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Zusammenfassung
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Der Einsatz von Fischél als Futtermittelrohstoff ist durch die begrenzte Produktionsmenge bei
gestiegener Nachfrage und einer damit einhergehenden Preiserh6hung zu einem limitierenden
Faktor in der Aquakulturproduktion geworden. Auf Grund dessen werden vermehrt pflanzliche
Ole als Substitut fur Fischdl in der Fischernahrung eingesetzt, was zu einer Senkung der
Produktqualitat der Fische durch niedrigere Gehalte an langkettigen mehrfach ungesattigten
Fettsauren (LC-PUFA, englisch: long-chain polyunsaturated fatty acids) fuhrt. Ziel dieses
Projekts war es deshalb, Méglichkeiten zur Steigerung der endogenen Biosynthese von LC-
PUFA zu evaluieren, um die Gehalte an Eicosapentaensaure (20:5n-3, EPA) und
Docosahexaensaure (22:6n-3, DHA) in der Regenbogenforelle zu erhéhen.

Isoflavone sind bioaktive Substanzen, die Uber verschiedene Wirkmechanismen die
Fettsdurebiosynthese  beeinflussen  konnen. Sie  koénnen als Liganden  fir
Transkriptionsfaktoren fungieren, die zentral an der LC-PUFA Biosynthese beteiligt sind.
AuRerdem besitzen sie als Phytodstrogene eine Strukturahnlichkeit zum Ostrogen Estradiol.
Da die Expression bestimmter Gene der LC-PUFA Synthese durch Ostrogen beeinflusst
werden kann, kénnte dadurch ebenfalls der Gehalt an EPA und DHA im Fisch gesteigert
werden.

Deshalb sollten im Zellkulturmodell wirksame Isoflavon-Varianten identifiziert werden, die zu
einer Erhéhung der EPA- und DHA-Spiegel beitragen kénnten. Beispielsweise akkumulierte
die a-Linolensaure (18:3n-3, ALA) im humanen in-vitro-Modell durch die Gabe von Genistein,
jedoch sank der EPA-Gehalt signifikant ab und der DHA-Gehalt wurde nicht reguliert. Im
Regenbogenforellen-Hepatozyten-Modell blieb die Fettsduresynthese durch Genistein
géanzlich unbeeinflusst.

Im ersten in vivo Versuch sollten nun ebenfalls diejenigen Isoflavone und diatetischen
Fettsauremuster identifiziert werden, die einen positiven Einfluss auf die LC-PUFA-Gehalte in
der Regenbogenforelle haben. Als zusatzliche Komponente, die LC-PUFA Biosynthese zu
steigern, wurde das Ol der Pflanze Buglossoides arvensis in die Studien mit aufgenommen.
Dieses Ol ist sowohl reich an ALA, als auch an Stearidonsaure (18:4n-3, SDA). SDA ist in den
kommerziell verwendeten Pflanzendlen fir die Fischernahrung nicht vorhanden. Durch die
direkte Bereitstellung von SDA Uber das Futtermittel sollte die Effizienz der Synthese
gesteigert werden. FiUr den Versuch wurden nun verschiedene Isoflavone (Daidzein, Biochanin
A, Formononetin, Equol and Genistein) mit drei verschiedenen Olkompositionen kombiniert:
Eine Mischung, basierend auf Fischdl und pflanzlichen Olen, eine Mischung aus
herkommlichen pflanzlichen Olen und eine Mischung aus herkémmlichen pflanzlichen Olen
und dem Ol der Pflanze Buglossoides arvensis. Zusatzlich gab es jeweils eine Diat dieser
Olmischungen ohne Additiv, die als Kontrolldiat verwendet wurde. In diesem Versuch zeigten
alle Fische, die mit einer Equol- bzw. Genistein-Diat geflttert wurden, einen leicht erhdhten
DHA-Gehalt im Ganzkoérperhomogenat im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Der Effekt
der Substanzen auf die endogene Biosynthese konnte allerdings nicht durch
molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden, da die hepatischen mRNA Level der
delta-6-Desaturase (fads2a(d6)) und der Carnitin Palmitoyltransferasen 1 a und c keine
Veranderung im Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe aufwiesen, beziehungsweise



sogar gegensatzlich beeinflusst wurden (fads2a(d6)). Insgesamt konnten die Fische, denen
Diaten mit rein pflanzlichen Olen verabreicht wurden, nicht die LC-PUFA Gehalte der Fische
erreichen, die mit einer Fischol-basierten Diat geflttert wurden. Beim Vergleich der
Kontrollgruppen zeigte sich, dass die Fische, die mit Buglossoides arvensis Ol gefittert
wurden, héhere EPA-Gehalte im Ganzkdrperhomogenat aufwiesen, als diejenigen Fische, die
mit den kommerziellen pflanzlichen Olen gefittert wurden.

Der zweite Versuch wurde in zwei Teilversuche untergliedert. Im ersten Teil sollte eine weitere
Steigerung der DHA-Gehalte in den Forellen erzielt werden, indem ihnen Diaten mit Equol und
Genistein zu unterschiedlichen Konzentrationen verabreicht wurden. Die Substanzen wurden
mit zwei verschiedenen Olkompositionen kombiniert: Einerseits wurde eine Mischung aus
herkommlichen pflanzlichen Olen verwendet, andererseits eine Mischung aus herkémmlichen
pflanzlichen Olen und dem Ol der Pflanze Buglossoides arvensis. In den Fischen, die eine
Kombination aus rein pflanzlichen Olen und Genistein bzw. Equol erhalten haben, wurden
keine Effekte auf die Fettsduremuster der Fischgewebe nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
wiesen diejenigen Fische, die eine Kombination aus Buglossoides arvensis und Equol
erhielten, im Vergleich zur Kontrollgruppe marginal erhohte LC-PUFA-Gehalte in den
Geweben auf. Dagegen gab es keine Erh6hung der LC-PUFA Gehalte in den Fischen, die mit
den Genistein-Diaten geflttert wurden.

Im zweiten Teil des zweiten Versuchs sollte das Ol der Pflanze Buglossoides arvensis auf
seine Eignung als Futtermittelrohstoff hin untersucht werden. Durch das besondere
Fettsauremuster dieses Ols sollte die Effizienz der LC-PUFA-Biosynthese gesteigert werden.
Hierfir wurde eine Diat basierend auf einer Mischung aus Fischol und pflanzlichen Olen
schrittweise mit diesem Ol substituiert. Die hochsten Gehalte dieses Ols fiihrten zu einem
Anstieg des EPA-Gehalts im Filet der Forellen, verglichen mit der Kontrollgruppe. Der DHA-
Gehalt im Filet war nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Futterungsgruppen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die endogene Biosynthese von LC-PUFA in
Regenbogenforellen sowohl durch ein bestimmtes Fettsauremuster der Nahrung als auch
durch bioaktive Substanzen, respektive deren Kombination gesteigert werden kann. Die
Wirkung der Substanzen Equol und Genistein scheint allerdings abhangig von der
verabreichten Dosis und des Fettsauremusters des Futtermittels zu sein. Diesbezuglich ist
noch Forschungsbedarf notig. Dagegen ist die Wirkung des Ols der Pflanze Buglossoides
arvensis auf die EPA Gehalte im Filet vorhanden und eine Steigerung von DHA scheint durch
einen langeren Versuchszeitraum plausibel. Deshalb hat das Buglossoides arvensis Ol bzw.
ein SDA-reiches Aquivalent ein hoheres Potential zur Steigerung der LC-PUFA Biosynthese
in Regenbogenforellen verglichen mit den hier untersuchten bioaktiven Substanzen.



Summary

Anna Fickler

Kiel University, Institute of Animal Breeding and Husbandry, Hermann-Rodewald-Str. 6, 24098
Kiel

fickler@gma-buesum.de

The use of fish oil as a feed ingredient has become a limiting factor in aquaculture production.
The limited availability concomitant with the high demand excessively increased its price. As a
result, vegetable oils are increasingly used as a substitute for fish oil in fish nutrition, which
leads to a reduction in the product quality of fish due to lower contents of long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA). The aim of this project was, therefore, to evaluate
different approaches to enhance the endogenous biosynthesis of LC-PUFA in order to
increase the levels of eicosapentaenoic acid (20:5n-3, EPA) and docosahexaenoic acid
(22:6n-3, DHA) in rainbow trout.

Isoflavones are bioactive substances that can influence the fatty acid biosynthesis via various
mechanisms of action. They are potent ligands for transcription factors centrally involved in the
LC-PUFA biosynthesis. In addition, they belong to the group of phytoestrogens and thus, have
a structural similarity to the estrogen estradiol. Since the expression of certain genes involved
in the LC-PUFA synthesis can be influenced by estrogen, isoflavones could increase the
content of EPA and DHA in fish.

An in vitro cell culture study was conducted to identify isoflavones that increase EPA and DHA
levels. For example, a-linolenic acid (18: 3n-3, ALA) accumulated in the human in vitro model
by the administration of genistein. However, the EPA content decreased significantly and the
DHA content was not altered. In rainbow trout hepatocytes, the synthesis of fatty acids was
not affected by genistein.

In the first in vivo experiment, it should be investigated which isoflavones are able to positively
affect the LC-PUFA levels in rainbow trout. As an additional approach to increase the LC-
PUFA biosynthesis, the oil of the plant Buglossoides arvensis was included into the study. This
oil is rich in both ALA and stearidonic acid (18:4n-3, SDA). SDA is not present in vegetable oils
commercially used for fish nutrition. Using dietary SDA might increase the efficiency of the
endogenous biosynthesis. For the experiment, different isoflavones (daidzein, biochanin A,
formononetin, equol and genistein) were combined with three different oil compaositions: an oil
blend based on fish oil and vegetable oils, a blend of commercial vegetable oils and a blend
of vegetable oils and Buglossoides arvensis oil. One diet each without supplementation served
as a control diet. Equol and genistein fed fish showed slightly increased DHA levels in whole
body homogenates compared to those fed the control diets without supplementation. The
effect of the substances on the endogenous biosynthesis, however, could not be confirmed by
molecular biological methods. The hepatic MRNA steady state levels of the delta-6-desaturase
(fads2a(d6)) and the carnitine palmitoyltransferases 1 a and ¢ were not altered in comparison
to the values of the control group, or showed contradictory effects (fads2a(d6)). Overall, fish
fed the diets containing vegetable oils could not reach the LC-PUFA levels of fish fed with a
fish oil-based diet. When comparing the control groups, it was found that fish fed with
Buglossoides arvensis oil had higher total body homogenate EPA levels than those fed the
diet based on commercial vegetable oils.



The second experiment was divided into two sub-experiments. In the first part, different dietary
doses of equol and genistein were used to further increase the DHA levels in rainbow trout.
The substances were combined with two different oil compositions: a blend of commercially
available vegetable oils and a blend of these vegetable oils and the Buglossoides arvensis oil.
Fish fed the diets with vegetable oils and genistein and equol, respectively, did not show any
effects on the levels of EPA and DHA in their tissues. In contrast, fish that received the
Buglossoides arvensis oil blend combined with equol had marginally increased LC-PUFA
tissue levels compared to fish fed the control diet without supplementation. In contrast, there
was no increase in LC-PUFA levels in fish fed with the genistein diets.

In the second part of the second experiment, the potential of the Buglossoides arvensis oil was
examined for its suitability as an ingredient in rainbow trout feed. The special fatty acid
composition of this oil was supposed to increase the efficiency of the LC-PUFA biosynthesis.
For this purpose, a diet based on a blend of fish oil and vegetable oils was gradually substituted
with the Buglossoides arvensis oil. The highest levels of this oil resulted in an increase in fillet
EPA levels in rainbow trout compared to fish fed the control diet. DHA fillet levels did not differ
significantly among treatments.

In summary, this work shows that the endogenous biosynthesis of LC-PUFA in rainbow trout
can be increased by a specific dietary fatty acid composition as well as by bioactive substances
or the combination of both. However, the effect of the substances equol and genistein seems
to be dependent on the dose administered and the fatty acid composition of the feed. In this
regard, there is still a need for research. In contrast, Buglossoides arvensis oil has a positive
effect on the EPA levels in the fillet and an increase of DHA seems plausible by extending the
experimental period. Therefore, the Buglossoides arvensis oil or an SDA-rich equivalent has a
higher potential to increase the LC-PUFA biosynthesis in rainbow trout in comparison to the
bioactive substances.
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1. Einfihrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Omega-3 (n-3) Fettsauren sind von groBer Bedeutung fir die menschliche Gesundheit.
Insbesondere die Fettsduren Eicosapentaen- (EPA, 20:5n-3) und Docosahexaensaure (DHA,
22:6n-3) sind fur ihre potentiell gesundheitsférdernden Effekte bekannt. Wahrend EPA
entzindungshemmend wirken kann, ist DHA unter anderem fiir die neuronale Entwicklung von
entscheidender Bedeutung [1,2]. Der menschliche Organismus ist in der Lage, EPA und DHA
aus der essentiellen Vorlaufer-Fettsaure a-Linolensaure (ALA, 18:3n-3) endogen zu
synthetisieren. Diese Biosynthese findet jedoch nur in begrenztem MalRe statt
(zusammengefasst in [3]). Deshalb wird empfohlen, pro Tag 650mg der hochungesittigten
und langkettigen Fettsauren (LC-PUFA,; engl. long-chain polyunsaturated fatty acids) EPA und
DHA Uuber die Nahrung aufzunehmen [4]. Dabei ist Fisch die bedeutsamste Quelle dieser
Fettsauren in der Humanernahrung. Der LC-PUFA Gehalt in Fischen hangt unter anderem
stark von der jeweiligen Fischart und der Zusammensetzung der Fettsduren in der Nahrung
ab [5-7]. Im Gegensatz zu den meisten Seewasserfischen kdnnen viele SilRwasserfische wie
die Regenbogenforelle, EPA und DHA endogen synthetisieren [8]. Ahnlich wie beim Menschen
ist die Effizienz dieser Synthese jedoch begrenzt [9-11]. Um eine hohe Produktqualitat von
Aquakulturerzeugnissen fiir den menschlichen Verzehr zu gewahrleisten, miissen folglich
erhebliche Mengen dieser Fettsauren Uber das Fischfutter bereitgestellt werden. In der
Vergangenheit wurde dies vor allem Uber den Einsatz von marinen Rohstoffen wie Fischmehl
und Fischdl in der Fischernahrung umgesetzt [12—-14]. Durch das kontinuierliche Wachstum
des Aquakultursektors und dem damit einhergehenden zunehmenden Bedarf an marinen
Rohstoffen, stieg der Preis fir diese Produkte deutlich an [12]. Deshalb wurden vermehrt
pflanzliche Ole als Substitut fiir Fischol in Futtermitteln fur Salmoniden eingesetzt [14].
Pflanzendle sind glnstiger als Fischdl und besser verfiigbar, beinhalten jedoch auf3er ALA
keine langerkettigen n-3 Fettsduren [15-17]. Wie Dbereits erwdhnt hat die
Fettsdurezusammensetzung des Futtermittels einen betrachtlichen Einfluss auf die
Fettsaurezusammensetzung des Fischfilets. Durch die Verwendung von Pflanzendlen im
Futtermittel wird somit die Fettsdurezusammensetzung des Filets nachteilig modifiziert [18,19].
Durch die geringeren EPA- und DHA-Gehalte sowohl im Futter als auch dann im Fisch wird
letztlich die Produktqualitat des Filets fir den menschlichen Verzehr reduziert. Um die
Bereitstellung an EPA und DHA Uber das Lebensmittel Fisch fir die Humanernahrung
gewahrleisten zu koénnen, ist die Identifikation alternative Rohstoffe, die ein Aquivalent zu
Fischdl darstellen, von immenser Bedeutung. Potentielle Futtermittelrohstoffe wie Ole von
primérproduzierenden Mikroalgen und gentechnisch verénderte Pflanzenéle, die EPA und
DHA in nennenswerten Mengen enthalten, sind allerdings entweder noch nicht kommerziell
erhaltlich oder in ihrer Verwendung umstritten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb,
Mdglichkeiten zur Steigerung der Synthese von LC-PUFA zu evaluieren, um die Gehalte an
EPA und DHA in der Regenbogenforelle zu erhdéhen.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Ziel dieses Projektes ist es, die endogene Synthese von LC-PUFA bei der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) zu steigern. Die LC-PUFA Synthese im Fisch, insbesondere die
Gehalte an EPA und DHA, soll dabei durch Verabreichung von Isoflavonen gesteigert werden.
Im Fokus stehen zum einen die Untersuchung der Anderung physiologischer Parameter im



Fisch als auch die Aufklarung molekularer Mechanismen, die zu einer LC-PUFA
Synthesesteigerung durch Applikation verschiedener Isoflavone und -konzentrationen fuhren.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Entgegen der urspriinglichen Projektbearbeitungszeit vom 01.01.2016 — 31.12.2018 wurden
die Arbeiten im Vorhaben, auf Grundlage einer kostenneutralen Verlangerung, bis zum
30.04.2019 fortgesetzt. In diesem Projekt wurden Anna Fickler, Anke Schlésser und Svenja
Wipper als Mitarbeiterinnen angestellt.

Im vorliegenden Projekt soll deshalb den folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

1. Welche Isoflavone vermégen im Zellkulturmodell die LC-PUFA Synthese positiv zu
beeinflussen?

2. Welche molekulare Mechanismen regulieren die Isoflavon-beeinflusste LC-PUFA Synthese
in Fischen?

3. Kénnen Isoflavone auch im in vivo Modell die LC-PUFA Synthese in Regenbogenforellen
hochregulieren?

4. Welche Verabreichung ist notwendig, um die LC-PUFA Synthese im in vivo Modell zu
beeinflussen?

Der Einsatz von Buglossoides arvensis Ol war in der Zielsetzung nicht vorgegeben. Die Studie
wurde um den Aspekt des Einsatzes eines pflanzlichen Oles zur Verbesserung des
Fettsduremusters bei der Regenbogenforelle erweitert und folgende Fragestellungen wurden
hinzugefigt:

5. Kann eine Kombination aus Buglossoides arvensis Ol und Isoflavonen die LC-PUFA
Synthese in vivo in der Regenbogenforelle hochregulieren?

6. Ist Buglossoides arvensis Ol eine potentielle Alternative zu Fischol in Futtermitteln fir
Regenbogenforellen?

Die molekularbiologischen Analysen wurden vom Institut fir Humanerndhrung und
Lebensmittelkunde in Kiel durchgefuhrt. Die in vivo Versuche mit Regenbogenforellen fanden
an der Gesellschaft fiir Marine Aquakultur mbH (GMA) in Blsum statt. Dort wurde auch die
Nahrstoffzusammensetzung der Futtermittel und der Gewebeproben der Fische analysiert. Die
Fettsaureanalytik der aus den in vivo Versuchen gewonnenen Gewebeproben und der
Futtermittel wurde, wie geplant, von der LUFA-ITL in Kiel ausgefihrt.

2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft
wurde

Die endogene Biosynthese von n-3 LC-PUFA ist komplex und beinhaltet verschiedene
Desaturierungs- und Elongations-Schritte und eine peroxisomale 3-Oxidation (Abbildung 1).
Diese Synthese kann durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise Nahrungsfettsduren
und Hormone reguliert werden [20-23]. Die Verwendung von bioaktiven Substanzen, wie
Isoflavone und der Isoflavon-Metabolit Equol, scheint ein geeignetes Mittel zur Stimulierung
der endogenen LC-PUFA Biosynthese in der Regenbogenforelle zu sein. Isoflavone wie
beispielsweise Genistein und Daidzein kommen natirlicherweise in Pflanzen wie Soja (Glycine
max) vor [24]. Formononetin und Biochanin A sind in Rotklee (Trifolium pratense) vorhanden



[25]. Equol ist ein Metabolit des Isoflavones Daidzein und kann durch Darmbakterien in Tieren
und im Menschen gebildet werden [26,27]. Diese Substanzen besitzen Eigenschaften, die die
Biosynthese Uber verschiedene Mechanismen beeinflussen kdnnen. Zum Beispiel haben sie
eine strukturelle Ahnlichkeit mit dem Hormon Ostrogen, weshalb sie zu der Gruppe der
Phytotstrogene gezahlt werden [28]. Durch diese Strukturahnlichkeit sind sie in der Lage an
Ostrogen-Rezeptoren zu binden und Ostrogen nachzuahmen [29-32]. Dies koénnte von
besonderer Bedeutung sein, weil Gene, die fir Proteine kodieren, die an der LC-PUFA
Synthese beteiligt, nachweislich durch Ostrogen beeinflusst werden kénnen [20,33,34]. Zum
Beispiel wurde die hepatische delta-6-Desaturase Expression durch die Gabe von Estradiol in
Ratten hochreguliert [33,35]. Die delta-6-Desaturase ist unter anderem nétig, um EPA weiter
zu DHA zu synthetisieren [36]. Die Autoren dieser Studie vermuten, dass die Erhohung der
DHA-Gehalte in den Ratten durch die Steigerung der delta-6-Desaturase Expression zu
erklaren ist [33]. Uber eben diesen Mechanismus kénnte folglich die LC-PUFA Synthese in der
Forelle gesteigert werden.

AuBerdem sind Phytodstrogene potentielle Liganden flr Transkriptionsfaktoren wie zum
Beispiel der Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha (PPARa) [37]. PPARa ist zentral
an der peroxisomalen B-Oxidation beteiligt, die nétig ist, um DHA zu synthetisieren [38].
Bislang ist allerdings wenig tber das Potential und die Wirkweise dieser Substanzen auf den
Lipidmetabolismus in Fischen bekannt. Auch Uber die notwendigen Konzentrationen an
Isoflavonen, die mindestens erforderlich sind, um eine Induktion der LC-PUFA Synthese zu
erzielen, gibt es bislang keine Daten. Studien mit bioaktiven Substanzen deuten darauf hin,
dass diese Stoffe im Organismus dosisabhangige Wirkungen entfalten kbnnen [39-41]. Daher
koénnten unterschiedliche diatetische Konzentrationen zu einer verstarkten Stimulation der LC-
PUFA-Biosynthese in Regenbogenforellen flihren. Weiterhin sind die involvierten molekularen
Regulationsmechanismen, die diese Induktion bewirken, nur unzureichend beschrieben.

Endoplasmatisches Retikulum

18:3n-3
(ALA)
delta-6-Desaturase
fads2a(d6) 1

18:4n-3
(SDA)
Elongase l
20:4n-3
delta-5-Desaturase
fads2b(d5)
20:5n-3
(EPA)
Elongase 1
22:5n-3
Elongase 1 Sprecher
Pfad
24:5n-3
delta-6-Desaturase 1
fads2a(d6)
24:6n-3
Peroxisom l
22:6n-3

B-Oxidation (DHA)

Abbildung 1 Schematische Darstellung der endogenen Biosynthese der omega-3 Fettsauren. Der
erste Teil beschreibt die Synthese von EPA aus ALA Uber SDA. Der zweite Teil, auch bekannt als der
Sprecher Pfad, ist die Konversion von EPA zu DHA. Bis auf die peroxisomale (3-Oxidation finden alle
Schritte im Endoplasmatischen Retikulum der Zelle statt. Abbildung nach Tocher et al. [42].



Es gibt jedoch auch andere Mdglichkeiten, die Biosynthese in Regenbogenforellen zu steigern.
Zum Beispiel kdnnen Fettsauren, die Uber die Nahrung aufgenommen wurden, die Expression
von Genen, die maRgeblich an der Biosynthese beteiligt sind, regulieren [43]. Uber einen
negativen Feedback-Mechanismus kann die Abwesenheit von LC-PUFA die Genexpression
eben dieser Gene erhdhen und somit die Synthese von EPA und DHA steigern. Darlber
hinaus konnte eine Steigerung der Substratmenge der Fettsdauren ALA bzw. der
Stearidonsaure (18:4n-3, SDA) die Gesamteffizienz der Biosynthese weiter erhéhen. [18]. Dies
ware beispielsweise durch die Verwendung eines Stearidonsaure- (18:4n-3, SDA) reichen Ols
im Futtermittel der Fische moglich. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Pflanzen enthalten
Pflanzen wie Buglossoides arvensis, Echium plantagineum und Ribes nigrum natirlicherweise
SDA. Die Gehalte an SDA in diesen Olen variieren zwischen 3% (Ribes nigrum) [44] und ~13%
(Echium plantagineum) bis hin zu 18% (Buglossoides arvensis). Es wird vermutet, dass der
delta-6-Desaturase-Schritt von ALA zu SDA der limitierende Syntheseschritt der LC-PUFA
Biosynthese in Vertebraten ist [45]. Indem man nun diesen ersten Syntheseschritt umgeht und
direkt SDA Uber das Futter bereitstellt, kdnnte die Gesamteffizienz der LC-PUFA Biosynthese
gesteigert werden. Dies wurde bereits in Studien mit Menschen [46,47] und verschiedenen
Tieren [48,49] nachgewiesen und fiihrte zu erhohten EPA Gehalten. Das Ol der Pflanze
Buglossoides arvensis ist auRerdem reich an ALA [50]. Durch den Einsatz dieses Ols im
Futtermittel konnte die endogene Biosynthese der Regenbogenforellen sowohl Uber die
erhdhte Substratmenge an ALA als auch durch die gesteigerte Effizienz mittels SDA erhéht
werden.

3. Material und Methoden
3.1 In vitro Versuche zu Fragestellungen 1. und 2.

Fur die Zellkulturstudien wurde zunachst die humane Hepatozyten-Zelllinie HepG2 eingesetzt.

Initial wurden die maximalen, nicht-zytotoxischen Konzentrationen der zu testenden Isoflavone
mittels Neutralrot-Assay ermittelt. Zur Determinierung der transkriptionssteigernden Wirkung
der Isoflavone auf die delta-6-Desaturase (FADS2) und A5-Desaturase (FADS1) wurden
folgende Konzentrationen eingesetzt: Genistein (50 pmol/L), Daidzein (50 pmol/L),
Formononetin (50 umol/L), Biochanin A (50 pmol/L), Prunetin (10 umol/L), Pratensein (10
pmol/L) und Orobol (10 umol/L). Zunachst wurde die mRNA-expressionssteigernde Wirkung
auf die FADS2 und FADSL1 in Abwesenheit des LC-PUFA-Precursors a-Linolensaure (ALA)
bestimmt, da unter ALA-Anwesenheit erwartungsgemall die Desaturasen-Expression
vermindert wird.

Die drei vielversprechendsten Isoflavone Genistein, Daidzein und Formononetin in
Regenbogenforellen-Hepatozyten (D-11) wurden auf ihre maximale, nicht zytotoxische
Konzentration hin gescreent und auf ihre FADS2-expressionssteigernde Wirkung hin
untersucht. Weiterhin wurden sowohl in HepG2- als auch D-11-Zellen die Fettsauremuster
nach Inkubation mit den genannten Isoflavonen determiniert.

3.2 In vivo Versuch 1 zu Fragestellung 3.

Fragestellung 3. Kodnnen Isoflavone auch im in vivo Modell die LC-PUFA Synthese in
Regenbogenforellen hochregulieren?



10

In Versuch 1 wurden vier verschiedene Isoflavone und der Isoflavon-Metabolit Equol
hinsichtlich ihres Potentials, die LC-PUFA-Biosynthese in Regenbogenforellen zu stimulieren,
untersucht. Dafur wurde eine Basalmischung — alle Mehlkomponenten dieser Mischung waren
fur alle Diaten identisch — konzipiert. Diese Basalmischung wurde mit drei verschiedenen
Olzusammensetzungen erganzt: Eine Mischung aus Fischol und pflanzlichen Olen (FVO), eine
Mischung aus rein pflanzlichen Olen (VO) und eine Mischung aus Ahiflower Ol und
pflanzlichen Olen (AVO). Diese Diaten wurden wiederum unterteilt in je eine Kontrolldiat ohne
Zusatzstoff (C) und je funf Diaten supplementiert mit Biochanin A (BA), Daidzein (DA),
Formononetin (FO), Equol (EQ) und Genistein (G) zu 0,15% der Trockenmasse der Diat. Alle
Diaten enthielten gleiche Gehalte an ALA+SDA und deckten den Bedarf der
Regenbogenforelle an ALA [15]. Im Gegensatz zu den FVO-Diaten lagen alle VO- und AVO-
Diaten unterhalb der empfohlenen Gehalte an EPA und DHA fir Regenbogenforellen [15].
Diese 18 Diaten wurden mit 2% der Fischbiomasse/Tag Uber einen Zeitraum von acht Wochen
an juvenile Regenbogenforellen (Initialgewicht 87g) verfuttert. Die Fische wurden in einer
Kreislaufanlage bei konstanter Temperatur (16,0°C + 0,6) gehalten. Zum Versuchsstart und
Versuchsende wurden folgende Parameter gemessen bzw. Proben genommen:
Beckengewicht, Fischgewicht und -lange, Ganzkdrperhomogenat, Filet, Lebergewicht,
Milzgewicht und Leber- und Filetproben fir Messung der mRNA steady state und Protein-
Level.

C-FVO C-vO C-AVO
FVO-BA VO-BA AVO-BA
FVO-DA VO-DA AVO-DA
FVO-FO VO-FO AVO-FO
FVO-EQ VO-EQ AVO-EQ

FVO-G VO-G AVO-G

Abbildung 2 Versuchsaufbau Versuch 1. Untersuchung des Potentials der Isoflavone Biochanin A
(BA), Daidzein (DA), Formononetin (FO), Equol (EQ) und Genistein (G) zur Steigerung der
Fettsaurebiosynthese von EPA und DHA in Verbindung mit verschiedenen Olkombinationen: Fischél
und pflanzliche Ole (FVO), pflanzliche Ole (VO) und Buglossoides arvensis Ol und pflanzliche Ole
(AVO). Zusatzlich jeweils eine Kontrolldiat ohne Zusatzstoff (C).

3.3 In vivo Versuch 2 zu den Fragestellungen 4-6.

Der zweite Versuch wurde in zwei Teilversuche (2a und 2b) unterteilt (s. Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). In diesem Experiment wurden juvenilen
Regenbogenforellen (Initialgewicht 87g) verwendet und Uber eine Dauer von acht Wochen mit
1,6% der Biomasse der Fische pro Tag gefittert. Die Fische wurden dabei in einer
Kreislaufanlage bei konstanter Temperatur (14,8°C + 0,5) gehalten. Zum Versuchsstart und
Versuchsende wurden folgende Parameter gemessen bzw. Proben genommen:
Beckengewicht, Fischgewicht und -lange, Ganzkdrperhomogenat, Filet, Lebergewicht,
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Milzgewicht und Leber- und Filetproben fiir Messung der mRNA steady state und Protein-
Level.

Teilversuch 2a:

Fragestellung 4: Welche Verabreichung ist notwendig, um die LC-PUFA Synthese im in vivo
Modell zu beeinflussen?

Fragestellung 5: Kann eine Kombination aus Buglossoides arvensis Ol und Isoflavonen die
LC-PUFA Synthese in vivo in der Regenbogenforelle hochregulieren?

Im Teilversuch 2a wurde untersucht, ob es eine Dosis-Wirkungs-Beziehung von Equol und
Genistein auf die LC-PUFA-Gehalte im Gewebe von Regenbogenforellen gibt. Als Basis-
Kontrolle fur die Versuche 2a und 2b wurde eine Diat basierend auf einer Mischung aus Fischol
und pflanzlichen Olen (C-FVO), ohne weitere Zusatzstoffe, verwendet.

Fur diesen Versuch (2a) wurden zwei unterschiedliche Olmischungen konzipiert: Eine
Mischung aus pflanzlichen Olen (VO) und eine Mischung aus Buglossoides arvensis Ol und
pflanzlichen Olen (AVO). Diese beiden Futtermittel wurden nun mit Equol bzw. Genistein in
einer Menge von 0, 0,1, 0,2 und 0,3% (C-, -EQ1, -EQ2, -EQ3, -G1, -G2, -G3) der
Trockensubstanz der Diat ergénzt. Alle Diaten enthielten gleiche Gehalte an ALA+SDA und
deckten den Bedarf der Regenbogenforelle an ALA [15]. Im Gegensatz zu der FVO-Diat lagen
alle VO- und AVO-Diaten unterhalb der empfohlenen Gehalte an EPA und DHA flr
Regenbogenforellen [15].

Teilversuch 2b:

Fragestellung 6: Ist Buglossoides arvensis Ol eine potentielle Alternative zu Fischdl in
Futtermitteln fur Regenbogenforellen?

V2b V2a
A |
[ | [ |
|
C-FVO | C-vo C-AVO
I
Ahi33 VO-EQ1 AVO-EQ1
Ahi66 VO-EQ2 AVO-EQ2
Ahi100 VO-EQ3 AVO-EQ3
VO-G1 AVO-G1
VO-G2 AVO-G2
VO-G3 AVO-G3

Abbildung 3 Versuchsdesign des Futterungsversuchs 2. V2a untersucht die Dosis-
Wirkungszusammenhénge der Isoflavone Equol (EQ) und Genistein (G) mit unterschiedlichen
Konzentrationen (0,1, 0,2, 0,3% = 1, 2, 3) auf die Fettsédurebiosynthese in Abhangigkeit der
Olzusammensetzung des Futtermittels (VO: pflanzliche Ole, AVO: Buglossoides arvensis Ol und
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pflanzliche Ole). V2b stellt eine Produktevaluierung des Buglossoides arvensis Ols dar. Hier wurde die
Fischol-basierte-Kontrolldiat (FVO) durch 33, 66, und 100% des Buglossoides arvensis Ols ersetzt
(Ahi33, Ahi66, Ahi100).

In Teilversuch 2b erhielten juvenile Regenbogenforellen vier Futtermittel. Als Kontrolle diente
eine Diat, die auf einer Mischung aus Fischdl und pflanzlichen Olen (FVO) basierte. Dieses
Olgemisch wurde zu 33, 66 und 100% durch Buglossoides arvensis Ol ersetzt (Ahi33, Ahi66,
Ahi100). Mit zunehmendem Anteil des Buglossoides arvensis Ols stieg auch der Gehalt an
ALA und SDA und gleichzeitig sank der Anteil an EPA und DHA in diesen Diaten.

4. Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
4.1 Ergebnisse aus den in vitro Untersuchungen

Die Ergebnisse der Fettsaureanalysen spiegeln die mMRNA-Expressionsmuster in
Abhangigkeit der Isoflavon- und ALA-Inkubation wider. Zwar konnte im humanen in-vitro-
Modell eine Akkumulation von ALA durch Genistein-Gabe erreicht werden (Abbildung 1A),
gleichzeitig sank jedoch der EPA-Gehalt signifikant ab (Abbildung 1B), der DHA-Gehalt wurde
nicht reguliert (Abbildung 1C). Im Regenbogenforellen-Hepatozyten-Modell blieb die
Fettsduresynthese durch Genistein génzlich unbeeinflusst (Abbildung 1D-F).

o u.u A
A GrsHiReh Gengs 24h BReR/\?:4h GRoKiRAD Gengs 24h 4h  Vehikel G  Rey
25
10 1 b 4 _ a a
o s o a o 20 1 I
s ab s 3 1 %
o g I' 5 L 15
g a R b g
S 44 1 S I < 10
S < 5
a1 o
< 21 [ @5
0 ’ ’ U 0.0
ALA ALA iB&sv ALA ALA AtRe:  ALA ALA
+Genistein RV +Genistein £ +Genistein
D s E 16 F o
8
o 6 12 o 7
% = S 6
2, | 2 s
g g g 4
< < < 3
Z 2 & 04 5 5
1
0 0.0 0
ALA ALA ALA ALA ALA ALA
+Genistein +Genistein +Genistein

Abbildung 4 Ergebnisse der in vitro Untersuchungen. Fettsauremuster von humanen Hepatozyten
(HepG2; A-C) und Leberforelle-Hepatozyten (D-F) nach Inkubation mit a-Linolensaure (ALA) und
Genistein (HepG2: 50 pmol/L; D-11: 100 pmol/L) fir 24h. Fettsdurespektren-Analyse nach
Gesamtfettextraktion, Verseifung und Methylierung der freien Fettsuren (Fettsduremethylester: FSME)
mittels GC-FID. 2bp<0,05

4.2 Ergebnisse aus Versuch 1

Die Fische aller Fitterungsgruppen verdreifachten ihr Startgewicht innerhalb der
achtwochigen Versuchsdauer ohne signifikante Unterschiede. Auf3erdem wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Futterungsgruppen in Bezug auf die
Futterverwertung, die spezifische Wachstumsrate und weitere Performance-Parameter
gefunden. Die Analyse der Nahrstoffzusammensetzung von Ganzkorper- und Filetproben
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unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant. Die Fettsaurezusammensetzung des
Futtermittels hatte dagegen einen signifikanten Effekt auf den Gehalt an EPA und DHA in den
Filet- und Ganzkoérperhomogenatproben: FVO> AVO> VO, wobei Fische, die mit FVO-Diaten
geflttert wurden die hochsten Anteile an Y EPA+DHA aufwiesen. Die Diaten mit Genistein-
und Equol-Zulage wiesen teils leicht erhohte, jedoch nicht signifikant unterschiedliche EPA-
und DHA-Werte im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe auf. Die molekularbiologischen
Untersuchungen zeigten eine Reduktion der mRNA steady state Level der delta-6 Desaturase
in der Leber von Fischen, die mit Equol und pflanzlichen Olen (VO-EQ) gefiittert wurden,
jedoch keinen Effekt auf die Level der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (cptl) a und c. Dagegen
wurden keine signifikanten Einflisse der Futtermittel (C-VO, VO-EQ und VO-G) auf die
Proteinmenge der delta-6 Desaturase gefunden.

Ganzkoérperhomogenat

8,0
7,0

5,0 L E = I

4.0 DHA

3,0 EPA
2,0

1,0 = = = = —_ =

% of FAME

= — - — = -

0,0
C BA DA FO EQ G C BA DA FO EQ G C BA DA FO EQ G

FVO VO AVO

Abbildung 5 EPA und DHA Gehalte im Ganzkdrperhomogenat der Forellen aus Versuch 1. Die
Fische wurden mit den Didten FVO (Fischol und pflanzliche Ole), VO (pflanzliche Ole) und AVO
(Buglossoides arvensis Ol und pflanzliche Ole) in Kombination mit den Isoflavonen Biochanin A (BA),
Daidzein (DA), Formononetin (FO), Equol (EQ) und Genistein (G) fur acht Wochen gefittert. Daten
(Mittelwert £ SD, n=3, bestehend aus je drei Fischen) ohne Beschriftung unterscheiden sich nicht
signifikant (p < 0,05).

fads2a(dé6)
0.35
2.254 p=0.0516
0 -
2.00- * £ 030
— g 0.30
1.754 ° |
. 5 025 I :
o 1.504 o —b
5 1.25- g E 020
T 2
g 1.001 | 2 015 1
B 0751 |_|_| T
0.50 4 & %h 1
; \_|_| p
0.254 T & 005
0.00 4 il
C EQ G . C EQ G

Abbildung 6 Hepatische mRNA steady state Level (links) und Proteingehalt (rechts) der delta-6
Desaturase aus Versuch 1. Regenbogenforellen wurden acht Wochen lang mit den Diaten C-VO, VO-
EQ und VO-G gefittert. Hepatische mRNA steady state Level (n=15) wurde mittels gRT-PCR Analyse
bestimmt und auf das Houskeeping Gen eflia normalisiert. Proteingehalte der delta-6 Desaturase
wurden mittels ELISA analysiert (n=4). Signifikante Unterschiede sind mit * markiert; p < 0,05 (*).



14

4.3 Ergebnisse aus Versuch 2a

Alle Versuchsgruppen konnten ihr Initialgewicht Uber die acht Wochen hinweg mehr als
verdoppeln. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf
Wachstums- und Leistungsparameter gefunden. Die chemische Nahrstoffzusammensetzung
der Ganzkdrperproben unterschied sich zwischen den Gruppen hinsichtlich des Gehalts an
Rohprotein, Rohfett oder Rohasche nicht signifikant. Im Filet waren die Rohproteingehalte von
AVO-EQ1 und -EQ2 im Vergleich zu FVO signifikant hoher. Des Weiteren zeigten die Fische,
die Diaten basiert auf pflanzlichen Olen (VO-) in Kombination mit Genistein und Equol erhielten
keine signifikanten Unterschiede bei den Gehalten an EPA und DHA im Filet, in der Leber und
im Ganzkérperhomogenat. Bei den Fischen, die mit AVO-Diaten geflttert wurden gab es
dagegen Effekte auf die Gehalte dieser Fettsduren. Der Gehalt an EPA zeigte kein
konsistentes Muster zwischen den Gewebeproben, aber alle AVO-Gruppen waren durch
hohere EPA-Werte der Leber als FVO gekennzeichnet. Die DHA-Werte von AVO-EQ2 und
-EQ3 waren im Filet ahnlich zu denen der Fische, die mit FVO gefiittert wurden. Im
Ganzkérperhomogenat waren die DHA-Gehalte tendenziell héher und in der Leber im
Vergleich zu FVO signifikant erhéht im Vergleich zur FVO-Gruppe. Aul3erdem wiesen alle
Fische, die mit EQ-Diaten geflttert eine VergrolRerung der Leber und hdhere Gehalte der
Fettsaure 18:0 auf. Diese Effekte waren verstarkt mit zunehmender Equol-Menge in der Diat.
Die Analyse der mRNA steady state Level der delta-6 Desaturase zeigte keine signifikanten
Effekte des Equols.
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Abbildung 7 EPA und DHA Gehalte in der Leber (links) und im Filet (rechts) aus Versuch 2a. Die
Fische erhielten eine Diat mit FVO (Fischél und pflanzliche Ole) und verschiedene Diaten mit AVO
(Buglossoides arvensis Ol und pflanzliche Ole) und Equol zu 0, 0,1, 0,2 und 0,3% (C, EQ1, EQ2, EQ3)
Uber einen Zeitraum von acht Wochen. Daten (Mittelwert + SD, n=3, bestehend aus je finf Lebern bzw.
funf Filets) mit Beschriftung unterscheiden sich signifikant (p < 0,05). Hochbuchstaben in Klammern ()
markieren eine Tendenz (p < 0,01).

4.4 Ergebnisse aus Versuch 2b

Alle Versuchsgruppen konnten ihr Initialgewicht Uber die acht Wochen hinweg mehr als
verdoppeln. Fische, die mit der Diat Ahi100 gefittert wurden, wiesen jedoch signifikant hhere
Endgewichte auf als Fische, die mit der Fischél-basierten Kontrolldiat C-FVO gefuttert wurden.
In der Leber wurden signifikant h6here EPA- und DHA-Gehalte und im Filet signifikant héhere
EPA-Gehalte in den Fischen gefunden, die die Diaten Ahi66 und Ahi100 erhielten, verglichen
mit denen, die mit C-FVO gefittert wurden. Der Gehalt an DHA im Filet unterschied sich nicht
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signifikant zwischen den Futterungsgruppen. Die mRNA steady state Level der delta-5 und
delta-6 Desaturase sowie der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (cptl) a in den Lebern der
Regenbogenforellen wurden durch die unterschiedlichen Diaten nicht veréndert. Im Gegensatz
dazu wurden der cptlc-mRNA steady state Level in Fischen, die mit Ahi66 und Ahi100 gefittert
wurden signifikant herunterreguliert.
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Abbildung 8 EPA- und DHA-Gehalte im Futtermittel und im Filet der Regenbogenforellen aus
Versuch 2b. Die Fische wurden acht Wochen mit Futtermitteln basierend auf verschiedenen
Olkompositionen gefiittert. C-FVO enthielt eine Mischung aus Fischél und pflanzlichen Olen. Diese
Mischung wurde zu 33, 66 und 100% durch Buglossoides arvensis Ol ersetzt (Ahi33, Ahi66, Ahi100).
Daten (Mittelwert + SD, n=3, bestehend aus je flnf Filets) mit Beschriftung unterscheiden sich signifikant
(p <0,05).
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Abbildung 9 Hepatische mRNA steady state Level der Carnitinpalmitoyltransferase 1 (cptl) a
(@ und cptl ¢ (b) sowie der delta-5 (c) und delta-6 Desaturase (d) aus Versuch 2b.
Regenbogenforellen wurden acht Wochen lang mit mit Futtermitteln basierend auf verschiedenen
Qlkompositionen gefuttert. FV (entspr. C-FVO) enthielt eine Mischung aus Fischdl und pflanzlichen
Olen. Diese Mischung wurde zu 33, 66 und 100% durch Buglossoides arvensis Ol ersetzt (A33, A66,
A100). Hepatische mRNA steady state Level (n=15) wurde mittels qRT-PCR Analyse bestimmt und
auf das Houskeeping Gen ef1a normalisiert. Signifikante Unterschiede sind mit * markiert; p < 0,05 (*)
< 0,01 (**).
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5. Diskussion der Ergebnisse

In Versuch 1 zeigten nur diejenigen Fische, die mit Equol und Genistein geflttert wurden,
erhbhte DHA-Werte im Ganzkdrperhomogenat. Im Gegensatz dazu wurden die EPA- und
DHA-Gehalte im Filet und in der Leber nicht durch die Futtermittel beeinflusst. Equol kénnte
die Biosynthese von DHA uber dstrogen-ahnliche Wirkmechanismen gesteigert haben. Ein
Fakt, der diese These stiitzt, ist die Erh6hung der Fettsdure 18:0 (Stearinsaure) in der Leber
dieser Fische. Ein Anstieg dieser Fettsaure wurde mit steigenden Ostrogenspiegeln bei Ratten
in Verbindung gebracht [51]. Im Gegensatz dazu konnte Genistein den DHA-Gehalt im
Ganzkorperhomogenat aufgrund der anti-oxidativen Eigenschaften [41] oder mittels Bindung
an Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel PPARa [52], erhdht haben. Zum besseren
Verstandnis der potentiellen Wirkmechanismen dieser Stoffe, wurden mdégliche Auswirkungen
auf den Lipidstoffwechsel der Leber untersucht. Von besonderem Interesse waren hierbei die
hepatische mRNA-Level und der Proteingehalt der Delta-6-Desaturase, einem
Schlisselenzym der LC-PUFA-Biosynthese. Der Anstieg des DHA-Gehalts wurde jedoch nicht
durch die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse gestiitzt, da die Fische, die mit der Equol-
Diat geflttert wurden sogar verringerte mRNA-Level aufwiesen. AuRerdem konnte kein
Einfluss der Substanzen auf die Proteinmenge dieses Enzyms nachgewiesen werden. Ein
mdoglicher Grund kénnte hierbei sein, dass die Fische bei der finalen Probenahme geniichtert
waren. Radioaktiv markiertes Genistein wies eine sehr geringe Halbwertszeit in Forellen auf
[53]. Dadurch kénnten die Substanzen zum Zeitpunkt der Probenahme bereits ausgeschieden
worden sein und konnten so die Expression der Gene, die an der LC-PUFA Biosynthese
beteiligt sind, nicht mehr beeinflusst haben. Ein weiterer Aspekt, der wichtig flr den
potentiellen Einsatz als Futtermittelrohstoff ist, ist die Wirkung der Substanzen auf das
Wachstum und die Nahrstoffzusammensetzung der Fische. Diese beiden Faktoren wurden
ebenfalls nicht durch die Diaten beeinflusst. Somit konnen diese Substanzen in
Konzentrationen von 0,15% der Trockensubstanz in der Diat fur Regenbogenforellen
verwendet werden, ohne die Leistungsparameter zu beeintrachtigen. Versuch 1 hat gezeigt,
dass Equol und Genistein die DHA-Gehalte im Ganzkérperhomogenat von
Regenbogenforellen erhdhen kdnnen, jedoch nur in einem geringen Ausmali.

In Versuch 2a sollte ein mdglicher Dosis-Wirkungszusammenhang der Substanzen auf die LC-
PUFA Biosynthese untersucht werden, um die Gehalte an (EPA und) DHA auch im Filet zu
steigern. Bioaktive Substanzen im Futtermittel kbnnen durch hdhere Konzentrationen auch
einen negativen Effekt auf das Wachstum von Fischen ausiiben. Dieser Effekt wurde in einigen
Studien mit Regenbogenforellen und dem Atlantischen Lachs beobachtet [54-56]. In der
aktuellen Studie wurden jedoch keine Auswirkungen einer héheren Konzentration des
jeweiligen Stoffs auf das Wachstum der Fische gefunden. Dieser Befund ist allerdings auf das
tagliche Fitterungsniveau von 1,6% der Biomasse der Fische beschrankt und schlief3t nicht
aus, dass es bei einer hoheren Futteraufnahme zu einer Beeintrachtigung des
Fischwachstums kommen kann. Ahnlich zu den Ergebnissen aus Versuch 1 wiesen
Regenbogenforellen, die mit Equol gefittert wurden, in der Studie in Versuch 2a hdhere
Stearinsauregehalte (C18:0) in der Leber auf. Zusétzlich waren bei diesen Fischen die
Lebergewichte erhoht. Dies deutet auf eine 6strogen-ahnliche Wirkung von Equol in der Leber
hin und unterstreicht somit die Annahme aus Versuch 1. Die Fische, die mit Equol bzw.
Genistein in Kombination mit pflanzlichen Olen (VO-) gefiittert wurden, wiesen keine
signifikanten Effekte auf die LC-PUFA-Gehalte in der Leber, im Filet und im
Ganzkorperhomogenat auf. Es scheint aber, als erziele Equol in Zusammenhang mit
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Buglossoides arvensis Ol (AVO-) vor allem in der Leber maRgebliche Effekte auf das
Fettsauremuster. So steigerte diese Kombination die LC-PUFA-Gehalte signifikant in diesem
Gewebe. Die Anfangshypothese, dass Equol ebenfalls Uber 3dstrogen-ahnliche
Wirkmechanismen die Expression der Zielgene der Biosynthese steigern kénnte, konnte
dagegen nicht belegt werden. Auch in diesem Versuch gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mRNA-Leveln der Delta-6-Desaturase in den Lebern von Fischen
der verschiedenen Futtergruppen. Demnach kann der DHA-Anstieg in der Leber der mit
Buglossoides arvensis Ol und Equol gefiitterten Fische nicht tiber eine erhdhte Genexpression
der Delta-6-Desaturase erklart werden. Eine weitere Moglichkeit wéare, dass Equol die Aktivitat
dieser Desaturase oder eines Transkriptionsfaktors, der zentral an der Biosynthese beteiligt
ist, erhéht. Dies wére Uber eine Bindung an Ostrogenrezeptoren maglich, die fir Equol bereits
beschrieben wurde [29]. Im Vergleich dazu wies das Filet der Fische, denen Diaten mit 0,2
und 0,3% Equol Supplementierung gefittert wurden, allerdings geringere EPA-Gehalte und
ahnliche DHA-Gehalte auf, wie diejenigen Fische, die die Fischol-Kontrolldiat erhielten.
Indessen ist die DHA-Synthese relativ langsam [8] und es kdnnte sein, dass zusétzliche Zeit
erforderlich ist, um die DHA-Gehalte der Fische, die mit der Kontrolldiat auf Fischolbasis
geflttert wurden, zu Uberschreiten.

Dass Equol in Verbindung mit Buglossoides arvensis Ol einen Effekt auf die LC-PUFA-
Synthese zeigt, dagegen aber nicht in Verbindung mit den pflanzlichen Olen (VO-) in Versuch
2a, konnte am diatetischen SDA-Gehalt liegen, der vermutlich zu einer gesteigerten Effizienz
der Biosynthese beigetragen haben kdnnte. Verglichen mit den Resultaten aus Versuch 1, in
denen Equol DHA im Ganzkdrperhomogenat erhéhen konnte, ist der diatetische Gehalte an
EPA und DHA zu nennen. Dieser war in den VO-Diaten aus Versuch 1 héher als in den VO-
Diaten aus Versuch 2a. Daher kdnnte es moglich sein, dass geringe LC-PUFA Gehalte im
Futtermittel die endogene LC-PUFA-Biosynthesekapazitat der Fische bereits voll ausschopfen
und eine weitere Stimulation mittels Isoflavonen nicht moglich ist. Auf Grund der nicht
vorhandenen bis geringen Wirkung erscheint die Verwendung von Equol und Genistein in
Diaten auf der Basis kommerziell eingesetzter Pflanzentle zur Erhdhung der LC-PUFA-
Gehalte im Filet von Regenbogenforellen nur in begrenztem Umfang mdglich.

In Versuch 2b sollte untersucht werden, ob hohere ALA- und SDA-Gehalte im Futtermittel die
Effizienz der endogenen EPA- und DHA-Biosynthese bei Regenbogenforellen steigern
konnen. Dafir wurde ein Ol der Pflanze Buglossoides arvensis verwendet. Die hoheren
Gehalte an ALA und SDA in den Futtermitteln mit 66 und 100% Buglossoides arvensis Ol-
Anteil fihrten zu einem signifikanten Anstieg des EPA-Gehalts im Forellenfilet im Vergleich zu
den Fischen, die mit der Kontrolldiat gefittert wurden. Dies ist besonders relevant, da die
Buglossoides arvensis Ol-Diaten deutlich geringere EPA-Gehalte als die Kontrolldiat, die aus
einer Mischung aus Fischdél und pflanzlichen Olen bestand (FVO), aufwiesen. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass eine gréRere Substratmenge an Vorlaufer-Fettsauren (ALA und SDA)
tatséchlich die Effizienz der LC-PUFA Synthese steigern kann. Fur die Biosynthese von EPA
wird ein Delta-5-Desaturaseschritt bengtigt. So wiesen Lachse, die mit hohen SDA-Gehalten
im Futtermittel gefattert wurden, eine gesteigerte mRNA-Expression der Delta-5-Desaturase
auf [57]. Die mRNA-Level der Delta-5-Desaturase der Fische dieses Versuchs zeigten jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Futtergruppen. Da sich
auRerdem die DHA-Gehalte der Fischfilets nicht signifikant voneinander unterschieden,
scheint es, als konnten hohe Gehalte an ALA und SDA die geringen EPA und DHA Gehalte in
der Diat kompensieren. Dariber hinaus wiesen die Forellen, die mit den hdchsten
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Konzentrationen an Buglossoides arvensis Ol gefiittert wurden, die signifikant hoéchsten
Kdrperendgewichte auf. Dieses Ergebnis unterstreicht das Potential des Buglossoides
arvensis Ols als Alternative zum Einsatz von Fischol in Futtermitteln fir Regenbogenforellen.

6. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und zur Verwertbarkeit
der Ergebnisse

Ein Futtermittel muss eine optimale physikalische und chemische Qualitat aufweisen, die an
den Fisch angepasst ist, um eine hohe Produktqualitat fir die menschliche Ernéhrung zu
erreichen. AuRerdem muss es 6kologisch und dkonomisch sinnvoll sein. In dieser Arbeit
wurden drei Ansatze untersucht, um diatetisches Fischol durch pflanzliche Ole zu ersetzen
und die LC-PUFA-Spiegel in Regenbogenforellen zu erhéhen. Alle Strategien hatten keinen
negativen Einfluss auf das Wachstum der Regenbogenforellen. Ferner wurde die
Nahrstoffzusammensetzung von Ganzkérperhomogenaten nicht beeinflusst. In Anbetracht
dieser Ergebnisse scheinen die Substanzen und Ole, die in den Versuchen dieser Arbeit
verwendet wurden, flir Regenbogenforellenfutter geeignet zu sein. lhr Potenzial, die EPA- und
DHA-Gehalte im Gewebe von Regenbogenforellen zu erhéhen, um eine hohe Produktqualitat
fur die menschliche Ernahrung zu erreichen, ist jedoch weniger eindeutig. Unter allen
getesteten Substanzen zeigten nur Genistein und Equol einen Anstieg der DHA-Werte von 8%
in Ganzkoérperhomogenaten, nicht jedoch in den Filets (Versuch 1), und beeinflussten die
DHA-Gehalte im Gewebe nicht, wenn die LC-PUFA-Gehalte in der Nahrung niedriger waren
(Versuch 2a in VO-Diaten). Dariiber hinaus fuhrte die Kombination von Buglossoides arvensis
Ol und Equol dazu, dass die DHA-Filetgehalte im Vergleich zur Buglossoides arvensis Ol-
Kontrollgruppe um 7% erhdht wurden und ahnlich zu den Fischen waren, die mit Fischol
gefittert wurden (Versuch 2a). Andere Studien berichten jedoch, dass bioaktive Substanzen
wie Resveratrol die DHA-Werte um 43-71% [55,58] und Sesamin in Geweben von
Regenbogenforellen um bis zu 37% erhohten [59]. In Anbetracht der Tatsache, dass
Isoflavone relativ teuer sind (Equol: 1,90 US$/g), erscheint die Verwendung dieser Substanzen
zur Erhéhung des LC-PUFA-Spiegels in Fischfilets an diesem Punkt wirtschaftlich fragwirdig.

Die Verwendung von Buglossoides arvensis Ol in Regenbogenforellen-Didten scheint
dagegen vielversprechend zu sein. Durch den Einsatz dieses Ols konnten sogar die EPA-Filet-
Gehalte von Fischen tberschritten werden, die mit einer auf Fischol basierenden Kontrolldiét
gefluttert wurden. AuRerdem waren die Gehalte an omega-3 (n-3) Fettsauren in den Filets
dieser Fische signifikant erhéht. Die Zunahme von ALA und SDA und die gleichzeitige
Abnahme von Linolsédure und Arachidonsaure erhéhten das Verhaltnis von n-3 zu n-6 im Filet
von Regenbogenforellen, die mit dieser Diat gefuttert wurden. Dies kdnnte auch fur die
menschliche Erndhrung relevant sein. Der Konsum von n-3-PUFA-reichen Lebensmitteln kann
das Risiko fur bestimmte chronische Krankheiten senken und sich positiv auf bestimmte
Krebsarten beim Menschen ausiiben [60-63]. Derzeit sind die Verfligbarkeit und die Kosten
von Buglossoides arvensis Ol (36 US$/kg) fiir die Aquakultur nicht rentabel und deshalb in der
Aquakultur kurzfristig nicht praxisrelevant. Daher wéaren eine erhdhte Produktion und ein
hoherer Ertrag der Pflanze erforderlich, um den Preis zu senken. Dariiber hinaus kénnte eine
langere Versuchsperiode die LC-PUFA-Gehalte in den Filets der Forellen, die mit
Buglossoides arvensis Ol gefiittert wurden, mdglicherweise weiter erhéhen. Hier ware also
sicherlich langfristig Potential zum Einsatz in der Aquakultur vorhanden.
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7. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen; Hinweise auf weiterfiihrende Fragestellungen

Innerhalb dieses Projekts konnte gezeigt werden, dass die endogene LC-PUFA-Biosynthese
in Regenbogenforellen durch Isoflavone hochreguliert werden kann. Durch den Einsatz des
Buglossoides arvensis Ols konnte auBerdem nachgewiesen werden, dass eine
Hochregulierung der LC-PUFA-Biosynthese in diesen Fischen auch Uber eine spezielle
Zusammensetzung von Nahrungsfettsduren und durch die Kombination von Isoflavonen und
SDA-reichen Olen mdoglich ist. Durch diese drei Ansatze konnte eine Steigerung der
Produktqualitat der Forellen erreicht werden. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt aber
nicht auf molekularbiologischer Ebene nachgewiesen werden, da es zu keiner signifikanten
Steigerung der Expression der delta-5- bzw. delta-6-Desturase kam. Leider ist der Ansatz, die
LC-PUFA-Gehalte im Filet durch den Einsatz von Isoflavonen zu steigern, nur begrenzt
maoglich. AuBBerdem scheint die Wirksamkeit der Isoflavone abhangig von der
Fettsaurezusammensetzung des Futtermittels zu sein. Die genauen Wirkmechanismen der
Isoflavone, die durchaus auch denen des Ostrogens dhneln kénnten, sind weiterhin nicht
bekannt.

Bezogen auf den Einsatz des Buglossoides arvensis Ols besteht die Moglichkeit, dass durch
eine Verlangerung des Versuchszeitraums, neben EPA, auch der Gehalt an DHA im Filet
gesteigert werden konnte. Zuséatzlich konnte der Ol-Ertrag der Pflanze Buglossoides arvensis
durch ziichterische MalRnahmen gesteigert und so gleichzeitig der Preis des Ols als Rohstoff
fur Futtermittel in der Aquakultur gesenkt werden.

8. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt dieses Projekt, dass die endogene Biosynthese von LC-PUFA in
Regenbogenforellen durch Fettsduren in der Nahrung und den Isoflavon-Metaboliten Equol
reguliert werden kann. Der Ansatz, die LC-PUFA-Gehalte im Filet durch Stimulierung der
endogenen Biosynthese zu steigern, um die Produktqualitat fiir den menschlichen Verzehr zu
erhdhen, ist jedoch nur in begrenztem Umfang moglich. Ferner scheint es, dass die
Wirksamkeit von Equol und Genistein von der Fettsdurezusammensetzung des Futtermittels
abhangt. Diese Substanzen haben keine Wirkung auf die LC-PUFA-Gehalte in der Forelle,
wenn im Futtermittel die EPA- und DHA-Konzentrationen gering sind und gleichzeitig nur ALA,
aber kein SDA, im Futtermittel vorhanden ist. Zuklnftige Studien sollten den Einsatz von
Ahiflower Ol und Equol zur Steigerung der LC-PUFA-Biosynthese tber einen langeren
Versuchszeitraum, idealerweise Uber einen gesamten Produktionszyklus, untersuchen, um
das gesamte Potential dieser Rohstoffe zu bewerten.
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