeigt. Die Gewichte der Kontrolldiatmause im
Vergleich mit List et al. differieren nur wenig, jedoch wogen die Western-Diat-
Mause in List et al.’s Studie um 48 g und somit mehr als in meiner
Untersuchung. Allerdings benutzten sie eine noch fettreichere Diat und die
Untersuchung wurde ausschlie3lich mit mé&nnlichen Mausen einer anderen
Mauslinie durchgefuihrt. Desmarchelier et al.”s Kontroll-Diat Mause erreichten
bei der 2 Monatsmessung ahnliche Gewichte wie in meiner Studie, die
Western-Diat-Mause sind mit Kérpergewichten bei 40 g jedoch schwerer. Auch
hier wurde mit einer fettreicheren Diat gearbeitet. Mull et al. zeigten bei
MRL/MpJ-Mausen, dass eine fettreiche Diat in grol3erer Korpermasse im
Vergleich zu einer Kontrolldiat fuhrt (Mull et al., 2014). Cast/EiJ-M&use zeigten
beim Vergleich der Korpermasse unter fettreicher (20 %) im Vergleich zu
fettarmer (10 %) Diat keinen Unterschied (O’Connor et al., 2014). Zu
NZM2410/J- und BXD2/TyJ-Méausen existieren diesbeziglich keine Daten. Kim
et al. zeigten einen Rickgang des Kdrpergewichts von mit 2 g Standardfutter
taglich im Gegensatz zu mit Standardfutter zur freien Verfigung gefitterten
C57BL/6J db/db-Méausen von ca. 45 g auf ca. 30 g Korpergewicht nach 12
Wochen Futterungsregime (Kim et al., 2016). Allerdings setzten hier die
unterschiedlichen Diatregime erst nach 12 Wochen ein und die Futtermenge
war geringer als in meiner Studie. Bittner zeigte 1998 rassenspezifische
Unterschiede im Korpergewicht und der Korperzusammensetzung beim
Vergleich von NMRI-, HLG- und C57BL/6J-M&ausen, die er im Alter von 70
Tagen fur 14 Wochen auf eine Standardfutter- und eine mengenreduzierte
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Standardfutter Diat setzte. C57BL/6J-Mause verloren durch die
Kalorienreduktion nicht signifikant an Korpergewicht (Buttner, 1998). MRL/lpr-
Mause nahmen bei 40 %iger Kalorienreduktion im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe ab einem gewissen Zeitpunkt nicht mehr an Gewicht zu. Die
Werte stabilisierten sich, wohingegen Mause mit einer Kontroll-Diat ad libitum
weiter an Gewicht zunahmen (Troyer et al.,, 1998). Fur die anderen
Elternstamme meiner Studie, NZM2410/J, BXD2/TyJ und Cast/EiJ wurden
mittels Pubmed-Recherche keine Publikationen zu Versuchen mit
kalorienreduzierter Diat gefunden. Die Rangfolge der Gewichtswerte der
einzelnen Diatregime entspricht somit den erwarteten Werten. Dies qilt
ebenfalls fur die kontinuierliche Gewichtszunahme der Kontroll-Diat- und der
Western-Diat-Gruppe. Fur die Kkalorienreduzierte Gruppe stellte sich im
Untersuchungszeitraum noch keine Gewichtsstabilisierung ein. Diese wére im
weiteren zeitlichen Verlauf bei Fortfihrung des Fitterungsregimes zu erwarten
gewesen. Die intergenerationalen Schwankungen der Gewichtswerte bei
Betrachtung gleicher Diatregime koénnte auf unterschiedliche
Geschlechterverhéltnisse zurtckzufuhren sein. Mannchen wiegen
durchschnittich mehr als Weibchen und dementsprechend sind die
durchschnittlichen Gewichtswerte umso hoher, je mehr Mé&nnchen zur
Gewichtsbestimmung zur Verfiigung standen. Als Ausblick wére es interessant,
die Individuen, welche trotz kalorienreduzierter Diat Uberdurchschnittlich hohe
Gewichtswerte  aufwiesen, genetisch zu untersuchen. Sollten sich
Gemeinsamkeiten im Genom feststellen lassen, konnten adipése Patienten, die
einer Therapie zugeordnet werden sollen, ebenfalls genetisch getestet werden,
um eventuelle Non-Responder einer kalorienreduzierten Diat zur
Gewichtsreduktion friihzeitig einer operativen Therapie zufihren zu kbénnen. Fir
unterdurchschnittlich leichte Individuen der Kontroll-Diat und der Western-Diat-
Gruppe ware interessant herauszufinden, welche Mechanismen die Individuen
vor einer Gewichtszunahme schitzt, um daraus Therapieoptionen fiir adipése
Patienten ableiten zu kbnnen. Ansétze zum Verstandnis der Physiologie haben
bereits Germain et al., 2014 und Ling et al., 2016 geliefert. Im Rahmen eines
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weiterfihrenden Projektes wurden die hier untersuchten Mausstamme bereits
genetisch untersucht. Die in meinem Versuch festgestellte hohe
Schwankungsbreite der gemessenen Gewichtswerte, vor allem bei den Mausen
unter Western-Diat lasst sich, die einzelnen Inzuchtstamme betrachtet,
vermutlich auch durch eine genetische Kontrolle der Gewichtswerte erklaren.
Kdrpergewichtsmessungen von Cast/EiJ-Mausen wiesen unter normaler Diat
eine Standardabweichung von 1,22 auf, MRL/MpJ-Mause zeigten eine
Standardabweichung von 1,6 (https://phenome.jax.org/measures/25006; Tag
Des Zugriffs: 3.10.2018), NZM2410/J-Méause eine Standardabweichung von
1,91 (https://[phenome.jax.org/measures/31888, Tag des Zugriffs: 3.10.2018)
und BXD2/TyJ-Méause eine Standardabweichung von 5,66
(https://phenome.jax.org/measures/36601, Tag des Zugriffs 3.10.2018).

4.3.2 Cholesterinmessung NCMB-Mause G18

Die HDL-Konzentrationen unterschieden sich nicht bei den Western-Diét- und
Kontroll-Diat-Mausen und waren hoher als die der kalorienreduzierten-Diat-
Méause. Die LDL-Konzentrationen waren bei Western-Diat-Mausen am
hochsten, wahrend Kontroll-Diat- und kalorienreduzierte-M&use keine
Unterschiede aufwiesen. Die Gesamtcholesterinkonzentration folgte der
absteigenden Reihenfolge Western-, Kontroll- und kalorienreduzierte-Diat-

Mause.

4.3.3 Cholesterinmessung NCMB-Mause G19

Die HDL-Konzentration war bei Western-Diat-Mausen hoher als die der
kalorienreduzierten-Diat-Méause und diese wiederum hoher als die der Kontroll-
Diat-Mause. Die LDL-Konzentration war bei Western-Diat-Mausen am hdchsten
und Kalorien- und Kontroll-Diat-Mause unterschieden sich nicht. Die
Gesamtcholesterinkonzentrationen waren in der Reihenfolge Western-,

kalorienreduzierte- und Kontroll-Diat-Mause absteigend.


https://phenome.jax.org/measures/25006
https://phenome.jax.org/measures/31888
https://phenome.jax.org/measures/36601
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4.3.4 Cholesterinmessung NCMB-Mause G20

Die hochsten HDL-, LDL- und Gesamtcholesterinkonzentrationen waren je bei
den Western-Diat-Mausen zu finden. Die Kontroll-Didt-Mause wiesen die
zweithdchsten Werte vor den kalorienreduzierten Didt-Mausen auf.

4.3.5 Cholesterinmessung NCMB-Mause gesamt

Die HDL-Konzentrationen folgten der absteigenden Reihenfolge Western-Diéat-,
Kontroll-Diat- und kalorienreduzierte-Diat-Mause. LDL- und
Gesamtcholesterinkonzentration waren je bei den Western-Diat-Mausen am
hochsten wahrend Kontroll-Diat- und kalorienreduzierte-Mause keine

Unterschiede zwischen einander aufwiesen.

4.3.6 Gesamtdiskussion Cholesterinmessung NCMB-Mause

O’Connor et al., zeigten 2014 hohere Gesamtcholesterinwerte bei Cast/EiJ-
Mausen, die eine fetthaltigere Diat als eine Kontrollgruppe erhalten hatten
(O"Connor et al., 2014). Anders als bei dem in dieser Studie verwendeten
Futter, hatten beide der verwendeten Futter den gleichen Anteil an Cholesterin.
Die Zunahme des Serumcholesterins in meiner Studie ist somit zumindest nicht
auf den alleinigen Anteil des in der Western-Diat enthaltenen Cholesterins
zuriick zu fuhren. Jedoch hat diatetisches Cholesterin Einfluss auf Gesamt-,
HDL- und LDL-Cholesterinwerte. Eine Metaanalyse zeigte einen Anstieg
samtlicher zuvor genannten Cholesterinwerte als Antwort auf erhéhte mit der
Nahrung zugefihrte Mengen von Cholesterin. Alle drei Serumkonzentrationen
veranderten sich ab dem Uberschreiten einer gewissen Menge zugefiihrtem
Nahrungscholesterin nicht mehr und die HDL-Serumkonzentration bendgtigte die
hochsten Mengen an zugefluhrtem Nahrungscholesterin, um eine signifikante

Erhéhung zu zeigen (> 650 mg/d) (Berger et al., 2015). Ob und in welchem
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MalRe das dem in meiner Studie Western-Diat-Futter zugesetzte Cholesterin
Einfluss auf die einzelnen gemessenen Serumparameter hatte, ist somit nicht
eindeutig zu klaren. Die erhobenen Werte konnten jedoch als Grundlage fur
weitergehende Untersuchungen verwendet werden, bei denen ein bis auf den
Cholesterinanteil identisches Futter oder mehrere im Cholesterinwert abgestufte
Futter verwendet werden kdnnten, um eine Relation zu den daraus folgenden
Veréanderungen der Cholesterinwerte ableiten zu kbnnen. Desmarchelier et al.
verwendeten C57BI/6NCrl-Mause und setzten sie auf Kontrolldiat und Western-
Diat, die ein Verhaltnis der Hauptbestandteile von Fett mit 11 % zu 60 % und
Kohlenhydraten von 66 % zu 21 %, sowie Cholesterol von 0 mg/kg zu 290
mg/kg Futtergewicht aufwiesen. Die medianen Werte fir Gesamtcholesterin
betrugen fur Kontroll- v.s. Western-Diat 95 mg/dl zu 181 mg/dl und fur HDL-
Cholesterin 71 mg/dl zu 123 mg/dl (Desmarchelier et al., 2012). Im Gegensatz
zu meiner Studie (40 % zu 40,8 % Kohlenhydrate sowie 4 % zu 21 % Fett) mit
resultierenden Gesamtcholesterin Werten von 134,65 mg/dl zu 151,76 mg/dl
und HDL-Cholesterin Werten von 100,61 mg/dl zu 116,69 mg/dl betrachtet auf
alle untersuchten Generationen zeigt den gleichen Trend, jedoch sind die
Unterschiede bei Desmarchelier grol3er. Die Unterschiede kdnnten aus einer
kleineren Fallzahl (n = 12), dem gleichen Geschlecht der untersuchten Tiere bei
Desmarchelier und der groReren Variabilitdt des Genoms der untersuchten
Tiere meiner Studie als auch der unterschiedlichen Futterzusammensetzung
zuzuschreiben sein. Es waére jedoch zu erwarten gewesen, dass die Tiere
meiner Kontroll-Diatgruppe im Vergleich mit den Tieren der Kontroll-Diat
Gruppe von Desmarchelier niedrigere Gesamtcholesterinkonzentrationen bei
sowohl niedrigeren Fett- als auch Kohlenhydratanteilen in ihrem zur Verfiigung
stehenden Futter aufweisen. Daraus folgt, dass die unterschiedliche Hohe der
eben angesprochenen Werte am ehesten nicht dem verwendeten Futter zu
Grunde liegen, es sei denn die Fett- und Kohlenhydratanteile, welche kausal fir
erhohte Gesamtcholesterin- und HDL-Cholesterinwerte verantwortlich sind,
waren in meinem verwendeten Futter héher gewesen. Dies war jedoch nicht zu

eruieren. Welche Entitaten von Fett oder Kohlenhydraten unterschiedlichen
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Einfluss auf die gemessenen Cholesterinkonzentrationen haben, soll in der
weiteren Diskussion aufgegriffen werden. Rivellese et al. zeigten anhand von
zwei isoenergetischen Diaten mit gleichem Gehalt an Fett, aber einer Diat reich
an gesattigten und einer Diat reich an ungesattigten Fettsauren hohere LDL-
Konzentrationen bei Individuen, die sich von der reich an gesattigten Fettsauren
Diat ernahrt hatten (Rivellese et al., 2003). Im Vergleich einer Diat reich an
Transfettsauren mit einer Diat reich an Olsaure, einer einfach ungesattigten
Fettsaure, und einer Diat reich an gesattigten Fettsauren, zeigten sich bei den
untersuchten Individuen die niedrigsten Gesamtcholesterin-Werte bei der
Olsaure, gefolgt von der Transfett- und der gesattigten Fettsaure-Diat. LDL-
Werte waren bei der geséttigten Fettsaure-Diat vor der Transfett-, gefolgt von
der Olsaurediat, am hochsten. Die hochsten HDL-Werte resultierten aus der
gesattigten Fettsaure- vor der Olsaure-, gefolgt von der Transfettsaure-Diat
(Mensik und Katan, 1990). Welsh et al. zeigten eine Verschlechterung des
kardiovaskularen Blutprofils im Sinne einer LDL-Cholesterin-Erhéhung und
HDL-Erniedrigung bei zunehmenden Mengen von Zucker in der
aufgenommenen Nahrung (Welsh et al., 2010). Einen positiven Effekt auf LDL-
und HDL-Konzentrationen konnten Diaten in Studien erzielen, die entweder
reich an komplexen Kohlenhydraten oder an einfach ungesattigten Fettsauren
waren (Archer et al., 2003). Wolfe und Giovanetti erzielten ahnliche Ergebnisse
im Sinne einer LDL- und Gesamtcholesterin-Senkung, sowie HDL-Cholesterin-
Erhdhung mit einer proteinreichen im Vergleich zu einer proteinarmen Diét bei
gleichem Fettgehalt, die jedoch reicher an Kohlenhydraten war (Wolfe und
Giovanetti, 1991). Aus den vorhergehenden Informationen ergibt sich die
Frage, welcher diatetische Ansatz den besten Effekt auf den
Cholesterinstoffwechsel verspricht. Appel et al. verglichen hierzu 3 nachweislich
gesundheitsfordernde Diaten, alle arm an gesattigten Fettsauren, eine reich an
komplexen Kohlenhydraten, eine reich an ungesattigten Fettsauren und eine
reich an Proteinen. Die niedrigsten LDL-Konzentrationen wurden bei der
proteinreichen Diat gefunden, jedoch mit einhergehenden niedrigeren HDL-
Konzentrationen im Vergleich zu den anderen Diaten. Die HDL-Konzentrationen
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wiederum waren bei der ungesattigten Fettsauren-Diat am héchsten. Bezogen
auf das 10-Jahres-Risiko zur Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung,
waren die proteinreiche Diat und die Diat reich an ungesattigten Fettsauren der
Kohlenhydrat-Diat in gleichem Malie Uberlegen (Appel et al., 2005). Beziiglich
des Einflusses einer kalorienreduzierten Diat auf den Cholesterinstoffwechsel,
dokumentierten Fontana et al. erniedrigte Gesamt- und LDL-Konzentrationen
sowie erhohte HDL-Konzentrationen als Folge einer kalorienreduzierten Diat
nach einem Jahr bei 18 Menschen im Vorher- Nachher-Vergleich (Fontana et
al., 2004). Eine andere Studie zeigt niedrigere Gesamt-, LDL- und HDL-
Konzentrationen als Folge einer Kalorienreduktion (Verdery et al., 1998). Uber
die Gesamtheit aller untersuchten Generationen konnte, mit Ausnahme der
untersuchten Generation 19, das Ergebnis einer HDL-Erhéhung durch
Kalorienreduktion nicht reproduziert werden. Eine Erniedrigung der HDL-
Konzentration sowie kein signifikanter Unterschied beziglich LDL- und
Gesamtcholesterin beim Vergleich von kalorienreduzierter zu Kontrolldiat waren
das Ergebnis. Es gibt jedoch in den zwei vorangehend beschriebenen Studien
keine Information (ber die genaue Relation von Kontrolldiat zu
kalorienreduzierter Diat, bzw. der genauen Zusammensetzung der einzelnen
Nahrungsregime. Auch erfolgten die Versuche nicht unter Laborbedingungen
sondern an Menschen in natirlicher Umgebung, waren also einem nicht so
starken Kontrollmechanismus wie die Tiere meiner Kohorte ausgeliefert und
dementsprechend storungsanfalliger. Insgesamt erscheint eine
Kalorienreduktion jedoch einem ginstigen Cholesterinprofil zutraglich, es sei
denn, sie wird so exzessiv betrieben, dass aus ihr eine Mangelsituation
entsteht. Die einzelnen Nahrungsbestandteile sind essenziell auch bei
isokalorischen Diaten mit Fokus auf die Cholesterinhoméostase und ihr
Zusammenwirken komplex. Ausblickend wére eine Untersuchung analog den
Tieren mit niedrigen Gewichtswerten trotz Western-Didt im Sinne eines
gunstigen kardiovaskularen Cholesterinrisikoprofils bei eben genannter Diat
interessant, um neue Erkenntnisse zur Ableitung von medikamentbsen

Therapien einer Hypercholesterindmie zu gewinnen. Ebenso als Grundlage fur
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die Friherkennung von fur eine ,ungesunde® Diat anfalligen Patienten fur eine
Hypercholesterinamie,  abgeleitet von Mausen mit hohen LDL-
Cholesterinwerten Uber alle Diatregime. Zur genaueren Abschatzung der
Gefahrdung fur die Gesundheit durch ungtinstige Cholesterin-Profile schliel3lich
ware es noch interessant, die vorher beschriebene HDL-Efflux-Capacity der
Individuen der einzelnen Diatregime zu untersuchen und zu vergleichen, da sie
ein differenzierteres Bild als der blof3e Vergleich der absoluten Konzentrationen
der HDL-Konzentrationen zu versprechen scheint. Dariber hinaus wurde eine
hohe Schwankungsbreite bei allen gemessenen Cholesterinwerten des
verwendeten Auszuchtstammes NCMB festgestellt. Verglichen mit Werten der
Inzuchtstdmme, beispielsweise BXD2/TyJ mit einer Standardabweichung bei
LDL-Cholesterinwerten von 8,76 (https://phenome.jax.org/measures/46402, Tag
des Zugriffs: 3.10.2018), MRL/MpJ mit einer Standardabweichung bei
Gesamtcholesterinwerten von 19,1, NZM2410/J mit einer Standardabweichung
bei Gesamtcholesterinwerten von 19,5 und Cast/EiJ mit einer
Standardabweichung bei Gesamtcholesterinwerten von 18,6 (die drei
letztgenannten: https://phenome.jax.org/measures/31841, Tag des Zugriffs:
3.10.2018), deuten die hier erhobenen Ergebnisse auf eine genetische
Kontrolle hin, was in einem weiterfihrenden Projekt eingehender untersucht

wurde.

4.3.7 Cholesterinmessung NZM2410/J-Méause

Die Cholesterinmessung in Zusammenhang mit diesem Projekt sollte
aufzeigen, ob Cyclodextrin einen Einfluss auf die
Serumcholesterinkonzentrationen besitzt und sich dieser mit den durch das
Projekt erzielten Ergebnissen in Einklang bringen lie3. Bei den untersuchten
Mausen waren erhohte LDL-Cholesterinkonzentrationen mit erhéhter Inzidenz
von Nephritis assoziiert. Die Inzidenz der Nephritis sank signifikant bei Gabe
von Cyclodextrin. Bezlglich der Cholesteinkonzentrationen zeigte die
Cyclodextringabe  eine signifikante Verringerung der HDL-, LDL- und


https://phenome.jax.org/measures/46402
https://phenome.jax.org/measures/31841
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Gesamtcholesterinkonzentration bei Kontroll-Diat-Mausen nicht aber bei
Western-Diat-Mausen. HDL- LDL- und Gesamtcholesterinkonzentration
unterschieden sich nicht zwischen Western-Diat- und Kontroll-Diat-Mausen.
Wagner et al. futterten zwei Gruppen von LDLr-KO-Mausen mit einer
isokalorischen Western-Diat, wobei einer Diat alpha-Cyclodextrin zugesetzt
wurde. Gesamt- und LDL-Konzentrationen waren in der Cyclodextrin-Gruppe
signifikant niedriger, wohingegen die HDL-Konzentrationen keine Unterschiede
aufwiesen (Wagner et al., 2008). Ein anderes Experiment mit subkutaner Gabe
von 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin  ebenfalls bei LDLr-KO-Mausen mit
vergleichbaren  Diatregimen  fuhrte zu  keiner  Veranderung der
Gesamtcholesterin-Konzentration bei Gabe von Cyclodextrin oder Placebo
innnerhalb der Western-Diat-Gruppe (Walenbergh et al., 2015). In einem
Versuch mit Ratten reduzierte der Nahrungszusatz von beta-Cyclodextrin
Gesamt-, LDL- und HDL-Konzentrationen (Favier et al., 1995). Bei erhohter
Kalorienzufuhr scheint Cyclodextrin keinen wesentlichen Effekt auf die
Cholesterinhombéostase ausiiben zu koénnen, was die Verwendung als
Pharmazeutikum nur in Kombination mit einer ausgewogenen Ernahrung
sinnvoll erscheinen lasst. Inwiefern die Reduktion aller drei untersuchter
Cholesterinwerte gunstig auf vor allem die kardiovaskulare Gesundheit ist,
kobnnte mit Untersuchungen der arteriellen Gefal3e der Versuchstiere auf
Plaques ermittelt werden. Eine neue Versuchsreihe mit einer gréf3eren Kohorte
konnte bezuglich des Langzeitiberlebens der Individuen und anschlie3ender
Untersuchung der Tiere nach ihrem natirlichen Tod etabliert werden. Daruber
hinaus ware eine genauere Analyse der Subfraktionen der LDL-
Konzentrationen zur Abschatzung des kardiovaskularen Risikos interessant, da
bekannt ist, das die small-dense Subfraktion des LDL eine grol3ere
Aussagekraft auf das kardiovaskulare Risiko eines Individuums hat als die LDL-

Konzentration allein (Hoogeveen et al., 2014).
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5 Zusammenfassung

Der moderne Lebensstil, vor allem in der industrialisierten Welt, einhergehend
mit freier Verfugbarkeit von hochkalorischen Lebensmitteln und oftmals
mangelnder korperlicher Bewegung in Beruf und Freizeit, hat dazu gefuhrt,
dass Adipositas und Dyslipiddmie in den letzten Jahren zu stetig wachsenden
Problemen unserer Gesellschaft geworden sind. Ziel der durchgefiihrten Arbeit
war es, den Einfluss kalorienreduzierter, normaler und eine der Erndhrung des
modernen Menschen nachempfundenen fett- und kalorienreichen Western-Diat
auf die Parameter Korpergewicht und Cholesterinstoffwechsel zu untersuchen.
Hierfr wurden die Serum-Gesamtcholesterin-, -HDL-, und -LDL-Werte und das
Kdrpergewicht von drei aufeinander folgenden Generationen von Mausen eines
Auszuchtstammes untersucht. Die Seren von 816 sowie die Gewichte von 810
Mausen konnten untersucht werden. Wahrend die Seren nach Tétung der
Mause im Alter von 6 Monaten analysiert wurden, fanden Gewichtsmessungen
auch im zeitlichen Verlauf statt. In allen drei Generationen hatten die Mause der
Western-Diat-Gruppe zu allen Messzeitpunkten mit zwei Ausnahmen die
hdchsten Gewichtswerte, jeweils gefolgt von den Mausen mit normaler und
kalorienreduzierter Diat. In der Western-Diat- und der kalorienreduzierten
Gruppe wurde zusatzlich eine intergenerationale Gewichtszunahme
beobachtet. Die HDL-, LDL- und Gesamtcholesterinwerte waren bei den
Western-Diat-M&ausen stets am hdchsten. Die Mause mit normaler Diat zeigten
mit einer Ausnahme stets die zweithdchsten Werte. Die Werte der Mause mit
kalorienreduzierter Diat zeigten in etwa der Halfte der Félle keine signifikanten
Abweichungen dazu. Wenn doch, so stellten sie die untersuchte Gruppe mit
den niedrigsten Cholesterinwerten dar. Zuséatzlich wurde der Einfluss von
Cyclodextrin auf oben genannte Cholesterinwerte in einer Kohorte von 50
Mausen eines Inzuchtstammes untersucht. Cyclodextrin senkte nur in der
Kontroll-Diat-, nicht aber in der Western-Diat-Kohorte signifikant die Werte von
Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden, dass ein Mausauszuchtstamm geeignet ist, den Einfluss von

Diat auf metabolische Phanotypen zu untersuchen. Dies stellt die Grundlage
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zur Untersuchung des Zusammenspiels der Genetik und Umwelt (Diat) auf
diese Phanotypen dar.
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7.4 Futter

7.4.1 Standardfutter

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG

Im Seelenkamp 20 - D-32791 Lage

Tel.: +49 (0)5232/6088-0 - Fax:+49 (0)5232/6088-20
E-Mail: info@altromin.de - http://www.altromin.de

I,

Seite: 1
Nummer  Lfd. Nummer
132003 132003 Aliir. 1324 rats/mice - maintenance diet
Nr.|Inhaltsstoff Einheit Bedarf Gehalt Differenz
1 |Rohprotein / Crude Protein 191970,40

Rohfett / Crude Fat
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.|Inhaltsstoff

Einheit

Seite: 2
Gehali| Differenz

Zink / Zinc

94,876|
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7.4.2 Western-Diat-Futter

product No.

Casein, %

Corn starch, pre-gelat., %
Maltodextrin, 10 DE, %
Sucrose, %

pur. Celullose powder, %
L-Cystine, %
DL-Methionine, %

Vitamin premix, AIN93G, %
Mineral premix, AIN93G, %
Choline CI, %

Ca hydrogenphosphate, %
BHT, %

Cholesterol, %

Butter fat, %

Soybean oil, %

Atherogen

(Fat +Cholesterol)
S0587-E020

18.600
10.000
9.690
30.000
5.000
0.200
0.100
1.000
3.500
0.250
0.500
0.010
0.150
20.000
1.000

Crude protein, %
Crude fat, %
Crude fibre, %
Crude ash, %
Starch, %
Sugar, %

Lysine, %
Methionine, %
Cystine, %
Met + Cys, %
Threonine, %
Tryptophan, %

Energy (Atwater), MJ/kg

16.6
21.0
5.0
3.5
9.8
31.0

1.36
0.61
0.27
0.88
0.72
0.22

19.3
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