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Einleitung

Am Center for Biological Sequence Analysis and Center for Advanced Food Studies
des Departments of System Biology der Technischen Universitit Lyngby in
Danemark iibertitelte Lars I. Hellgren einen Artikel veroffentlicht in den “Annals of
the New York Academy of Sciences” im Marz 2010; 1190:42-9 mit den treffenden
Worten: ,Phytanic acid — an overlooked bioactive fatty acid in dairy fat?” Diesem
Titel mag sich der Autor dieser Diplomschrift inhaltlich gerne anschlieBen, da auch
bei uns im deutschsprachigen Raum diese verzweigtkettigen Fettsdure im Index
vieler ernahrungswissenschaftlicher Fachbiicher nicht immer zu finden ist, was
vielleicht verwundern mag, da sie in der Literatur mit mehr lebensmittelchemischer
Gewichtung® sehr wohl Beachtung findet und beschrieben wird. In der Medizin hat
die Phytansdure eine zentrale Bedeutung im Zusammenhang mit der Refsum-
Krankheit, wo sie sich aufgrund eines peroxisomalen Enzymdefektes in den Geweben
des Patienten ansammelt, nicht abgebaut wird und schwere klinische Bilder,
insbesondere Krankheiten des peripheren Nervensystems zeigt. In der
internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten u. verwandten
Gesundheitsproblemen (ICD-10-WHO Version 2011) ist die Refsum-Krankheit im
Kapitel VI, Krankheiten des Nervensystems unter G60.1 angefiihrt.

In der Pharmakologie ist die synthetisch hergestellte verzweigtkettige Fettsaure, die
sogenannte Valproinsaure VPA (2-Propylpentansdure), sowohl als Antiepileptikum,
als auch als Wirkstoff in Medikamenten bei bipolaren Storungen, in der akuten
Manie, und als stimmungsstabilisierend wirksam, bekannt.5 Interessanterweise
wurde die antiepileptische Wirksamkeit der VPA 1962 eher zufillig bei Tierversuchen
entdeckt, wo sie als vermeintlich inertes organisches Losungsmittel zum Einsatz
kam.39 Diese neurologische Wirksamkeit und die Gewichtszunahme#4 als ein ,Side
effect“ dieses Medikaments hat schlieBlich die Aufmerksamkeit des Autors auf
einen natiirlichen Vertreter dieser verzweigtkettigen Fettsauren, die Phytansaure
gelenkt. Uberraschenderweise scheint sie auch in der Bergbauliteratur auf, da sie
Bestandteil von Erdolen sein kann, und hier dem weiteren Abbau tiber Millionen von
Jahren getrotzt hat. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Versuch, die
gesundheitliche Relevanz dieser kaum beachteten, verzweigtkettigen Fettsaure zu

beleuchten und ihre mogliche erndhrungswissenschaftliche Bedeutung aufzuzeigen.
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1 Chemische Grundlagen der Phytansidure

1.1 Geschichte der Phytansidure

Wilstatter und Mitarbeiter gaben 1911 bei Untersuchungen iiber das Phytol dieser
methylverzweigtkettigen, gesattigten Fettsdure den Namen Phytansidure. Als
Bestandteil von Chlorophyll ist Phytol das am haufigsten vorkommende azyklische

Isoprenoidlipid in der Biosphare.8!

Karrer et al. konnten 1940 ihre Struktur darstellen33, wiahrend die Struktur des
Phytols bereits 1928 von Fischer und Lowenberg aufgeklart wurde. Der niedrige

Schmelzpunkt von -7°C ist durch die Methylverzweigung bedingt.5

Phytansdure wurde sowohl in lebenden, als auch in fossilen Organismen gefunden.47
Die Phytansaure als natiirlichen Bestandteil des Butterfettes detektierten Bjurstam et

al. mittels Massenspektrometer.8

1.2  Struktur und Nomenklatur

Die Phytansaure, eine 3,7,11,15- Tetramethylhexadecansdaure mit der Summenformel
Coo Hyo 02 ist ein Isoprenlipid. Vier Isopreneinheiten bilden hier dieses Diterpen.
Auch der Alkohol Phytol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexendecen-1-ol) dessen oxidierter
Metabolit die PS ist, besitzt diese Diterpenstruktur. Dieser lipophile, ungesattigte
Phytolschwanz in trans - Konfiguration ist auch Teil der Strukturen von Vitamin E,

Vitamin K1 und dem Chlorophyll.16.7

1.3 Vorkommen von verzweigtkettigen Fettsduren und Phytansidure

Der Mensch konsumiert taglich ca. 0,5g verzweigtkettige Fettsduren. Von der
Stearinsaure 18:0 werden dazu im Vergleich 8,54 g tiglich mit der Nahrung
aufgenommen. In Milch und Milchprodukten von Wiederkduern konnen bis zu 30
verschiedene verzweigtkettige Fettsauren nachgewiesen werden. Im Allgemeinen
konnten mehr als 400 verschiedene Fettsauren in Milchfett detektiert werden:3 , viele
davon besitzen regulatorische Wirkungen. Sowohl in Kése als auch im Milchfett sind

niedermolekulare Fettsauren wichtige Komponenten des Aromas. Die Humanmilch
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enthalt mehr als zehn verschiedene verzweigtkettige Fettsauren, 85 aber laut Angaben
im Magnetic Resonance of Myelination and Myelin Disorders von Van der Knaap und
Valk, keine Phytansiure.”3 Sie kommen in der menschlichen Haut vor und sind
Bestandteil des Epidermisfettes verschiedener Tiere.85 Dariiber hinaus sind
verzweigtkettige Fettsauren Bestandteil von Rindertalg, marinen Organismen, Algen,
Tabak, den Samen und Olen von Biumen. Bis zu 80 % des bakteriellen
Fettsauremusters besteht aus verzweigtkettigen Fettsduren. Verzweigtkettige
Fettsauren sind auch als Additive zur Herstellung von

Lebensmittelbedarfsgegenstianden aus Kunststoff zugelassen.85

Phytansaure ist in hohen Konzentrationen in der menschlichen Erndhrung als
Bestandteil des Fettes von Wiederkauern, Leber, Thunfischkonserven, generell Fisch

und Meeresfriichten, Schinken und Milchprodukten enthalten.¢s5 72

Phytansaure kann aus dem Diterpen-Alkohol Phytol im menschlichen Korper
endogen nicht synthetisiert werden, da Chlorophyll von Siugetieren nicht
metabolisiert werden kann3?, bzw. kann chlorophyllgebundenes Phytol nicht
abgespalten werdens2, da dem menschlichen Organismus die enzymatische Fahigkeit
dazu fehlt, sodass die daraus entstehende Phytansdure ausschlieBlich iiber die

Nahrung aufgenommen wird¢2, im Besonderen aus Wiederkauerfetten.

Im Verdauungstrakt von Wiederkduern jedoch kann der Phytolschwanz des
Chlorophylls mithilfe der bakteriellen Enzyme abgespalten werden3’, wo auch die
Umwandlung von Phytol zu Phytansidure stattfindet.5423 Phytol selbst ist nur in
minimalen Mengen in Lebensmitteln enthaltens2, stellt aber einen Aktivator der
PPARa dar.2° (siehe Kapitel 2)

Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang auch, dass nicht nur Phytol aus
dem Chlorophyllabbau limitierend fiir die Entstehung der PS ist, sondern
Phytol auch limitierend fiir die Tocopherol (Vitamin E)- Synthese in der
Pflanzenzelle, wo wie beim Chlorophyll die Isoprenoidseitenkette der
Membranverankerung dient. Die grofe Bedeutung des Chlorophylls fiir
heutiges Leben auf der Erde macht den daraus hydrolytisch entstandenen
Alkohol Phytol zum am haufigsten vorkommenden azyklischen Isoprenoidlipid

in der Biospare74.



Im Springer-Lehrbuch, Kinderheilkunde von Koletzko wird die gesicherte positive
Beeinflussung des Krankheitsbildes beim Refsumsyndrom (Heredopathia atactica
polyneuritiformis) durch Vermeidung von Milchprodukten angegeben, jedoch auch

eine mogliche diatetische Beeinflussung durch Chlorophyllkarenz.7s

chlorophyll
TH3 CH, CH, CH,
/\A)\/\)\/\/‘\/ CHZOH
phytol

phytanic acid

Abb. 1.1: Chemische Strukturen von Chlorophyll, Phytol und Phytansaure (3,7,11,15 —
Tetramethylhexadekansidure) und deren Abbauweg im Wiederkduermagen32

Das im Auftrag des Bundesministeriums fiir Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten
(Bonn) bekannte Standardwerk iiber die Zusammensetzung der Lebensmittel von
Souci, Fachmann, Kraut enthilt keine Angaben zum Phytansiuregehalt von

Lebensmitteln.67

Phytan- und Pristansdure sind aus rezenten, als auch aus fossilen Organismen

unterschiedlichster Art isoliert worden. Das jeweilige Vorkommen von Phytan- und
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Pristansaure sowohl im Butterfett, als auch im kalifornischen Erdol bzw. Rohol und
im Schiefer mag verwundern. Da erscheint die Detektion dieser beiden
verzweigtkettigen Fettsduren im Rinderplasma und im Sediment schon weniger

ungewohnlich.47.72

Da Pflanzen, laut Vetter et al.72, generell nur das Chlorophyll enthalten und keine
Mikroorganismen oder Eigenschaften besitzen, die den Phytolschwanz abspalten
bzw. zu Phytansaure metabolisieren konnen, sind Gemiise und Friichte aller Art,
Getreide, Niisse und Sojaprodukte frei von messbaren Phytansauregehalten, ebenso

wie Pflanzendole.72

In Lebensmitteln liegt der Anteil der Phytanséiure insgesamt bei 0,5 bis 4 %, und
bei 100-500mg/100g Lipiden72. Dieser Gehalt in Lebensmitteln ist vergleichbar mit
Gehalten an konjugierter Linolsaure oder dem Gehalt an trans-Fettsiuren. Wie
bereits erwahnt ist Phytansaure fast ausschlieBlich in Wiederkauerfleisch, Milch und
Milchprodukten, aber auch in Fisch und Meeresfriichten enthalten. Ihr Gehalt belauft
sich auf 100 — 500mg/100g Fett.72 Die Menge der detektierten Phytansiure
reicht von 0,01 — 0,3% vom gesamten Fettsdurepool kann aber sogar die 10%
Marke (!) in Milch iiberschreiten, wenn die Kiihe mit Silagefutter

(fermentiertes Gras) im Winter versorgt werden.”

Van den Brink et al. konnten mittels humaner Fibroblastenzellkulturen, die
vom Forscherteam selbst stammten, zeigen, dass auch menschliches
Bindegewebe befihigt ist, aus Phytol Phytansaure zu metabolisieren, wobei

Phytensaure als Zwischenprodukt gebildet wurde.”!

Die besondere Rolle von Wiederkduern ist ersichtlich aus dem viel hoheren
Phytansiduregehalt in Rindfleisch, mit 50 — 300mg/100g Fett, verglichen mit
Schweineschmalz mit 4g/100g Fett. Messungen von Fisch und marinen Stichproben
ergab einen Gehalt von <100 bis ~ 750mg/100g Fischol und stellen damit eine
weitere bedeutende Quelle von Phytansaure dar. Wahrend in Schweine- und
Gefliigelfleisch kaum nennenswerte Mengen an PS nachgewiesen wurden. Fast keine

PS findet sich in Gemiise.”

Wie bereits angefiihrt, enthilt die iiber die Nahrung aufgenommene Menge beim

Menschen zwischen 50 und 100mg Phytansiure pro Tag, die hauptsachlich aus



Milchprodukten stammt. Die einzige hinzukommende natiirliche Phytansaurequelle

sind Fisch, Fischol und Meeresfriichte.7%72

Um die durchschnittlich taglich aufgenommene Phytansiauremenge mit bestehenden
Ernahrungsempfehlungen zu veranschaulichen sei erwdhnt, dass zwei
Fischmahlzeiten pro Woche (ca. 30-40g Fisch tiglich), eine Aufnahme von 300-
4o00mg langkettiger Fettsauren bedeuten, ohne die Phytansiauremenge selbst zu
beriicksichtigen. Solche Empfehlungen macht die International Society for the Study
of Fatty Acids and Lipids, der Arbeitskreis Omega-3-Fettsauren, sowie andere,
dhnliche Institutionen.34 Dies liegt 3 bzw. 4 Mal so hoch wie die durchschnittlich
taglich aufgenommene Menge an Phytansaure, wo bis dato keine Empfehlung fiir

gesunde Menschen vorliegt, bzw. institutionellerseits lanciert wird.

Aus diesem Grund, haben Fleischesser eine 6,7fach hohere
Phytansaurekonzentrationen im Blutplasma im Vergleich zu Veganern.
Phytansdurekonzentrationen im Blutplasma von Vegetariern im Vergleich zu
Veganern sind ca. 4,5mal so hoch. Somit konnte Phytansdure als Marker fiir die

Aufnahme von Nahrungsfett dienen.

Es muss festgehalten werden, dass der Schliisselfaktor fiir die Bildung von
Phytansdure im Menschen die Verfiigbarkeit von freiem Phytol ist. Tatsdchlich ist
auch der menschliche Organismus selbst fihig, geringe Mengen Phytansiaure aus
freiem Phytol zu bilden, nicht jedoch aus chlorophyllgebundenem Phytol. Infolge
dessen stieg der Phytansdurespiegel im Plasma eines Freiwilligen, der 3,5kg
gekochten Spinats innerhalb von zweieinhalb Tagen aufnahm, nicht, innerhalb des
Experiments, da das enthaltene Chlorophyll nicht absorbiert wurde.72 Bereits Mitte
der 60er Jahre des letzten Jahrhunderts, wurde der Abbau von freiem Phytol iiber die

Phytensaure zur Phytansaure in der Ratte nachgewiesen.5!

1.4 Eigenschaften der verzweigtkettigen Fettsiuren?s

Physikochemische Eigenschaften wie die Phasenumwandlungstemperatur von
Lipiden werden durch die Verzweigung am Kettenende verandert. Der Druck wird
durch eine endstindige Verzweigung am Kettenende erhoht und die
Enthalpieanderung beim Phaseniibergang reduziert. Iso- und Anteisofettsauren

verandern die Lipidmembraneigenschaften vergleichsweise in dhnlicher Form wie
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dies bei der geanderten Orientierung (Knick) von Doppelbindungen der Fall ist. Um
die Lipidfluiditit wechselnden Temperaturen anpassen zu koénnen, verdndern
Bakterien die Fettsdurezusammensetzung ihrer Membranlipide, auch als
homeoviskose Adaption bezeichnet. 3 derzeit bekannte Strategien stehen dabei zur

Verfligung:

1. eine Erhohung des Anteil an einfach ungesattigten Fettsauren
2. die Verkiirzung der durchschnittlichen Kettenlange und/oder

3. die vermehrte Synthese verzweigtkettiger Fettsduren

Die Erreger der Listeriose (Lysteria monocytogenes) beispielsweise passen bei
Abkiihlung im Kiihlschrank ihre Membranfluiditat durch vermehrte Bildung von

verzweigtkettigen Fettsauren an.

Besonderes ernihrungswissenschaftliches Interesse gewinnt die Uberlegung,
dass beispielsweise bei der Haltbarmachung von Milchprodukten, wie der
Pasteurisation als Zielparameter die Keimzahl ermittelt wird, die groBtenteils
inaktivierten bzw. abgetoteten Mikroorganismen und deren Membranen

dennoch vorhanden sind.

Weiters ist auch ein anzunehmender steigender Gehalt von verzweigtkettigen
FS in Milchprodukten erwahnenswert, die Lebendkulturen, wie z.B.
Lactobacillen enthalten, die zwar ebenso aus hygienischen Griinden eine
liickenlose Kiihlkette vom Produzenten bis zum Konsumenten erfordern.
Durch die Kiihlung wird jedoch eine Veranderung der Mikroorganismen und
damit des Lebensmittels selbst bewirkt. In unserer westlichen
Industriegesellschaft mit einem betrachtlichen Verzehr von Milch- und
Milchprodukten aus dem Kiihlregal erscheint diesbeziiglich eine
ernahrungswissenschaftliche Betrachtung samt ihrer gesundheitlichen

Auswirkungen sinnvoll.

Verzweigtkettige gesattigte Fettsauren besitzen dariiber hinaus eine sehr gute
Oxidationsbestiandigkeit, einen niedrigen Schmelzpunkt und ein auBergewohnlich
gutes Spreitungsvermogen (womit das Einziehvermogen und gute Verteilbarkeit in
die Haut gemeint ist), daher werden sie auch als Bestandteil von Kosmetika

verwendet.



1.5 Analytik

Langkettige, verzweigte, gesattigte und ungesattigte Alkansauren sind in lebenden
Organismen weit verbreitet, beispielsweise findet man sie als Bestandteile der
Biirzeldriisen und Federwachse von Vogeln oder sie stellen interessante Antibiotika
(z.B. Radiclonsdure) dar. In der Natur kommen diese Verbindungen allerdings nur in

geringer Konzentration und als Bestandteile komplizierter Mischungen vor.47

In der (Lebensmittel-) Analytik wird als Standardsubstanz der Methylester der
Phytansdure neben geeigneten phytansaurehiltigen Proben, wie Milch oder
Milchfett, usw. verwendet. Der Methylester der Phytansiure ist keine natiirliche
vorkommende Verbindung und wird chemisch als racemischer Standard hergestellt,
da die 3 chiralen Zentren der Phytansdure zu 23 (=8) Stereoisomeren fiihren,
einschlieflich 4 Paaren von Enantiomeren (die allerdings nicht in einer nicht-
chiralen Trennsiule getrennt werden konnen.) Folglich erscheinen 4 Peaks nach
einer nicht-chiralen GC-Trennsidule. Dementsprechend wird im Peakbild des
Chromatogramms, der zentrale, der groBte Peak, von zwei Diastereomeren
verursacht. Wegen der unterschiedlichen Eigenschaften der Diastereomere kann die
biologische Aktivitit der Phytansdure nicht mithilfe dieses Standards bestimmt

werden.72

Fir die korrekte Detektion von Phytansdaure in Milch kann der
Flammenionisationsdetektor FID verwendet werden. Die umstdndliche Analyse
aufgrund der vergleichsweise niedrigen Konzentrationen von Phytansdure in

Lebensmitteln schrankt die Analyse der Phytansaure ein.

Die meisten dieser Probleme, bzw. Nachteile konnen durch die Verwendung der

Massenspektrometrie iiberwunden werden.

Die empfohlene und naheliegendste Detektion von Phytansaure in Lebensmitteln ist
die mittels Massenspektrometrie, GC/MS wird auch fiir die Bestimmung von

Phytansidurekonzentrationen im Humanplasma herangezogen.”2



2 Physiologie und Biochemie der Phytansaure

2.1 Peroxisomen

Da der Abbau der Phytansaure, die a-Oxidation, beim Menschen in den Peroxisomen

stattfindet, seien diese an dieser Stelle beschrieben.

Peroxisomen wurden von J. Rhodin (1954) mittels
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zum ersten Mal im proximalen Tubulus
der Mauseniere beobachtet. Er pragte den Begriff ,Microbodies", um diese mit einer
einfachen Membran umhiillten Organellen zu bezeichnen.
Latter, Touiller und Bernhard beschrieben (1956) &ahnliche Organelle in der
Rattenleber.

Spater, 1966, pragten De Duve und Baudhuin den Begriff "Peroxisomen" weil sie
erkannten, dass Enzyme, wie die Flavin-Oxidase Wasserstoffperoxid (H.O-)
erzeugen. Dieses wird von der Katalase dann zu H.O und O. abgebaut.3! Bis Mitte
der 9oer Jahre konnten bereits mehr als 60 peroxisomale Enzyme in Saugetierzellen

identifiziert werden.

2.1.1 Morphologie

Peroxisomen sind cytoplasmatische Organellen, die eine homogene, granuliare und
selektronendichte” Matrix aufweisen, die von einer Einfachmembran umgeben ist5s,
in der Literatur haufig als kugel- oder eiformig beschrieben. Eine wichtige
Eigenschaft der peroxisomalen Membran ist, dass sie in vitro unterschiedliche
Permeabilitatseigenschaften zeigt: Sie ist hochdurchlassig fiir kleinere Molekiile wie
etwa Zuckermolekiile, kleine Substrate und anorganische Ionen jedoch
widerstandsfahig gegen Lyse durch Digitonin, ein Saponin des Fingerhutes, welches
beispielsweise die Membran von roten Blutkorperchen aufzulosen vermag

(Hamolyse).49

Peroxisomen konnen ein breites GroBenspektrum aufweisen. Sie konnten praktisch
in allen Zelltypen nachgewiesen werden, einschlieBlich pflanzlichen Zellen, Hefen

und Flagellaten®2.



In Leber und Niere reicht ihr Durchmesser von 0,1 bis 1,5 um, in den meisten
anderen Geweben von 0,3 bis 0,9 um. Die meisten Hepatozyten enthalten zwischen
400 und 600 Peroxisomen. Diese machen aber nur etwa 2% des Zellvolumens aus. Es
wird jedoch geschatzt, dass 10-30% des Sauerstoffverbrauchs der Leber auf die

Peroxisomen entfallen.

Die Membran von Peroxisomen ist eine Einfachmembran, die eine dreischichtige
Struktur mit einer Dicke von 4,5 bis 8 nm aufweist und somit diinner ist, als die der
Lysosomen, der Plasmamembran und den meisten anderen einzelnen
membrangebundene Zelleinschliissen. Sie ist in ihrer Dicke vergleichbar mit jener

des Endoplasmatischen Retikulums.49

In allen menschlichen Zellen finden sich Peroxisomen. Einzig die kernlosen
Erythrozyten bilden hier die Ausnahme, indem ihnen diese Organellen, deren
Matrix mehr als 50 Enzyme fiir anabole und katabole Stoffwechselwege
beherbergen, fehlen. Als Beispiele fiir anabole Funktionen, wurde deren
Essentialitat fiir Plasmalogenbiosynthese, Cholesterin- und
Gallensauresynthese schon erwiahnt. Abbau von Wasserstoffperoxiden, von
iiberlangkettigen Fettsduren sowie von der hier beschriebenen Phytan- bzw.
Pristansaure fallen natiirlich in die katabolen Funktionen. Storungen dieser
Funktionen zeigen autosomal-rezessiv. und X-chromosomal vererbte

Erkrankungen, die in zwei Gruppen unterteilt werden77:

In der Gruppe I fehlt die Bildung der Peroxisomen ganzlich, oder diese werden
nur unvollstindig aufgebaut. Diese FErkrankungen werden auch als
Peroxisomenbiogenesedefekte (PBD) bezeichnet, wie das Zellweger-Syndrom
(Zerebro-hepato-renales Syndrom), Atypisches Zellweger-Syndrom
(Pseudozellweger-Syndrom), Neonatale Adrenoleukodystrophie (NALD),
Infantiler Morbus Refsum, Rhizomelia chondrodysplasia punctata.
Gruppe II: Isolierte Defekte peroxisomaler Stoffwechselwege, wie bei der X-
chromosomalen Adrenoleukodystrophie, Beta-Oxidationsdefekte, Refsum
Syndrom, Morbus Refsum (Heredopathia atactica polyneuritiformis,
hereditaremotorische und sensible Neuropathie (Reuter, 2004), Hyperoxalurie

Typ I, Glutarazidurie Typ III



2.1.2 Funktionen der Peroxisomen in Sdugetieren

E. Baumgart und D. Fahimi, die beiden Autoren der Universitat Heidelberg vom
Institut fiir Zellbiologie, heben die geringe Beachtung, die die Peroxisomen bisher
iiber Jahrzehnte in der Forschung erfahren haben, besonders hervor. Fiir die
Entdeckung der lebenswichtigen Funktionen der bisher verkannten Zellorganellen,
sowie erstmalige Beschreibung der Lysosomen erhielt De Duve 1974 den Nobelpreis.
Dariush Fahimi konnte in den Sechziger Jahren die Katalase mittels Licht- und

Elektronenmikroskopie in den Peroxisomen sichtbar machen.8”

2.1.2.1. Lipidmetabolismus

Peroxisomen besitzen auch wichtige anabole Funktionen im Lipidstoffwechsel und
katalysieren beispielsweise einige der ersten Reaktionen in der Etherlipidsynthese
(Plasmalogene) sowie der Synthese von Cholesterin und Gallensduren.59 Nach
aktuellem Verstandnis ist eine normale Cholesterinsynthese in Saugetierzellen nicht
ohne funktionelle Peroxisomen moglich.49 Peroxisomen sind wie bereits erwahnt

sowohl zur 3- Oxidation als auch zur a -Oxidation befahigt.

In Peroxisomen lauft speziell die B- Oxidation von VLCFA (Very-long-chain fatty
acids), welche mehr als 22 Kohlenstoffatome in der Kette aufweisen, ab.
Weitere Aufgaben sind der a—oxidative Abbau verzweigtkettiger Fettsauren, BCFA
(branched-chain fatty acids), zu denen eben die Phytansiaure gehort, sowie der Abbau
der Seitenketten von Xenobiotika wie etwa Arzneimitteln oder Pestiziden, der Abbau
von Dicarbonsduren und ungesattigter Fettsduren inklusive Metaboliten der

Arachidonsaure.

Peroxisomale Oxidation spielt auch im Gallensaurestoffwechsel eine bedeutende
Rolle, wobei bekanntermaBen Derivate des Cholesterins als Ausgangssubstanzen

dienen.

Eine weitere signifikante Funktion der Peroxisomen ist ihre Beteiligung am
Prostaglandinmetabolismus und verwandten Verbindungen, wie Leukotrienen,
Thromboxanen und Prostacylinen, die als Endoperoxide aus Arachidonsaure oder

Eicosapentaensaure gebildet werden.49
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In den letzten Jahren wurde das Hauptaugenmerk auf die Beteiligung der
Peroxisomen am Lipidmetabolismus gerichtet29, da mehr als die Halfte aller
peroxisomalen Enzyme dem Lipidstoffwechsel dienen. Trotzdem gibt es eine Vielzahl
weiterer metabolischer Beteiligungen dieser Organelle, die iiber die Lipidsynthese
hinaus reichen und es verdienen beachtet zu werden. Beispielsweise folgende
Substrate: Aminosauren, Glutaryl-CoA, Purine, Polyamine, Ethanol, Methanol,

Pipecolinsiure, und verschieden Radikale.49

2.1.2.2. Aminosiaurenmetabolismus

Im GroBen und Ganzen betrachtet gibt es viele nachgewiesene Verbindungen
zwischen dem Aminosduremetabolismus und den Peroxisomen, allerdings zu
umfangreich, um im Rahmen dieser Diplomarbeit behandelt zu werden, daher soll

hier nur schematisch darauf hingewiesen werden.

2.1.2.3. H:0: Metabolismus

Bei vielen enzymatischen Vorgingen in der Zelle bilden sich ROS wie
Wasserstoffperoxid H.O., das Hydroxylradikal OH* und das Superoxidradikal O.". Es
ist bekannt, dass die Phagozytose, welche selbst nicht peroxisomal ist, zu einer
ausgesprochenen Erhohung der Sauerstoffaufnahme fithrt, infolgedessen
Superoxidradikal und Wasserstoffperoxid gebildet wird. Um die Zelle vor diesen
aggressiven Nebenprodukten zu schiitzen, werden solche Reaktionen in eigenen
kleinen Vesikeln, eben den Peroxisomen, vorgenommen die gleichsam als ,sicheres

Containment” dienen.

Somit nehmen Peroxisomen eine zentrale Stellung in der Bildung und dem Abbau
von H.O: ein, sind aber natiirlich nicht die alleinige Quelle von H.O. in der Zelle.
H.O. ist in betrachtlichen Mengen im Endoplasmatischen Reticulum, in den

Mitochondrien und im Cytoplasma enthalten.

Beim Sauerstoffverbrauch in der Zelle entsteht Oxidationswasser, wobei der
molekulare Sauerstoff gianzlich zu Wasser reduziert wird (es werden dabei
bekanntermaBen 4 e aufgenommen). Es besteht jedoch die Moglichkeit der

nur teilweisen Reduktion, bzw. der Bildung toxischer Substanzen. Zum
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Beispiel: Nimmt molekularer Sauerstoff nur 2e- auf, bildet sich
Wasserstoffperoxid, nimmt das Sauerstoffmolekiil nur 1 e- auf, entsteht ein
Superoxidradikal O.~. Wobei das H.O. extrem toxisch ist und imstande

Proteine, Nukleinsauren und Lipide zu schadigen.

Ein effizienter  Stoffwechselweg zur  Detoxifikation dieser radikalen
Zwischenprodukte ist die Einschaltung der Superoxiddismutase SOD und der
Catalase CAT. Beide Enzyme wurden sowohl innerhalb als auch auBerhalb der

peroxisomalen Matrix detektiert.

Superoxide
dismutase
2()‘ * 2}1 : ” Hj( ).\ T ()j
: Catalase .

Abb.2.1: Katalase 49

Sowohl Wasserstoffperoxid aus dem Cytoplasma als auch aus den Peroxisomen
und/oder Organellen vermogen Schiden an Membranen und anderen zelluliaren
Komponenten zu verursachen. Daher ist ein rascher und effizienter Abbau
angezeigt.49 Die Katalase ist sowohl in den Peroxisomen als auch im Cytoplasma
aktiv, dariiber hinaus ermoglichen die  Glutathionperoxidase und
Glutathionreduktase im Cytoplasma und den Mitochondrien den weiteren Abbau von
Wasserstoffperoxid. Die Glutathionperoxidase ist auch befiahigt, organische Peroxide

zu beseitigen.19

SOD und Glutathionperoxidase sind beide in den Peroxisomen vorhanden.
Glutathionperoxidase katalysiert den Abbau von H.0. und gleichzeitig wird
reduziertes Glutathion GSH zu Glutathiondisulfid GSSG umgewandelt. Wohingegen
die Glutathionreduktase die Umkehrreaktion katalysiert.

2 GSH + H-0 > GSSG + H.O

GSSG + NADPH + H* > 2 GSH + NADP+

12



Wihrend bei Mitochondrien iiber 90% des aufgenommenen Sauerstoffs in Wasser
ibergefiihrt wird, reagiert lediglich der Rest zu O.* ,59 wohingegen in Peroxisomen
der aufgenommene Sauerstoff zum aggressiven H.O. reagiert und eine kleine Menge
zum O.*  Radikal.

CELL MEMBRANE

<«—— OTHER
SOURCES

GSH

CATALASE GLUTATHIONE
PEROXIDASE

SSG

O;

Abb.: 2.2: Uberblick iiber die subzelluliren Mechanismen zum Abbau von
H.0.. SOD, GSH, und GSSG49

So wird sichtbar, dass, im Unterschied zu den Mitochondrien, in den Peroxisomen
eine bedeutend groBe Menge Wasserstoffperoxid anfillt, die dann vor Ort mittels
Katalase in Wasser und Sauerstoff zerlegt wird, zusammengefasst veranschaulicht
lasst sich sagen, dass Mitochondrien als Energieerzeuger durch die Atmungskette

dienen, Peroxisomen als ,zellulare Miillverbrenner“ durch oxidativen Substratabbau.
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2.1.3 ,,Storungen der Peroxisomen*

Hervorzuheben ist, dass peroxisomale Storungen schwere Folgen nach sich ziehen: in
den Annals of the New York Academy of Sciences, Vol. 804 waren bis zum Jahr 1995
zumindest 16 Erkrankungen bekannt. Zu den einschldgig bekannteren Storungen
zihlen das Refsum-Syndrom, auf das ich spiter genauer eingehen werde, das
Cerebro-Hepato-Renale Syndrom (CHRS), bei dem sich in den Zellen zytochemisch
keine Peroxisomen nachweisen lassen, sowie die Adrenoleukodystrophie. Diese
Erkrankung, die durch den Film ,Lorenzos Ol weitere Bekanntheit erlangte, auch
Addison-Schilder-Syndrom genannt, ein seltenes Erbleiden, tritt im Kindesalter auf
und bringt einen schnellen neurologischen Verfall mit sich, bis hin zu schweren

Hirnschaden.8”

2.2 Peroxisomale Proliferatoren PPs

Eine der aduBerst interessanten Aspekte der peroxisomalen Eigenschaften ist die
Fahigkeit, dass die Anzahl dieser Organellen in der Zelle vermehrt werden kann.
Induziert wird diese Organellenvermehrung durch eine Vielzahl von sogenannten

Peroxisomalen Proliferatoren PPs.49

PPs werden im Zellkern an spezifische Rezeptoren gebunden, welche im ligierten
Zustand Gene von peroxisomalen Enzymen zu aktivieren vermogen, deren
Expression die Peroxisomenproliferation bewirkt. Deshalb werden diese Rezeptoren
auch als Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs) bezeichnet.29 PPs
umfassen eine groBe Zahl unterschiedlichster Verbindungen, exogenen und
endogenen Ursprungs, die imstande sind, eine Erhohung der Peroxisomenzahl in der
Zelle bei Ratten in vivo zu verursachen 4976, Es scheint, als ob die Peroxisomenzahl
erhoht wird, um einer Flut schwer abbaubarer Substrate, PPs, wie zum Beispiel
verzweigtkettigen Fettsauren, wie der Phytansaure Herr zu werden, sozusagen als

Autoregulativ.

Einige nennenswerte Beispiele fiir exogene Proliferatoren sind die zur Gruppe der
hypolipamisch wirkenden Pharmaka zdhlenden Fibrate (synthetische Liganden der
PPARa), aber auch hypoglykidmisch wirkende Pharmaka. Dariiber hinaus
verursachen auch Wuchsstoffe bzw. Wuchsstoffherbizide sog. Aryloxyfettsauren und

14



Derivate2s wie 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsaure) oder MCPA (3-Methyl-4-
chlorphenoxyessigsiaure)28.48 peroxisomale Proliferation. Das Herbizid MCPA fiihrt
beim Tier nach akuter, oraler Exposition gegeniiber hoher Dosen zur Senkung der
Triglyceride neben anderen Zeichen zu einer Storung der Bewegungsablaufese 2,4-D
und MCPA finden haufig als Kombinationspraparate im Getreide als
Unkrautvernichtungsmittel Verwendung. Bei den Aryloxyphenoxypropionsauren
wird die monokotyle chloroplastidare Acetyl-CoA-Carboxylase vom eukaryontischen
Typ, mit der die Fettsauresynthese beginnt, gehemmt. Der Chloroplast ist der einzige
Ort in hoheren Pflanzen, wo Fettsdauren synthetisiert werden konnen.
Zweikeimblattrige Pflanzen haben eine prokaryontische Acetyl-CoA-Carboxylase,
daher sind sie duBerst unempfindlich gegen diese Wirkstoffe.25 Aus historischen
Griinden sei noch das 2,4,5-T, (2,4,5-Trichlorphenoxyessigsaure) erwahnt, dass auch
in einer Tabelle bei Moody, 1994 als PP angefiihrt wird52 und einschlagig bekannt als
Formulierung mit 2,4—D unter der Bezeichnung Agent Orange als Entlaubungsmittel

im Vietnamkrieg von der United States Air Force groBflachig verspriiht wurde.10

Sowohl der Lipidsenker Clofibrat 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionat,
ein Clofibrinsdurederivat wird nach Resorption als Ester, hier als ein
klassischer Prodrugé® schnell gespalten, so dass im Blut vorwiegend 4-
Chlorphenoxy-isobuttersaure, (,Clofibratsiaure®), die starke Bindung an
Plasmaeiweile zeigt, vorliegt.42 So wie das Wuchsstoffherbizid MCPA im
Experiment bei Tieren gleichsam auch lipidsenkende Wirkung zeigt, und
tatsachlich auch die Triglyceride senkt, so zeigen auf der anderen Seite der
klassische Lipidsenker Clofibrat u. die Clofibrinsaure wachstumsregulierende
Eigenschaften bei Pflanzen.0 Stotzer schreibt, dass es seit Jahren eine Reihe
von ,Modellsubstanzen® in der experimentellen Krebsforschung gibt, mit
deren Hilfe sich Pankreaskarzinome induzieren lassen. Bei den Medikamenten
ist Clofibrat solch eine Modellsubstanz.®9  Eine ahnliche strukturelle
Homologie von Wirkstoffen die sowohl als Arzneimittel als eben auch als
Herbizide in der Landwirtschaft Verwendung finden, ist die Gruppe der
verschiedenen Generationen der Sulfonylharnstoffe, die als
kaliumkanalblockierende Typ II Antidiabetika mit hoher
Plasmaeiweissbindung eingesetzt werden bzw. wurden, unter anderem mit der
Nebenwirkung einer nicht erwiinschten Gewichtszunahme.4© Aber erst die

moderneren Insulinsensitizer, Glitazone haben wieder Affinitat zu PPARs,
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genauer gesagt zu den NHR bzw. Kernrezeptoren der Untergruppe NR1C3, zu
denen die PPARy ja gezdhlt werden. Glitazone (Pioglitazon, Rosiglitazon)
stimulieren den PPARy, der dann zusammen mit anderen Proteinen als
Transkriptionsfaktor-Komplex wirkt. Die Produktion des Glucosetransporters
GLUT-4 wird unter anderem dadurch induziert.l? Glitazone induzieren auch
die Differenzierung von Priaadipozyten zu Adipozyten. Die Aufnahme freier
Fettsduren in die Zelle wird gefordert, freie Fettsdauren im Blut gesenkt. Eine
Umverteilung des Fettgewebes wird eingeleitet, quasi wird aus dem Apfeltyp
ein Birnentyp. Die stoffwechselaktiven, viszeralen Fettspeicher bei Typ-2-
Diabetikern nehmen ab, wahrend das subkutane Fettgewebe zunimmt. Die
Insulinresistenz wird vermindert.4° Dies zeigt welche Bedeutung PPARs auch

bei der Korperfettverteilung besitzen.

Weiters bekannte PPs sind Holzschutzmittel wie Chlorphenole, Insektizide wie das
Pyrethroid Dimethrin, das allseits bekannte Aspirin, Weichmacher wie
Bis(2ethylhexyl)phthalat (DEHP), das Losungs- bzw. Entfettungsmittel
Perchlorethylen.  Erdolprodukte  (Schmierdle, organische  Losungsmittel),
Valproinsaure (valproic acid) (Di-n-Propyl-Essigsdure) ein urspriinglich als inertes
Losungsmittel entwickeltes Antiepileptikum,39 Sorbinsdure (sorbic acid) E 200,
E202 (2,4-Hexadiensiaure). Diese Fettsaure besitzt zwei zueinander konjugierte
Doppelbindungen, eines der am haufigsten in Lebensmitteln verwendeten
Konservierungsmittel.’¢ Die erwahnten PPs stehen beispielhaft fiir eine Vielzahl

solcher regulatorisch wirkender Stoffe.

Immer wieder finden sich in der Literatur, wie bei Halliwell und Gutteridge in Free
Radicals in Biology and Medicine gemeinsame Nennungen von den Wirkstoffen, wie
Trichlorethylen (Losungsmittel), Clofibrat und Weichmachern (Phtalatderivate) und
die auch schon erwiahnten Phenoxyessigsaureherbizide wie 2,4-D. Gemeinsam ist
ihnen, dass sie zu einer VergroBerung der Leber fithren und sowohl Anzahl als auch

Gleichgewicht der Enzymaktivitaten in der Peroxisomen verandern.22

Auch Wallace machte die Beobachtung, dass Peroxisomale Proliferation und

oxidative DNA-Schadigung assoziiert sind mit der Hepatokarzinogenese.76
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Abb. 2.3: Ein Modell iiber die Rolle der PPARa in der Karzinogenese induziert durch
Peroxisomale Proliferatoren PPs.57

Im Tierversuch an n=24 Ratten wurde die Riickbildung einer Clofibrat — induzierten
Peroxisomenproliferation untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass im Vergleich zur
Kontrollgruppe bei den mit Clofibrat gefiitterten Tieren, eine 45%ige Zunahme des
absoluten und relativen Lebergewichtes zu verzeichnen war, aufgrund der
Verdreifachung der hepatischen Peroxisomenanzahl am Cytoplasmavolumen. Am
dritten Tag nach Absetzen des Clofibrats lag der Mittelwert des Lebergewichts bei
den Versuchstieren noch um 38% iiber jenen der Kontrolltiere.2” Bereits vor beinahe
30 Jahren konnte festgestellt werden, dass peroxisomale Proliferatoren zu einer
signifikanten Erhohung des Lebergewichtes fiihren, und dass nach Absetzen des
Liganden primiar der Abbau der proliferierten Peroxisomen durch zelluldre
Autophagie erfolgt.2? Peroxisomale Proliferation ist durchwegs mit Hepatomegalie
(LebervergroBerung) assoziiert, welche sowohl auf eine Hypertrophie, eine
Volumenzunahme der Hepatozyten, als auch auf Hyperplasie, einer Erhohung der

Anzahl der Zellen zuriickzufiihren ist.

Man kann davon ausgehen, dass PPs in der Lage sind, zellulare DNA-Schadigungen
zu induzieren.7® Das leicht messbare 8-OHdG, 8 — Hydroxydeoxyguanosin, wurde in
vielen Studien iiber PPs als Biomarker, bzw. Indikator fiir oxidative DNA-

Schadigung und oxidativen Stress herangezogen.

Eine verbliiffende Beobachtung ist, dass mitochondriale Anderungen (Anzahl,
AusmaB der DNA-Schiadigung) insgesamt an PP induzierten DNA-

Veranderungen ausschlaggebend beteiligt und eingebunden sind. (Wallace,

1997)

Wie bereits erwiahnt, haben Beobachtungen gezeigt, dass Peroxisomen eine

wichtige Funktion beim Abbau bestimmter Umweltgifte haben.
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Untersuchungen von Fahimi und Baumgart8” haben gezeigt, dass bestimmte
Umweltgifte, die als PPs wirken, zu einer starken Vermehrung der
Peroxisomen in den Verdauungsdriisen von Meeresmuscheln fiihren. Die
Bedeutung der Peroxisomenproliferation als Bioindikator fiir die

Meeresverschmutzung wurde angedacht.8”

Peroxisome
Proliferator

NUCLEUS

i PEROXISOME
PPAR Transcription

of Peroxisomal [
S Breakdown of Fats
Oxidation Enzymes & Production of

W Oxygen Free Radicals

MUTATION OF DNA

EXPRESSION OF MUTATIONS AND
CREATION OF A CANCEROUS CELL

Abb. 2.4: PPARa als Mediator von oxidativem Stress. PPARa als Bestandteil der klassischen
oxidativen Stress Hypothese, einschlieflich seiner Rolle als Transkriptionsregulator der
peroxisomenspezifischen f-Oxidationsenzyme.2

2.2.1 Peroxisom — Proliferator — aktivierte Rezeptoren PPARs

PPARs sind Transkriptionsfaktoren, die zur Familie der nukledren
Hormonrezeptoren (NHR) zdhlen, wobei die PPARs zur Unterfamilie NR1C gehoren.
Die Bezeichnung NHR und NR82 wird synonym, je nach Autor verwendet. PPARs
umfassen insgesamt 48 humane ligandeninduzierbare Transkriptionsfaktoren, die
durch Steroide und Lipidmetaboliten regulierbar sind. Drei verschiedene PPAR Gene
fiir PPARa, PPARf auch genannt PPARS und PPARy, konnten in allen Metazoen
(Vielzellern) identifiziert und zugeordnet werden. PPARs sind funktionell an der
Adipocytendifferenzierung, Fettspeicherung und der Glukosehomoostase des
Fettgewebes, des Gehirns, der Plazenta und der Haut beteiligt. Sie sind gut
untersucht in Bezug auf ihre physiologischen und pathophysiologischen
Auswirkungen, und spielen aber eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von
verschiedenen Storungen des zentralen Nervensystems, wie Multiple Sklerose,

amyotrophe Lateralerkrankung, Morbus Alzheimer und Parkinson.4
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Phytansiure und Pristansiaure (Metabolit der Phytansiaure) sind
natiirlich vorkommende Liganden fiir PPARa und RXR (Retinoid — X —
Rezeptor). Phytansidure bindet mit sehr hoher Affinitat an die PPARa
und induziert die Expression von gencodierenden Enzymen der

Fettsaureoxidation in Peroxisomen und Mitochondrien.438

Ernahrungsabhiangiges Zellwachstum, sowie Differenzierung, und die Regulation der
Expression bestimmter Gene durch Stimulierung bzw. Aktivierung von PPARa und
PPAR- Isoformen ist in der Fachliteratur mehrfach belegt worden.2.62 Wahrend viele
dieser Effekte vorteilhaft fiir die menschliche Gesundheit sind, werden Nahrungsfette
anscheinend dann zum Problem, wenn Menschen bzw. Tiere einen zu hohen Anteil
an Fett und/oder einen unverhaltnismaBig hohen Anteil von gesittigten Fettsauren
oder PUFAS an der Nahrung verzehren. Eine Vielzahl von epidemiologischen,
klinischen Studien und Tierversuchen untersuchten den Zusammenhang von
Nahrungsfett mit dem Beginn und Verlauf von chronischen Erkrankungen, wie
Brust-, Colon- und Prostatakrebs, koronare Herzerkrankungen, Insulinresistenz,

Bluthochdruck und Ubergewicht.>

Vereinfacht zusammengefasst kann gesagt werden, dass in vivo und in Zellkulturen
bestatigt ist, dass Nahrungsfette die Zellfunktionen verandern. Beispielsweise
verursachen  gesteigerte  zellulire  Fettsdurekonzentration eine  hohere
Fettsdureoxidation (sowohl mitochondrial, als auch peroxisomal), und eine
verminderte Glucoseaufnahme und Glykolyse und begiinstigen die Glukoneogenese.
Moglicherweise konnte es sich dabei um die ,Basis“ fiir fettsdureninduzierte
Insulinresistenz in Muskeln und Leber handeln.2 Peroxisomen reagieren somit auf
diatetische und hormonelle Einfliisse. Erndhrungsformen mit hohem Fettanteil,
insbesondere mit langkettigen Fettsduren und Cholesterin, Tocopherolmangel und
Thyreoidhormone verursachen einen moderaten Anstieg sowohl des hepatischen

Peroxisomengehalts als auch dem Anteil hepatischer peroxisomaler Enzyme.52

Bemerkenswert ist, dass VLCFAs, PUFAs und Eicosanoide natiirliche
Aktivatoren der PPARa sind48, aber auch hydroxyliertes Sojabohnenol und

konjugierte Linolsaure.62

Heim et al. konnten 2002 bei Ratten zeigen, dass Phytansaure iiber mehrere PPAR-

Isoformen die Expression von Genen moduliert, die mit dem Glucosemetabolismus
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im Zusammenhang stehen, damit spielt die Phytansdure moglicherweise eine Rolle in

der Regelung der Insulinresistenz.24

12-0H-DDA

Phytanic Acid

Oleic Acid

ACTIVATOR

Palmitic Acid

CFA

FOLD MAXIMUM RESPONSE

Abb.2.5: Ausgewihlte Fettsduren als Aktivatoren von PPARa. Die Fettsduren wie die 12-
Hydroxylaurinsaure (12-OH-Dodecansaure, 12-OH-DDA) Phytansdure (3,7,11,15-
Tetramethylhexadecansidure(C20)), Olsdure (C18:1), Palmitinsdure (C16:0), zusammen mit dem
klassischen PP, Clofibratmetaboliten Clofibric acid CFA (Clofibrinsdure, 2-(4-Chlorphenoxy)-2-
methylpropansiure).2

Olsiurereiche Quellen sind Olivensl, Mandeldl, Erdnussol, Kérper- und Milchfette
von Landtieren, und Fischtran. Palmitinsaure findet sich ebenfalls in grofen Mengen

in Korper- und Milchfetten von Landtieren.1¢

Die Wichtigkeit von PPARa  in ihrer Gesamtheit in der Glucose- und
Fettsaurehomoostase konnte mithilfe von PPARa -/- defizienten Mausen gezeigt
werden, ihnen fehlte die Fahigkeit, bei Ernahrungsrestriktion ihre Fettsaureoxidation
zu erhohen und sie entwickelten einen Diabetes Typ II, erhohte Triglyceridwerte im

Blut, Steatosis hepatis und Hyperglykamie.3¢

Die essentielle Rolle der PPARa in der Lipidoxidation wurde dadurch
unterstrichen, dass bei Hyperglykimie die PPARa —Genexpression
unterdriickt wird, und die Expression von PPARYy induziert wird, ein Anstieg
von Lipiden in [B-Zellen und Kardiomyozyten sowie Apoptose festgestellt
werden konnte.3¢ Als eine Antwort bzw. Reaktion auf PPARy-Aktivierung wird
Adiponektin, ein Peptidhormon mit insulinsensitivierendem Effekt, von den
Adipocyten exprimiert. Die im Zusammenhang mit Ubergewicht und Diabetes
stehende Insulinresistenz  fiihrt zu einer Downregulierung der

Adiponektinrezeptoren in Skelettmuskulatur und Leber. Serum-
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Adiponektinspiegel stehen in inverser Wechselbeziehung zum BMI und
Leberfettgehalt, und deuten moglicherweise auf eine inhibierende Wirkung auf

Ubergewicht und Steatosis hepatis hin.

Rekombinantes Adiponektin verbessert im Mausmodell Ubergewicht und Typ
2 Diabetes. Insulinsensitivierende Effekte konnten sich ergeben durch
Fettsaureoxidation in der Muskulatur und erniedrigtem Fettsauretransport in
die Leber und in einem Riickgang der Anreicherung von Triglyceriden sowohl
in den Muskeln als auch in der Leber. Leptin ist ein Peptidhormon, welches
von reifen Adipozyten sezerniert wird und am Hypothalamus wirkt. Es dient
gleichsam als Signal des Energiebedarfes. Es wird im Verhailtnis zum
Fettgewebeanteil produziert und wirkt gilinstig bei Patienten mit schwerer
Lipodystrophie auf Insulinresistenz und Steatosis hepatis. Leptinspiegel im
Serum sind bei NASH (Non alcoholic steatohepatosis) erhoht. Im Unterschied
zu Leptin und Adiponektin die ausschlieBlich von den Adipozyten produziert
werden, stammen andere Adipokine, wie der TNF-alpha, ein Zytokin,
groBtenteils von den Makrophagen des Fettgewebes. Bei adiposen Personen
werden infolge der Makrophageninfiltration ins Fettgewebe erhohte TNF-
alpha-Spiegel gemessen, welche durch Uberexpression bedingt durch die

vergroBerten Adipozyten freigesetzt werden.84

Fatty Acids,
TNF-a e
htarialing Lysophospholipids
TGF B Lactatg
IGF-1 FGF,EGF Adenosine

IGFBP Prostaglandins

Bone Morphogenic

Protein
Unknown Factors

Resistin /

Agouti protein

Adipsin
ie T PAI
\ Ty Leptin
Adiponectin ASP
ANG-lIl «——» Angiotensin

Abb.2.6: Uberblick iiber ausgewihlte Proteine und metabolische Faktoren, die indirekt
durch Vorhandensein der Adipocyten sezerniert werden. Beispielsweise TNFa, er wird
durch ins Fettgewebe eingewanderte Makrophagen freigesetzt.3¢
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Neben der Einbindung in zelluldre Prozesse des Lipid — und Lipoproteinstoffwechsels
konnte eine PPARa — Aktivierung auch bei Apoptose und der Entziindungsantwort

beobachtet werden.62

Aktivierte PPARa konnten die cytokininduzierte Aktivierung von zahlreichen
Entziindungsgenen, wie das vascular cell adhesion moleculer VCAM 1,
Cyclooxygenase-2 und Interleukin-6 unterdriicken, durch beeintrachtigendes
Eingreifen in die Transkriptionsaktivitit des NF-kB (nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells). PPARa induzieren die IkBa
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha, hemmt NF-kB) - Expression in humanen Aortamuskelzellen und in

humanen Hepatocyten.62

Auch in der metabolischen Adaption bei Nahrungskarenz spielt der Rezeptor PPARa
durch Induzieren von Genen der Fettsaurenoxidation und der Ketogenese eine

essentielle Rolle.6

2.3 Metabolismus von Phytansiure im menschlichen Korper

2.3.1  Aufnahme iiber die Nahrung

Wie bereits in Kapitel 1 angefiihrt, liegt der Anteil der Phytansaure in Lebensmitteln
insgesamt bei 0,5 bis 4 %, und bei 100-500mg/100g Lipiden72. Dieser Gehalt in
Lebensmitteln ist vergleichbar mit Gehalten an konjugierter Linolsdure oder dem

Gehalt an trans-Fettsauren.85

Der durchschnittliche Phytansaure-Serumgehalt beim Menschen betragt 0,16 —
0,21mg/100ml. Bei der Refsumschen Krankheit steigt die Konzentration auf iiber

50mg/100ml.43
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2.3.2 Resorption

Die Kettenlinge der Fettsauren bestimmen in hohem MaBe Verdauung und
Resorption der Fette. Triglyceride, welche langkettige Fettsduren enthalten werden
bekanntermaBen als LCT (long chain triglycerides) bezeichnet. Die Fette
mittelkettiger Fettsduren fiihren die englische Bezeichnung MCT (middle chain
triglycerides). Die mit der Nahrung aufgenommenen und von Gallenfliissigkeit und
Pankreassaft hydrolysierten Spaltprodukten, werden vom Darmschleimhautepithel,
welches aus Mikrovilli tragenden Enterocyten besteht, resorbiert. MCT werden im
Darmlumen sowohl schnell hydrolysiert, als auch deren Spaltprodukte im Diinndarm
rasch resorbiert. Die Resorption im Diinndarm erfolgt im Vergleich zu den LCT-
Spaltprodukten ebenfalls rasch. Bekanntlich sind die Spaltprodukte, Mono-, in
geringerem MaBe Diglyceride, die freiwerdenden Fettsduren, und der dreiwertige
Alkohol Glycerin. Da kurz- u. v. a. mittelkettige Fettsduren in der Mucosa nicht
reverestert werden und im Blut direkt an Albumin gebunden werden, sind sie sowohl
bei Fettresorptionsstorungen als auch bei evtl. eingeschrankter Lipaseaktivitiat sowie
bei exokriner Pankreasinsuffizienz, welche sich durch Steatorrhoe manifestieren

kann, indiziert.60

Die Resorption von Spaltprodukten langkettiger Fette, deren Fettsiuren eine
Kettenlange von mehr als 12 C- Atomen aufweist, bedingt die Bildung von Micellen.
Diese bilden sich liberwiegend aus Gallensalzen und Monoglyceriden. Abgesehen von
den Gallensalzen, die im Darmlumen verbleiben, werden die sonstigen Bestandteile
in die Mucosazelle eingeschleust. Mittels Koppelung an ein wasserlosliches
Tragerprotein, FABP (fatty acid binding protein), dass eine hohere Affinitat zu
ungesattigten als zu gesattigten Fettsauren besitzt, erfolgt der Transport in der
Darmschleimhautzelle. Intrazelluldre Lipasen bauen hier Mono- und Diglyceride so
weit ab, bis nur noch freie Fettsduren und der dreiwertige Alkohol iibrigbleiben. Nur
jene Fettsduren, die eine Kettenlinge von mehr als zehn Kohlenstoffatomen
aufweisen, also LCFA, werden zu Triglyceriden reverestert. Diese Triglyceride werden
in Form von Lipoproteinpartikeln, den Chylomikronen34 an die Lymphe abgegeben.
MCFA passieren ohne Verdnderung die Zellen und werden ins Pfortaderblut
abgegeben. Anzunehmen ist, dass auch die Phytansiure mit ihrer Kohlenstoffkette
von 16 C-Atomen, an denen noch 4 Methylgruppen als Verzweigungen substituiert
sind, neben unverzweigten langkettigen Fettsauren stufenweise iiber Mono- und

Diglyceride bis zum vollstindigen Triglycerid in den Ablauf der Reveresterung
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eingebunden ist. Die Reveresterung in den Enterozyten wird von den Microsomen,
die Fragmente des endoplasmatischen Retikulums darstellen, mittels spezifischer
Enzyme vorgenommen. Es besteht auch die Moglichkeit, dass Glycerin aus der

Triglyceridhydrolyse zur Reveresterung herangezogen wird.

2.3.3 Transport

Phytansdure wird zu 65% im Plasma von Patienten mit Refsumsyndrom an LDL,
HDL und VLDL gebunden.?9 Natiirlich stellt sich die Frage, ob es beim kranken im
Vergleich zum gesunden Menschen, eine Verschiebung der Phytansauregehalte in

den einzelnen Transportpartikeln gibt.

Patienten mit dem Refsumsyndrom akkumulieren signifikante Mengen Phytansaure
in Korperfett und Nervengewebe. Mithilfe einer geeigneten phytansaurearmen, bzw.
freien Diat ist diese Speicherung reversibel. Der Transportmechanismus dieser
Fettsaure ist noch nicht vollstandig geklart. Wierzbicki et al. untersuchten 1999 bei 11
Patienten mit Refsumsyndrom und 9 nichterkrankten Geschwistern die Verteilung
der Phytansdure in den verschiedenen Lipoproteinfraktionen. Die gesamte
Plasmaphytansaure war verteilt auf VLDL (16.2% +/- 12.2%), IDL (1.77% +/- 1.64%),
LDL (34.8% +/- 12.6%) und HDL (14.3% +/- 7.87%). 79

Ein schwacher, nicht signifikanter Zusammenhang konnte zwischen der partiellen
Verteilung von Phytansdure und VLDL Triglyceriden (r = 0.35; p = 0.12),
Phytansaure und dem Plasma HDL-Cholesterin (r = 0.32; p = 0.16) und zwischen
Phytansaure und der LDL:HDL — Cholesterin ratio (r = 0.33; p = 0.14) beobachtet
werden. Eine signifikante Korrelation der partiellen Verteilung von Phytansaure
konnte mit dem Apolipoprotein B: Apolipoprotein A1 Verhaltnis (r = 0.46; p = 0.03),
aber auch mit dem Apolipoprotein B: Apolipoprotein A1 Verhiltnis in HDL1 (r =

0.53; p = 0.01) verzeichnet werden.

Dies deutet darauf hin, dass die Aufnahme und Abgabe von Phytansaure in und aus
dem Plasma im Zusammenhang steht mit dem Hin- und Riicktransport von
Cholesterin in Lipoproteinpartikeln, aber kaum mit Plasmacholesterin und
Triglyceriden. Diese Verhaltniswerte bezogen auf die Apolipoproteinpartikel spielen
moglicherweise  eine  signifikante @ Rolle in  der  Ermittlung  der

Phytansiureeliminierungsrate bei Patienten mit dem Refsumsyndrom.79
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Moglicherweise liegt hier eine groBere Bedeutung vergraben, seit vielen Jahren
wird auf die  Schadlichkeit des Cholesterins (wobei es
selbstverstandlicherweise fiir die Bildung der Gallensiauren, Hormone, usw.
essentiell ist und beispielsweise auch fiir die Gedachtnisleistung wichtig ist)
verwiesen. Die Phytansaure blieb bis dato vollkommen unerwahnt, da diese
beiden aber offensichtlich, was den Transport betrifft, im Zusammenhang
stehen, konnte es sein, dass die Phytansaure gleichsam als blinder Passagier in
der Wissenschaft bis heute gut unterwegs war und ihren hydrophilen Kopf vor

einer genaueren Beobachtung offensichtlich immer einziehen konnte.

Klassische genetische Disposition, aber auch Einfliisse, die epigenetische Wirkungen
zeigen, wie zB.: Hypomethylierung von CpG-Dinukleotiden im Redoxenzympromotor
p66Shc (bedeutet hier konkret, dass die epigenetische Hochregulation von p66Shec,
eine LDL-Cholesterininduzierte Endothelzelldysfunktion bewirkt).35s Umweltfaktoren,
Lebensstil, Erndhrung und auch korperliche Aktivitit sind eben maBgeblich an der

Plasmakonzentration der Lipide beim Menschen beteiligt.

Die Plasmakonzentration und Zusammensetzung der Lipoproteine sind von der
Aktivitat verschiedener Enzyme (z.B. der Lipoproteinlipase LPL), der Konzentration
von Apolipoproteinen von der Aktivitit von Rezeptoren, die an der Zelloberflache
sitzen abhéngig, und auch von Rezeptoren die am Zellkern durch geeignete Liganden
aktiviert oder gechemmt werden konnen, wie z.B. die schon beschriebenen PPARa —

Rezeptoren.64

2.3.4 Barrierefunktion des Darmepithels bzw. Barriereproteine

Der Diinndarm ist der hauptsachliche Ort fiir die Verdauung und selektive
Absorption von Nahrstoffen und anderen Nahrungsbestandteilen, die von einer
Gruppe von Transportproteinen und metabolischen Enzymen vermittelt wird, oft
zusammenfassend als ,intestinale Barriereproteine“ bezeichnet. Ein wichtiger

Rezeptor, der die Effekte der Nahrungslipide auf die Genexpression mediiert, ist der
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PPARa, der reichlich in Enterozyten exprimiert wird. Der Diinndarm wird oft groBen

Mengen PPARa — Agonisten iiber die Nahrung ausgesetzt.

In dieser Studie wurde die Wirkung der sofort einsetzenden Aktivierung der PPARa
auf die Expression von Genen untersucht, die intestinale Barriereproteine codieren,

namlich von Transporter und Phasel/II Metabolismus Genen.

Genexpressionsanalysen wurden an Wildtyp- und PPARa- Null-Mausestimmen
vorgenommen, Verwendung fanden Triglyceride aus identischen Fettsauren. Als
Standard diente der bekannte, synthetische PPARa Agonist WY14643. 6 Stunden
nach Aktivierung durch WY14643 identifizierten Bosch et al. 74 PPARa — abhéangige
Barrieregene. Dabei aktivierte die EPA die Expression von 46, die DHA von 41 und
die OA von 19 Genen, wobei sich deutliche Uberschneidungen von EPA, DHA mit
WY14643 regulierten Genen zeigten und geringere Uberschneidungen zwischen OA
und WY14643 regulierten Genen. Aus den vorliegenden Daten lasst sich der Schluss
ziehen, dass es zu einer nihrstoffaktivierten PPARa — abhingigen Regelung bzw.
Expression von Barrieregenen, und folglich von Transport und Phase I/II

Metabolismus Enzymen kommt.70

Allgemein sei hier erwahnt, dass Biotransformationsreaktionen insbesonders
in der Pharmakologie eben in zwei Phasen unterteilt werden und diese
benannt werden als: Phase-1-Reaktionen, sie fitlhren =zu einer
Strukturveranderung des Pharmakons, z.B. Oxidation (auch die Reaktion
beispielsweise, die Ethanol mittels Alkoholdehydrogenase zu Acetaldehyd
oxidiert gehort hierher) weiters Reduktion und hydrolytische Spaltung. Die
wichtigsten Phase-I-Enzyme sind Cytochrom-P450-Monooxigenasen. Die
Biosynthese von Steroidhormonen, Prostaglandinen oder Leukotrienen wird
von Cytochrom-P450-Enzymen katalysiert.”? Phase-2-Reaktionen sind

Koppelungsreaktionen wie die Anbindung von Glucuronsaure.42

Diese beiden Enzymgruppen sind involviert in die Fettsiureoxidation in den
Cholesterin-, Glucose- und Aminosauretransport und —Metabolismus, in die
intestinale Darmmotilitdt und in die Abwehr von oxidativem Stress. Demzufolge lasst

sich die Rolle von Nahrungsfett auf die Barrierefunktion des Darms besser verstehen
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und unterstreicht die Wichtigkeit von PPARa als Faktor in der Kontrolle dieser

Schliisselfunktion.14.70

Hier drangt sich die Frage auf, wie viele und welche Gene die Phytansaure, nachdem
sie iiber die Nahrung aufgenommen wurde, PPARa abhingig aktiviert. Insbesondere
in welche metabolischen Prozesse und Steuerungen sie dadurch in ,PPARa —
reichen® Organen, wie Nieren, Herz, Diinndarm und Leber eingebunden ist. Und
natiirlich welche Konsequenzen sich daraus ergeben bzw. ob sich nennenswerte
Folgen aus den aus der Nahrung durchschnittlich aufgenommenen Mengen

Phytansdure zeigen.

Human PPARx
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Abb.2.7: Expression levels of PPARa in various human tissues”°

2.3.5 Der Abbau der Phytansidure im Menschen

Aufgrund der Methylgruppe am C3-Atom in der Kohlenstoffkette ist die Bildung des
Zwischenproduktes 3-Ketoacyl-CoA nicht méglich. Demzufolge kann die Phytansiaure
nicht durch B-Oxidation abgebaut werden, welche eigentlich der normale Weg ist
Fettsauren stufenweise abzubauen. Um dieses Hindernis zu iiberwinden, beginnt der

Start mit der a-Oxidation:

Die 3-Methyl-verzweigtkettige Fettsaure Phytansaure (C.oH400-) wird an Coenzym
A gebunden, um sie zu aktivieren. Die Einschleusung des cytosolisch lokalisierten

Acyl-CoA in die Peroxisomen ist nicht (wie in den Mitochondrien) Carnitin-abhangig,
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sondern wird von einem spezifischen Transportprotein katalysiert, dem

Adrenoleukodystrophie-Protein ALDP.46

Die Adrenoleukodystrophie, die am lingsten bekannte und am besten
charakterisierte und haufigste peroxisomale Erkrankung, die mit einer
Inzidenz von 1:20 000 bis 1: 100 000 Geburten auftritt, beruht auf einem
Defekt des ALD-Proteins, ist gekennzeichnet durch schwere Schiaden der
Myelinscheiden der Nerven und ist allgemein bekannt geworden durch den

Film , Lorenzos Q1. 87

Von der gleichsam stets verfiigharen Energieeinheit ATP wird Pyrophosphat
abgespalten, um Energie fiir die Bildung des Thioesters Phytanoyl-CoA zu liefern.

In einem weiteren Schritt wird das 3-Methyl-Acyl-CoA in Position 2 hydroxyliert,
mittels einer Dioxygenase (Cofaktoren: molekularer O., Eisen, 2-Oxoglutarat —
Ascorbat, ATP/GTP, CoA und Mgz2+). Dieses 2-Phytanyol-CoA — Hydroxylase PAHX
beinhaltet ein PTS2 Signal in der peroxisomalen Matrix. Das Produkt der PAHX
katalysierten Reaktion ist ein 2-Hydroxyphytanoyl-CoA.

Das 2-Hydroxy-3-methylacyl-CoA wird anschlieBend in der peroxisomalen Matrix
durch die 2-Hydroxyphytanoyl-CoA-Lyase, die TPP als Cofaktor benotigt, geteilt.
Produkte dieser Reaktion sind Formyl-CoA und das 2-Methyl-verzweigtkettige
Fettsduren Aldehyd Pristanal. Pristanal wird zu der 2-Methyl-verzweigtkettigen FS
Pristansaure (2,6,10,14 — Tetramethylpentadekansaure, CioH330.) dehydriert, von
einer NAD+ - abhangigen Aldehyd-Dehydrogenase aus der peroxisomalen Matrix.
Die e- dabei werden direkt an O. weitergegeben, sodass H.O. entsteht. Dieses wird

sofort durch die Katalase in H.O und O. gespalten.15

Die a-Oxidation entfernt hier also einen C1i-Rest, beginnt mit einer Hydroxylierung,

erfordert kein Coenzym A und erzeugt auch kein ATP.38.58

Die Pristansaure kann nun mithilfe von Coenzym A zu einem Thioester, dem Acyl-
CoA aktiviert werden, und dieser kann schlieBlich die peroxisomale f — Oxidation
durchlaufen. Im Gegensatz zur mitochondrialen B — Oxidation verlauft die
peroxisomale nur iiber zwei bis maximal fiinf Zyklen, sie dient moglicherweise eher
der Verkiirzung von langkettigen Fettsauren als der vollstandigen Oxidation.4¢ Das
Formyl-CoA wird schlieBlich im Peroxisom hauptsachlich enzymatisch zu Formiat

(Ameisensiaurenanion) hydrolysiert und zu CO- im Cytosol abgebaut.32
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Wihrend ihrer Forschungstatigkeiten iiber die a-Oxidation von 3-methyl-
verzweigtkettigen Fettsduren konnten Casteels et al. von der medizinischen
Fakultat der Universitiat in Leuven, Belgien, ein bis dahin neues Enzym
entdecken, die 2-Hydroxyphytanoyl-CoA Lyase, welche den dritten Schritt des
vorgeschlagenen Stoffwechselweges katalysiert und eine Abhangigkeit von

Thiamin zeigt.32

Der Hauptmetabolit der Phytansiaure ist die Pristansaure, die normalerweise mit
ihrem Vorlaufermetaboliten Phytansaure in der Nahrung und in humanem Gewebe

vorkommt. Pristansiure tendiert zu 3-4-fach niedrigeren Gehalten als Phytansdure.”2
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Abb.2.8: Die a — Oxidation der Phytansidure. Die Refsumsche Erkrankung wird
verursacht durch einen Defekt der Phytanoyl-CoA-Hydroxylase6s
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Eine Abbaustorung der Phytansaure liegt bei der sogenannten Refsumerkrankung
vor, die mit einer Inzidenz von 1: 106 — 107 auftritt. Menschen, bei denen genetisch
(autosomal rezessiv vererbt) ein Phytanoyl-CoA Hydroxylase Mangel vorliegt, ist der
Abbau von Phytansdure zur Pristansaure nicht moglich. Dies hat zur Folge, dass
Phytansaure in Blut und Geweben akkumuliert. Die Erndhrungstherapie der
Refsumpatienten hat zum Ziel phytansidurehaltige Lebensmittel zu meiden, die
Phytansdaureaufnahme sollte auf 10mg/d abgesenkt werden (diese Menge ist in ca.
100 — 200ml homogenisierter Vollmilch enthalten72). Die Phytansidure kann fiir
Ernahrungswissenschaftler insofern von Interesse sein, da die unbehandelte
Erkrankung aufgrund der pathologischen Akkumulation einen dramatischen Verlauf
nimmt, und sich die Frage stellt, ob eventuell auch fiir gesunde Personen
phytanreiche Kost, in groBeren Mengen genossen, zu gesundheitlichen Problemen

fithren konnte.
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3 Gesundheitliche Relevanz der Phytansdure in der

Erndhrung

3.1 Das Refsumsyndrom

Der norwegische Arzt Sigvald Refsum (1907-1991), nach dem die klassische Form
dieser Erkrankung benannt ist, hat das Syndrom 1945 bei zwei norwegischen
Familien beschrieben. Schon vorher, im Jahre 1939, erkannte Thiebaut et al. diese
Krankheitszeichen als ein Erbleiden. Refsum selbst wihlte 1945 den lateinischen
Begriff Heredopthia Atactica Polyneuritiformis als Beschreibung fiir diesen

Krankheitszustand.1:65

Die Systematische Einordnung des Refsum-Syndroms: Heredopathia atactica
polyneuritiformis, hereditire motorische und sensible Neuropathie Typ IV, wie diese
Erkrankung synonym noch bezeichnet wird®® findet ihre systematische Einordnung
in den Polyneuropathien und sonstigen Krankheiten des peripheren Nervensystems
(G60-G64).

3.1.1 Polyneuropathien

Allgemein imponieren Polyneuropathien (PNP) durch eine systemische Schadigung
peripherer Nerven. Bis auf wenige Ausnahmen beginnen dieses Erkrankungen distal-
symmetrisch und wandern langsam eben von der Peripherie zur Korpermitte hin,
wobei die lingsten Nerven, also die Aste des N. ischiadicus als erste betroffen sind.
Die weltweit haufigste Ursache ist iiberraschenderweise die Lepra. Bei uns, in den
westlichen Industrielandern, machen allerdings Diabetes und Alkohol zwei Drittel
aller PNP aus.

Polyneuropathien unterscheiden sich durch erworbene und erblich bedingte Formen.
Eine weitere Einteilung der PNP erfolgt der Ursache der Erkrankung nach, also
atiologisch. Hierzu zahlen unterschiedlichste Ursachen z. B. toxischer Natur: Exogen-
toxisch wie der Alkohol, Losungsmittel, Lacke, Farben etc., oder endogen-toxisch wie
Diabetes oder Uramie. Erwiahnt sei auch, dass Personen, die an Polyneuropathie

erkranken, ursiachlich dadurch auch an Schmerzen leiden konnen. Dieser sog.
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Neuropathische Schmerz kann aufgrund der Liasion im schmerzleitenden System
selbst sich zu einer eigenstindigen Erkrankung entwickeln. Durch die hohe
Pravalenz von Neuropathien in der Bevolkerung, z.B. der diabetischen
Polyneuropathie, sind neuropathische Schmerzen insbesonders durch Erkrankungen
des PNS innerhalb der Gruppe der Polyneuropathien am haufigsten zu beobachten.66
Auch Medikamente konnen die Ursache von PNP sein, ebenso ein Mangel an
Vitaminen, wie Thiamin, Riboflavin, Pyridoxin, Cobalamin, Tocopherol und
Folsaure. Zu den hereditiren Polyneuropathien, die einen eher kleinen Teil der PNP
ausmachen® gehoren die hereditiren motorischen und sensiblen Neuropathien
HSMN Typen I-IV. Auch Infektionskrankheiten wie Borreliose, HIV oder Diphtherie
konnen pathogenetisch eine PNP hervorrufen. Weitere PNP konnen durch
GefaBerkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder paraneoplastische

Erkrankungen, wie beispielsweise Karzinome oder Sarkome bedingt sein.

Liegen der Einteilung pathologisch-anatomische Kriterien der primar betroffenen
Struktur des Nervs zugrunde, ist also primar das Axon geschadigt spricht man von

einer

1. axonalen PNP (z.B. alkoholbedingt, diverse toxische Substanzen, die schon
erwahnten Neoplasmen, wie Karzinome und Sarkome). Sind andererseits
priméar die Myelinscheiden geschidigt handelt es sich um eine

2. demyelinisierende Neuropathie, wo neben anderen auch der Morbus Refsum

dazugehort, Diabetes und metabolische Erkrankungen von Leber und Niere9

Es werden 7 klinische Formen von hereditaren und idiopathischen Polyneuropathien
unterschieden, vom Typ HMSN I-VII. Diese werden beinahe immer autosomal
dominant oder -rezessiv vererbt. Bis auf die HMSN II sind die hereditiaren
Polyneuropathien primar demyelinisierend. Es handelt sich hierbei um einen
chronischen Prozess von De- und Remyelinisierung. Histopathologisch sind
ineinander gewundene multiple Schichten von Schwann-Zell-Fortsiatzen, die von
Bindegewebe getrennt sind und wie Zwiebelschalen aussehen, erkennbar. (Die
verdickten Nerven, wie z.B. beim Morbus Refsum sind mitunter als subkutane
Verdickungen tastbar.) Die Auspragung der Zwiebelschalenformationen sind typisch
fiir die HMSN I, IIT und IV.
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Der Morbus Refsum wird als Typ IV Klassifiziert. (Buchta, 2006) Der Morbus
Refsum, die hereditire motorisch- sensible Neuropathie HMSN IV, (ICD 10: G60.1),
ist eine rezessive Erkrankung mit Ataxie als fakultativem Symptom [ICD-10:G60.]
Noch einmal hervorgehoben, ziahlt er nicht zu den erworbenen, sondern zu den viel
selteneren hereditaren Polyneuropathien, die von manchen AutorInnen auch den
Polyneuropathien bei Stoffwechselstorungen beziehungsweise den Ataxien

zugeordnet werden.44

Ataxien sind nichtfokale (nicht sich von einem Herd ausbreitende)
Erkrankungen des Kleinhirns und seiner Verbindungen, deren Leitsymptom
eben die chronische Ataxie ist. (Im Gegensatz dazu sind fokale oder
multifokale Erkrankungen des Kleinhirns, wie Schlaganfille, Tumore oder MS
und PNP werden nicht zu der Krankheitsgruppe der Ataxien gezahlt, auch
wenn hier Ataxie sich als Hauptsymptom manifestiert. Die Ataxien werden in
erbliche und nichterbliche degenerative oder erworbene symptomatische
Ataxien eingeteilt. In dieser Systematik wird der Morbus Refsum natiirlich in
die erblichen Ataxien (als rezessiv, mit Ataxie als fakultativem Symptom)
eingeordnet. Erwahnenswert im ernahrungswissenschaftlichen
Zusammenhang ist die Ataxie mit isoliertem Vitamin E Defizit, die ebenso zu

dieser Gruppe zahlt.44

3.1.2 Klinik

Was die Genetik betrifft, ist festzustellen, dass Patienten die Mutationen an der
PHYH aufweisen, ein isoliertes Defizit in der a — Oxidation zeigen. Patienten mit
Mutationen im PEXy haben ein Defizit der PHYH, der Alkyl-
dihydroxyacetonphosphat synthase und auch die peroxisomale Thiolase ist

mangelhaft.

Aufgrund der Entdeckung einer 2-methylacylCoA Racemase bei Patienten mit
Retinitis pigmentosa und in der Alters- bzw. spat auftretenden (late-onset sensory
neuropathy) peripheren sensorischen Neuropathie, wird die genetische
Heterogenitiat des Refsumsyndroms sichtbar. Bei diesen Patienten, ist sowohl der
Pristan- als auch der Phytansiaurespiegel erhoht, im Gegensatz zu den klassischen

Refsumsyndrompatienten, wo nur die Phytansaure erhoht ist. Auch in der
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Fachpublikation Magnetic Resonance of Myelination und Myelin Disorders von Van
der Knaap wird hingewiesen, dass PS ausschlieBlich exogenen, also iiber die Nahrung
zugefiihrten Ursprungs ist. Es existiert kein Beweis bzw. Hinweis iiber eine endogene
Synthese.”3 Auch Van der Knaap gibt als Hauptaufnahmequelle Milchprodukte,
Wiederkauerfette und deren —fleisch und bestimmte Fische an. Phytol kann, wie
bereits erwahnt, vom Menschen zu Phytansaure metabolisiert werden, allerdings ist
der iiberwiegende Anteil von Phytol in griinem Gemiise an Chlorophyll gebunden und
nur ein Kkleiner Teil wird resorbiert. Folglich ist der Beitrag von (ungebundenem)
Phytol auf die Plasmphytansaurekonzentration im Menschen klein. In Anbetracht der
hohen Aufnahme und dem Auftreten von Spuren in gesundem menschlichem
Gewebe, muss der katabole Stoffwechselweg, der die Phytansaure eliminiert, sehr
effizient sein. Die Anreicherung groSer Mengen dieser ungewohnlichen Fettsaure in
verschiedenen Geweben und Lipidklassen beim Refsumsyndrom ist wahrscheinlich,
wie schon erwihnt, der Grund fiir eine Serie von sowohl akuten als auch chronischen
Symptomen. PS wird leicht in Phospholipide eingebaut. Es ist wahrscheinlich, dass
der Einbau in die Myelinscheiden zu einer minder stabilen bzw. haltbaren
Myelinstruktur fiithrt. Die Methylverzweigung der PS stort wahrscheinlich die
Verpackung der Kohlenwasserstoffschwinze in der bimolekularen Faltblattstruktur
aufgrund sterischer Hinderung und destabilisiert auf diese Art und Weise das Myelin.
Sobald Phytansdurespiegel einen kritischen Punkt erreichen, erfolgt die
Myelinauflosung. Die Phytansdurespiegel sind im Myelin der peripheren Nerven
hoher als im Myelin des ZNS. Dariiber hinaus setzt die Demyelinisation bzw.
Demyelinierung im Peripheren Nervensystem friiher ein als im ZNS und zeigt einen
schwereren Verlauf. Hier wird natiirlich die interessante Frage aufgeworfen, warum
die Phytansaurekonzentration im Myelin der Myelinscheiden des peripheren
Nervensystems hoher ist als im Myelin des ZNS. Die mogliche Antwort liegt in der
hoheren Turnoverrate des Myelins des peripheren Nervensystems als jenem von
Gehirn und Riickenmark. Dartiber hinaus hat die Tatsache Gewicht, dass die Blut-
Nervenschranke im PNS weniger restriktiv wirkt als die Blut-Hirnschranke des ZNS,
wodurch die PS im PNS einen rascheren Anstieg zeigt als in Gehirn und
Riickenmark. Die Verteilung der Demyelinisierung im ZNS mit vorzugsweiser
Involvierung des Hirnstammes und des Kleinhirnes harrt noch einer schliissigen

Erklarung.
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Beziiglich der Therapie sei nochmals betont, dass es keine Notwendigkeit gibt, Phytol
einzuschranken. Angemerkt sei noch, dass in Phasen von starker
Korpergewichtsreduktion, kataboler Stoffwechsellage oder auch im Zuge fiebriger
Erkaltungen bzw. Infektionen PS aus den Korperspeichern freigesetzt wird und so es
zu einem Anstieg des PS-Serumspiegels kommen kann, ohne nennenswerte Zufuhr
von PS iiber die Nahrung. Die Folgen davon konnen aufgrund erheblicher
Verschlechterungen der neurologischen und myokardialen Situation zum Tod des am

Refsum Syndrom Erkrankten fiihren.73

Die Phytansdureakkumulation erfolgt in groBen Mengen in den Epithelzellen der
distalen Tubuli (convoluted tubuls) und in Mesenchym- und Parenchymzellen der
Leber. Allgemein wurde Phytansdure im Gehirn in bedeutend groSeren Mengen in
der weien Substanz (Substantia alba), die aus Nervenfasern, Gliazellen und
BlutgefiaBen aufgebaut ist, als in der grauen Substanz (Substantia grisea), die
bekanntermaBen aus den Korpern der Nervenzellen und ihren Fortsitzen aufgebaut
ist, detektiert. Wenn auch erhebliche Mengen von PS gemessen werden konnten, so
gab es gleichzeitig keine nennenswerten Anderungen beim Gesamtfettgehalt zu
verzeichnen. Analysen der Lipidzusammensetzung des ZNS machen deutlich, dass
das Verhiltnis der iibrigen Lipide nahezu normal ist. PS ist eher in Cholin-
phosphoglyceriden als in anderen Phosphoglyceriden zu finden. Die PS akkumuliert
vor allem im Myelin und wird eben dort in hoheren Konzentrationen in den schon
erwahnten Cholinphosphoglyceriden gefunden.73 Das Verhiltnis der PS im Myelin
der peripheren Nerven ist sogar hoher. In verschiedenen Organen ausgenommen
vom NS finden sich Akkumulationen von Neutralfetten, insbesondere in der Leber
und in der Milz. Ein groBer Anteil der Fettsiuren, die in Cholesterinestern und
Triglyceriden eingebaut sind, besteht aus Phytansiaure. Der Herzmuskel und das Blut

enthalten ebenso groe Mengen Phytansaure.7”3

Die im 1.-3. Lebensjahrzehnt beginnende Neuropathie ist demyelinisierend.
Interkurrierend konnen Schwerhorigkeit und Kardiomyopathie vorliegen.44 Es ist
bemerkenswert, dass Patienten mit der Refsumschen Erkrankung, die Phytansaure
akkumulieren, mit einer Haufigkeit von 10-20 % an einem plotzlichen Tod
versterben.”8 Diese langsam fortschreitende Storung des Lipidmetabolismus ist mit
neurologischen Storungen verbunden. Bleibt die Krankheit unbehandelt,
verschlechtert sich das klinische Zustandsbild progressiv, unterbrochen von

symptomlosen Intervallen.68 Bevor bekannt wurde, dass der Krankheitsverlauf
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therapeutisch durch phytansaurearme Diat beeinflusst, bzw. zum Stillstand gebracht
werden kann, verstarb von den unbehandelten Patienten ca. die Halfte vor dem

Erreichen des 30. Lebensjahres, hauptsichlich an den Folgen der Kardiomyopathie.®8

Das klinische Bild der progressiven Refsumschen Erkrankung zeichnet sich durch
vier Hauptmerkmale aus: Retinitis pigmentosa, periphere Polyneuropathie (inklusive
Cerebellarer Ataxie), kardiale und dermatologische Auffilligkeiten. Daneben
geringgradiger Nystagismus (Augenzittern) und Anosmie (Verlust des

Geruchssinns).50

Retinitis pigmentosa ist eine allgemeine Bezeichnung fiir eine angeborene
degenerative Erkrankung der Netzhaut mit einer Haufigkeit von 1:4000.95 Thr
atypisches Kklinisches Erscheinungsbild beim Morbus Refsum zeigt sich als
Nachtblindheit, hochgradiger konzentrischer Gesichtsfeldeinschrankung mit einer
erheblichen Verminderung der Sehscharfe, wobei primar die Stabchen, spater auch
die Zapfen betroffen sind.6© Spater kommt es zur Atrophie des Nervus opticus. Ohne

Therapie fiihrt die tapetoretinale Degeneration zu fast ginzlicher Erblindung.

Die typische Form der erblichen Retinitis pigmentosa, bzw. Retinopathia
pigmentosa konnte erfolgreich mit dietitischen MaBnahmen und einer
Supplementierung mit 5,4mg/d (!) Vitamin A behandelt werden, einhergehend

mit einer Verbesserung der krankheitsbedingten Gesichtsfeldeinschrankung.3

Bei ca. 60% der Refsumpatienten kommt es zu sensomotorischer Polyneuropathie,
gepragt von Kraftverlust zunichst in den unteren, dann den oberen Extremititen
und schlieBlich im Stamm, spiater von Muskelatrophien mit neuronaler Schadigung.
Die Schwere des klinischen Bildes korreliert mit der Hohe der Plasmakonzentration

von Phytansiure.8

Hirnnervenstorungen: Bei 80 — 100% der Patienten tritt bereits sehr friih
Mikrosomie (Kleinwuchs) auf. Weiters kommt es zu einer Hérminderung (Erhohung
der Horschwelle) und einer starken Beeintrachtigung des Sprachverstiandnisses.
Dariiber hinaus treten zerebellire Symptome, vor allem Ataxie im spateren

Krankheitsverlauf bei ca. 50% der Patienten auf.
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Kardiale Symptome sind bei Refsumpatienten weit verbreitet, haufig besteht eine
hypertrophe Kardiomyopathie mit Gefahr des Herzversagens. Auch die

Rhythmusstorungen korrelieren mit der Serumkonzentration von Phytansaure.68

Das AusmaB der dermatologischen Veranderungen ist sehr variabel, das klinische
Spektrum ist groB. Ichthyosis mit Verhornungsstorungen mit epidermaler
Hyperkeratose treten bei ca. 20% der Patienten auf, auch hier korreliert die

Auspragung der Hautveranderungen mit dem Plasmaphytansaurespiegel.

3.1.3 Diitetisches Behandlungsprinzip beim Refsumsyndrom

Als didtetisches Behandlungsprinzip bei Refsumsyndrom wird von Heepe und
Wigand die weitestmogliche Eliminierung von Phytansaure, deren Hauptvorkommen
im Milchfett und im Fettanteil des Fleisches von Wiederkduern ist, aus der Kost
empfohlen. Dabei soll eine Herabsetzung der Phytansdaurezufuhr von ca. 60 —
gomg/d bei iiblicher Erndhrungsweise beim Erwachsenen auf < 20mg/d angestrebt
werden. Ziel der didtetischen MaBnahme ist ein Phytansaureplasmaspiegel von

<1oumol/l (<3mg/1). 26

Die mittlere effektive Konzentration, die sogenannte EC;o der Phytansidure auf
PPARa konnte schon bei ca. 4oumol/l beobachtet werden, was iiber dem
normalerweise gemessenen PS-Spiegel von gesunden Menschen liegt. Die PS-
Konzentration die bei Refsumpatienten ermittelt wurde ist allerdings noch viel hoher

und liegt bei >1mmol/1.7*

Wenn die volle Wirkung bei 100% angenommen wird, hier bezogen auf die
Phytansidurekonzentration, entspricht die EC5o der Konzentration, bei der die

halbmaximale Wirkung erreicht wird.4°

Substanzen mit groSer Potenz haben eine hohe Affinitdt zum Rezeptor und
wirken deshalb bereits in sehr niedrigen Konzentrationen. Wie bereits in Kap.
2 erwahnt, besitzt die PS eine sehr hohe Affinitat zum PPARa und ist somit ein

potenter Ligand.

Dariiber hinaus konnte eine direkte toxische Wirkung von PS beobachtet werden.
Einige Hinweise deuten darauf hin, dass dieser toxische Effekt durch einen Anstieg

der intrazelluliren Ca2* Konzentration mediiert wird und begleitet wird von einem
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langsamen Abfall des Membranpotentials der Mitochondrien, was zu einem Abfall
der ATP-Produktion und einem Ansteigen von ROS fiihrt. Beides konnte in
Zellkulturen und in aus neuronalem Gewebe isolierten Mitochondrien nachgewiesen

werden.”

Der elektrochemische Protonengradient setzt sich aus dem mitochondrialen
Membranpotenzial und dem pH - Gradienten zusammen, wobei das
mitochondriale Membranpotenzial den Hauptanteil der Energie dieses
elektrochemischen Gradienten beinhaltet. Das mitochondriale
Membranpotenzial kann somit als ein Indikator fiir den Energiestatus dieser
Organelle betrachtet werden. Fiir die Funktion und Integritat von Zellen mit
hohem Energieverbrauch ist die Aufrechterhaltung des Membranpotentials
von groBer Wichtigkeit. Einfliisse von Erkrankungen konnen iiber
Abweichungen vom normalen Membranpotential abgeleitet werden. Hier sei

auf die Bedeutung von Mitochondriopathien hingewiesen.2!

Der direkte zytotoxische Effekt von Phytansdure konnte auch von Schonfeld et al. in
Rattenhirnmitochondrien gezeigt werden.®3 PS fordert die Expression von
verschiedensten Proteinen, die mogliche Modulatoren der mitochondrialen ATP-
Produktion sind. Die kurzzeitigen, direkten Effekte von Phytansdure auf
energieabhingige, mitochondriale Funktionen in Nervenenden (Synaptosomen) an
isolierten Rattenhirnmitochondrien wurden untersucht. Hirnmitochrondrien sind
Gegenstand mehrerer aktueller Untersuchungen, da verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen assoziiert sind mit teilweiser verschlechterter mitochondrialer ATP —
Bildung. Phytansaure ist assoziiert mit Auftreten von degenerativen Prozessen in
neuralem Gewebe: dabei werden zwei Hauptmechanismen verantwortlich gemacht:
Eine Reduktion (erstens) der mitochondrialen ATP-Produktion, aufgrund (zweitens)
der Interaktion von PS mit dem AAC (ATP/ADP Carrier), der als ein Modulator der
PTP (permeability transition pore) in der innere Mitochondrienmembran gilt. Dabei
scheint die PS auch in sehr geringen Mengen (<5uMol) die Offnung der permeability

transition pore zu erleichtern.63

Die praktische Umsetzung erfolgt durch einen ganzlichen Verzicht auf jede Art von
fetthaltigen Molkereiprodukten, wie Butter, Kase, Schlagobers, Vollmilch, usw.
sowohl von Ziegenmilch und —kise aber auch von Milchprodukten vom Schaf. Rind-

und Kalbfleisch sind zu meiden. Jedoch auch Fleisch von Lamm, Schaf, Hammel,
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Ziege, Hirsch, Reh, Elch, Ren, und in der mitteleuropaischen Ernahrung exotische
Tiere wie Kamel, Giraffe, Antilope und Biiffel sind aus der Kost zu nehmen,
vorsorglich auch Hase und Kaninchen. Tierische Streichfette wie Butter,
Joghurtbutter etc. konnen Phytansiaure in hohen Mengen enthalten, daher ist die
ausschlieBliche Verwendung von Pflanzenmargarine angezeigt. Heepe empfiehlt
sogar Analysenwerte des Phytansiuregehalts anzufordern, da dieser in der Regel
nicht angegeben ist. Da die so zusammengestellte Diit relativ fett- und eiweiBarm ist,
erfordert sie eine sorgfiltige Kalkulation beziiglich der ausreichenden Versorgung mit
allen essentiellen Mikro- und Makronahrstoffen, im Besonderen: Ca, Retinol,
Calciferol. =~ Erschwerend ist das bisher vollige Fehlen zuverlassiger
Phytansdureanalysendaten fiir viele Lebensmittel und auch fiir Fisch. Hier sei
nochmals erwihnt, dass selbst das umfangreiche Werk von Souci Fachmann Kraut
iiber Nahrwerttabellen keine Angaben iiber den Phytansduregehalt in Lebensmitteln
macht. Als Hilfestellung kann mit phytansiaurearmen Formeldiaten der Speiseplan
ergianzt werden. Der Verzicht von chlorophyllhaltigem griinem Gemiise ist entgegen
alter und auch neuer (!) Fachliteratur aufgrund falscher Hintergrundinformationen
als Didtregime zu verwerfen. Analogien zum zu hoch angefiihrten Eisengehalt in

Spinat drangen sich hier auf.

Vermutlich beruht die falsche Didtempfehlung auf dem Umstand, dass der
Phytolschwanz zu Phytansdure metabolisiert wird, jedoch ist dies nur im
Verdauungstrakt der Wiederkauer moglich. Falschlicherweise wurde scheinbar nur
der biochemische Prozess angesehen, nicht jedoch der Ort richtig zugeordnet.
Vereinfacht gesagt, wurden dem Menschen Wiederkduerfahigkeiten zugeordnet. Es
ist aber bekannt, dass Phytol selbst in geringen Mengen auch vom Menschen
aufgenommen wird und in der Literatur PPARa — wirksam ist, nicht jedoch
nennenswert im menschlichen Organismus zu Phytansaure metabolisiert werden

kann.

In zahlreichen alteren, aber auch aktuellen, einschlagigen Quellen finden sich daher
falschliche bzw. irrtiimliche Angaben zur didtetischen Behandlung des
Refsumsyndromss3:86, was natiirlich fiir Erndhrungswissenschaftler trotz der
niedrigen Inzidenz von Interesse sein kann. So schreibt Bodo Clemens Melnik 1990
in seiner Habilitationsschrift iiber Biochemie und Pathobiochemie des epidermalen
Lipidstoffwechsels, dass Phytansaure ausschlieflich durch pflanzliche Nahrung

zugefiihrt werde.50
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3.2 Phytansaureaufnahme und Krebs

AMACR a-methylacyl-CoA Racemase ist ein Enzym, das essentiell fiir den
Metbolismus von PS im Menschen ist und das iibereinstimmend {iiberexprimiert in
hochgradig prostatisch intraepithelialer Neoplasie und in der Mehrheit der

Prostatakrebsfille gefunden wurde.

AMACR ist sowohl beim Menschen als auch in der Ratte in Peroxisomen und

in Mitochondrien lokalisiert worden.45

AMACR wird als molekularer Marker fiir Prostatakrebs ins Auge gefasst und wurde
bereits weitgehend in klinischen Diagnosen in Verbindung mit anderen basalen
Zellmarkern untersucht. Die Wichtigkeit von PS, assoziiert mit Prostatakrebs und der
Zufuhr von rotem Fleisch und Milchprodukten, lasst sich davon ableiten, dass PS
nicht endogen synthetisiert wird und AMACR ein Enzym des PS Metabolismus beim
Menschen ist. Fiir die Studie von Xu et al. 2005 wurden Blutproben von n=104 nicht
fastenden Studienteilnehmern untersucht, die Unterteilung erfolgte in 49 Falle und
55 Kontrollen im Alter von 65 bis 69. 45% der Fille und 44% der Kontrolle waren
Afro-Amerikaner (AA) die verbleibenden Europiische Amerikaner (EA). Die
Phytansdurekonzentration wurde pro Probe zweimal mittels GC/MS ermittelt.
Dariiber hinaus wurden die Studienteilnehmer einem FFQ Food Frequency
Questionnaire Programm unterzogen, das mithilfe eines Interviewers erstellt wurde.

Uberblick iiber die Ergebnisse, siehe Tab. unten.s3

Teilnehmer [PS] im Plasma in mg/100ml

Durchschnitt Schwankungsbreite

n= 104 0,09mg/100ml (0,03 — 0,38mg/100ml)
EA 0,09mg/100ml (+ 0,05mg)
AA 0,08mg/100ml (+0,05mg)
Prostatakrebsfille 0,1jomg/10oml (+0,06mg)

gesunde Kontrollen 0,08mg/100ml (+0,03mg)

Tab.3.1 Auswertung und Phytansdurekonzentration im Blut der n=104 Teilnehmerss
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Der statistische Unterschied zwischen den Prostatakrebsfillen und den gesunden
Kontrollen zeigte eine signifikante positive Korrelation. Wiahrend der Unterschied
zwischen den beiden Ethnien keinen signifikanten Zusammenhang zeigte. Zur

statistischen Auswertung wurde der t-Test herangezogen.

Um Aussagen tliber die Beeinflussung des Phytansdurespiegels im Blut durch die
Ernahrung (exogene Zufuhr), bzw. Erniahrungsgewohnheiten zu erhalten, wurde der
statistische =~ Zusammenhang zwischen dem Phytansaurespiegel und den
ausgewerteten FFQ-Protokollen ermittelt. Eine ebenso signifikante positive
Korrelation konnte zwischen Phytansaurekonzentration und Vitamin D-Aufnahme
beobachtet werden, wahrscheinlich aufgrund der aufgenommenen Mengen an
Vitamin D- haltigen Milchportionen (P=0,03). AuBerdem konnten Xu et al. eine
Korrelation zwischen der PS-Konzentration und roten Fleischportionen feststellen,

allerdings keine statistisch Signifikanz (P=0,09).

Aufgrund der beschrinkten Teilnehmerzahl an Testpersonen ist dies in der
Betrachtung der statistischen Signifikanz zu beriicksichtigen. Allerdings zeigen 16
von 22 Fall-Kontroll- und Kohortenstudien eine positive Korrelation zwischen
Fleischkonsum und Prostatakrebs. Vor allem ein Zusammenhang zwischen Konsum
von rotem Fleisch und Prostatakrebs konnte in weiteren 7 von 8 Studien gezeigt
werden. Der Zusammenhang von Prostatakrebs und die Aufnahme von
Milchprodukten konnte ebenso in 12 von 14 Fall-Kontrollstudien und in 7 von 9

Kohortenstudien erhartet werden.83

Price et al. konnten 2010 in der European Prospective Investigation ebenfalls eine
signifikante Korrelation zwischen der Phytansaurekonzentration und der Aufnahme
an Milchfett feststellen, wobei die Konzentration je nach EU-Mitgliedsland stark

variierte und mit steigendem Alter sank.5¢

In der EPIC — Oxford Studie (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition) konnte ein weiteres Mal ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Plasmaphytansaurekonzentration und der Aufnahme von Milchfett festgestellt
werden. (P < 0,0001) Dabei wurden die Phytansiurekonzentrationen im Blut von
n=96 weiblichen Probanden zwischen 20 — 69 Jahren ermittelt und Korrelationen zu
den jeweiligen Ernahrungsstilen erstellt. Fleischesserinnen hatten im Durchschnitt
6,7 mal hohere Plasmaphytansaurewerte als Veganerinnen (0,86umol/l, P < 0,0001)

und 47% hohere Konzentrationen als Vegetarierinnen (3.93umol/l, P = 0,016). Die
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Phytansaurekonzentration wurde nicht mit dem Alter, auch nicht mit

Lebensstilfaktoren assoziiert.!

Wie bereits angefiihrt konnte AMACR {iberexprimiert in Prostatakrebs- und auch
Nierenzellenkrebsgewebe nachgewiesen werden, aber auch andere Enzyme, die an
der peroxisomalen B-Oxidation beteiligt sind, werden in den Krebsgeweben dieser
Organe iiberexprimiert. Diese Entdeckung regte sofort Untersuchungen zur Rolle der
Oxidationswege und der Peroxisomen in der Progression von Adipositas und

Krebsformen an, die in Zusammenhang mit Insulinresistenz stehen.8°
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Im Jahr 2001 wurden in der Literatur mehrere Berichte veroffentlicht, dass dieses
AMACR-Protein bei verschiedenen Krebsarten iiberexprimiert wurde. Seither, alleine
von 2001- 2008, erschienen mehr als 280 Berichte, die die Uberproduktion von
AMACR bei Krebs belegen, wobei die Mehrzahl der Untersuchungen ihren Fokus auf
Prostatakrebs legten, bei denen immer wieder eine Uberproduktion verzeichnet
werden konnte. Im Vergleich zu gesunden Zellen war die AMACR-Uberproduktion
neunfach hoher. Gemacht wurden die Proben mittels Biopsie mit einem Marker, der
als P504S bekannt ist. AMACR, ein Androgen-unabhingiger Wachstumsregulator in
Prostatkrebszellen, wird aber auch in einigen Nicht-Krebsprostatazellen, sowie bei

abnormalen Befunden und Neoplasie iiberexprimiert.

Eine Uberexpression wurde dariiber hinaus in Brust, Colon und Niere beobachtet,
obwohl eine erhebliche Heterogenitit im AusmaB der Uberexpression festzustellen

ist.

Eine groBe Zahl von Studien hat wieder bestitigt, dass die Aufnahme von
verzweigtketigen Fettsduren und im speziellen von Phytansdure iiber die Nahrung,
zu einer Kaskade fiihrt, die sich mit den erhohten Phytansauregehalten im Blut zeigt,
danach die AMACR Uberexpression induziert und schlieBlich Prostata- und andere
Krebszellen vermehrt ausbildet. Andere Enzyme sind in der [-Oxidation von
verzweigtkettigen Fettsauren auch iiberexprimiert, z.B. Acyl-CoA Oxidase (ACOX)2.
Bestimmte AMACR-Polymorphismen fiihren zu einzelnen
Aminosaurensubstitutionen und sind auch mit erhohten Prostatakrebs- und
Colonkrebsraten assoziiert. Im Fall von Prostatakrebs zeigt die sogenannte MgV
Polymorphismus — Variante des AMACR die groBte Korrelation zu eben diesem
Krebs. Inaktivierende  Mutationen des AMACR-Enzyms verursachen ein im
Erwachsenenalter auftretendes neurologisches Syndrom, das ahnlich dem
klassischen Refsumsyndrom ist. Patienten mit Prostatakrebs-assoziierten

Polymorphismen bilden keine neurologischen Symptome aus.45

43



4  Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war ausgehend von einem neurologisch wirksamen Medikament,
der Valproinsdure, einem Antiepileptikum und auch Pharmakon bei bipolaren
Storungen in der manischen Phase mit der Nebenwirkung der Gewichtszunahme, ob
es neben diesem synthetisch hergestellten Vertreter einer verzweigtkettigen Fettsaure
auch relevante, die Gesundheit bzw. evtl. auch die Psyche beeinflussende
verzweigtkettige Fettsduren in der menschlichen Erndhrung gibt, die nicht nur fiir

ErnahrungswissenschafterInnen von Interesse sein konnten.

Der Blick fillt auf die Phytansaure, die wie die erwahnte Valproinsiaure ein PPARa —
Ligand, bzw. peroxisomaler Proliferator PP ist, wie auch beispielsweise der klassische
Lipidsenker Clofibrat. PPs im Allgemeinen sind in der Lage, zellulire DNA-
Schiadigungen zu induzieren, PPARa sind daher als Mediatoren von oxidativem
Stress anzusehen. PPARa zeigen in ihrer Gesamtheit besondere Wichtigkeit in der
Glucose- und Fettsdaurehomoostase3®, dariiber hinaus sind sie eingebunden in die
Apoptose und in die zellulire Entziindungsantwort.62 Die nachgewiesene direkte
toxische Wirkung von Phytansidure fiihrt u.a. zu einem Anstieg von freien
Radikalen.” Erndhrungsformen mit einem allgemein hohen Fettanteil fithren zu
einem Anstieg des hepatischen Peroxisomengehalts aber auch zu einem hoheren
Anteil hepatischer peroxisomaler Enzyme und beim klassischen PPARa — Liganden
Clofibrat zu einer Erhohung des Organgewichtes.2? Peroxisomen reagieren neben der
Vielzahl an synthetischen Peroxisomalen Proliferatoren natiirlich auch auf

Komponenten der Ernahrung und auf endogene und exogene hormonelle Einfliisse.

Phytansdure moduliert iiber mehrere PPAR-Isoformen die Expression von Genen,
des Glucosemetabolismus und hat ebenso Bedeutung bei der Regulierung der

Insulinresistenz.24

In den letzten Jahren beschiftigten sich zahlreiche Untersuchungen mit der
Rolle der Oxidationswege in den Peroxisomen in der Progression von
Adipositas und Krebsformen, die in Zusammenhang mit Insulinresistenz

stehen.80

Die Bedeutung von PS assoziiert mit Prostatakrebs lasst sich mit dem Konsum von

rotem Fleisch und Milchprodukten von Wiederkauern belegen.83:56:45:1
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Phytansaure (3,7,11,15-Tetramethylhexadecansaure) ein Metabolit, der aus dem
Phytolschwanz des Chlorophylls hauptsidchlich im Verdauungstrakt von
Wiederkauern mithilfe deren Mikroflora gebildet wird, findet sich in Geweben und
Fetten dieser Tiere wieder. In Lebensmitteln, wie Milch, Milchprodukten,
Wiederkauerfleisch, Fisch und Meeresfriichten liegt der Anteil der Phytansaure
insgesamt bei 0,5-4% und bei 100 — 500mg/100g Lipiden. Dieser Gehalt ist
vergleichbar mit Gehalten an konjugierter Linolsdure oder dem Gehalt an trans-
Fettsduren, die in der Literatur, in der Fachdiskussion und auch in der Offentlichkeit
im Gegensatz zu verzweigtkettigen Fettsauren im Allgemeinen und Phytansiaure im
Speziellen, schon angemessene Beriicksichtigung gefunden haben. In der Milch reicht
die Menge der detektierten Phytansdure von 0,01 — 0,3% vom gesamten
Fettsdurepool, hervorzuheben ist die Tatsache, dass der Phytansduregehalt im
Milchfett die 10% Marke iiberschreiten kann, wenn die Kiihe mit chlorophyllhaltigem

Silagefutter versorgt werden.727:

Bei der Refsumschen FErkrankung, wo diese Fettsiure sich aufgrund eines
Enzymmangels der Peroxisomen in Geweben und Korperfett der Patienten
anreichert, zeigt sie schwere neurologische Storungen, insbesondere Schadigung der
Myelinscheiden, daraus resultierende periphere Neuropathie, cerebelldre Ataxie,
Herzreizleitungsstorungen, Beeintrachtigung der Sehkraft, des Riechens und des
Horens. Da die Phytansiaure aufgrund ihrer Methylverzweigung am C3-Atom nicht
wie gewohnt fiir Fettsduren in den Mitochondrien B-oxidiert werden kann, muss
diese in den Peroxisomen, beginnend mit der a-Oxidation abgebaut werden. Der
durchschnittliche Phytansaure-Serumgehalt beim Menschen betragt 0,16-
0,21mg/100ml, bei Patienten der Refsumschen Krankheit steigt die Konzentration

auf tiber 50mg/100ml.43

Die Phytansiure, die sich kurioserweise sowohl im Erdél und Olschiefer, als auch in
der Butter detektieren ldsst, hat nachweislich Bedeutung und gesundheitliche
Relevanz in der menschlichen Ernahrung, die bis jetzt eigentlich ihrem Stellenwert
nach keine Beriicksichtigung fand, aber Veranlassung dazu gibt, sich mit ihr bzw.
praktisch dem daraus resultierenden Milchfett- und Wiederkauerfleischkonsum

naher auseinanderzusetzen.
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