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1 1 Einleitung

1 Einleitung

Die thermische Behandlung von Fetten fihrt zur Oxidation darin enthaltener mehrfach
ungesdttigter Fettsuren, die auch als Lipidperoxidation bezeichnet wird. Im Laufe der
Lipidperoxidation entstehen verschiedene Produkte wie Peroxide, Hydroperoxide, Aldehyde,
zyklische Polymere, Epoxide und freie Fettsduren. Diese Produkte, speziell die Aldehyde
haben eine grof3e sensorische Relevanz; sie bedingen die Ranzigkeit erhitzter Fette. Es gibt
zwar viele Untersuchungen zu den physiologischen Wirkungen von Fetten mit erhohten
Konzentrationen solcher Produkte, alle Wirkungen sind aber bislang noch nicht beschrieben
und erklart. In jingsten Untersuchungen wurde beispielsweise gezeigt, dass die Fitterung
oxidierter Fette zu erhthten Konzentrationen an gesamtem und freiem Thyroxin im Blut bel
Miniaturschweinen fihrt (Eder und Stangl, 2000; Eder et a., 2002). Wirkungsmechanismen
zu diesen zweifel sohne physiologisch aulRerst relevanten Effekten sind bislang unbekannt. Ein
Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu untersuchen, ob dieser Effekt auch bei Ratten
reproduziert werden kann; dartiber hinaus sollte versucht werden, erste Informationen tber
den Wirkungsmechanismus der oxidierten Fette auf den Schilddriisenhormonstoffwechsel zu
erlangen. Eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der Schilddriisenhormone spielt die Typ |-
Deiodase. Sie spaltet von Thyroxin ein Jod-Atom ab; es entsteht dadurch das biologisch
vielfach aktivere Trijodthyronin. Die Deiodase ist ein Selen-haltiges Enzym (Visser et al.,
1982; Mori et a., 1991; Smit et a., 1993; Meinhold et al., 1993; Kralik et al., 1995; Eder et
a., 1995; Bermano et al.,1995, 1996; Campos-Barros et al., 1997; Villette et a., 1998; Ruz et
a., 1999). Bei einem Selenmangel ist die Aktivitat dieses Enzyms vermindert; als Folge
davon kommt es zu einer erhdhten Konzentration an Thyroxin im Blut (Corvilain et al., 1993;
Gupta et al., 1997). Untersuchungen an Broiler haben gezeigt, dai? die Futterung oxidierter
Fette zu einer verringerten Aktivitét des Enzyms Glutathionperoxidase fuhrt, das ebenfalls
Selen enthélt (Engberg et al., 1996). Dies |&3t vermuten, dass die Fitterung oxidierter Fette zu
einer Beeintréchtigung des Selenstatus fuhrt. Ein verminderter Selenstatus durch die
Futterung oxidierter Fette konnte deshalb sekunddr Uber eine verminderte Aktivitét der
Deiodase zu der beschriebenen erhdhten Konzentration an freiem und gesamten Thyroxin im
Blut gefthrt haben. Einem derartigen moglichen Zusammenhang sollte in der vorliegenden
Arbeit nachgegangen werden. Dazu wurde ein erster Versuch mit Ratten durchgefuhrt, in dem
neben der Art des Fettes (frisches Fett vs. erhitztes Fett) auch die Selenkonzentration der Diét
variiert wurde, um den Selenstatus der Tiere zu modulieren. Sollte Selen eine Rolle in der

Veranderung der Thyroxinkonzentration spielen, so ist zu erwarten, dai die Effekte bei einer



2 1 Einleitung

marginalen Selenversorgung starker ausgepragt sind as bei einer guten Selenversorgung. Aus

diesem Grunde wurde neben einer ausreichenden auch eine knappe Selenversorgung gewahit.

Eine wichtige Rolle fir den Status der Schilddriisenhormone spielt das Element Jod, das
Bestandteil der beiden Schilddriisenhormone ist. Moglicherweise beeinflusst die Fitterung
oxidierter Fette auch den Stoffwechsel von Jod. Im zweiten Versuch wurde deshalb neben der
Art des Fettes auch die Jodversorgung von Ratten variiert. Es sollte Uberprift werden, ob die
Effekte oxidierter Fette auf die Konzentrationen der Schilddriisenhormone durch die Hohe der
Jodversorgung beeinflult werden. Neben der Messung der Schilddriisenhormon-
konzentrationen im Plasma sollten histologische Untersuchungen der Schilddriise und
Bestimmungen der genetischen Expression von Enzymen, die bel der Synthese von Thyroxin
in der Schilddriise eine Rolle spielen, weiteren Aufschlufd Uber die Wirkungen oxidierter Fette

ergeben.

Vaollig unbekannt ist bislang auch, durch welche Lipidperoxidationsprodukte die Wirkungen
oxidierter Fette auf den Stoffwechsel der Schilddriisenhormone induziert werden. Beim
Erhitzen von Nahrungsfetten bei niedrigen Temperaturen Uber langere Zeitrdume entstehen
Uberwiegend so genannte primédre Lipidperoxidationsprodukte wie Peroxide und
Hydroperoxide. Beim Erhitzen von Fetten bei sehr hohen Temperaturen (>190°C) kommt es
hingegen Uberwiegend zur Bildung sekundérer Lipidperoxidationsprodukte wie zyklischen
Polymeren. Die Wirkung der beiden Klassen der Lipidperoxidationsprodukte ist insgesamt
sehr unterschiedlich. Wéahrend primére Lipidperoxidationsprodukte bel oraler Gabe wegen
derer geringeren Verdaulichkeit nur eine geringe Toxizitét aufweisen (Findlay et al., 1970;
Kazanawa et al., 1985), wirken sekundére Lipidperoxidationsprodukte wegen einer htheren
Verdaulichkeit stérker toxisch (Orada et al., 1986). Um zumindest erste Anhaltspunkte zu
erlangen, welche Lipidperoxide die grof3ere Rolle spielen, wurden in einem dritten Versuch
Fette eingesetzt, die bel sehr unterschiedlichen Bedingungen erhitzt wurden, entweder bei
niedriger Temperatur Uber einen langen Zeitraum oder bei hoher Temperatur Uber einen
kurzen Zeitraum. Es ist aber auch nicht auszuschlief3en, dal3 die Wirkungen oxidierter Fette
auf den Stoffwechsel der Schilddriisenhormone nicht von spezifischen Lipidperoxidations-
produkten induziert wurden, sondern generell auf oxidativen Stref3 zurlickzufthren sind.
Wenn dies der Fall ware, wére anzunehmen, dald die Effekte der oxidierten Fette durch
erhohte Versorgung an Vitamin E abgeschwacht werden kdnnen. Um dies zu prifen, wurde

auch eine unterschiedliche Vitamin E-Versorgung der Ratten gewahlt.
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Kurzlich konnte auch gezeigt werden, dal3 die Fitterung oxidierter Fette an Ratten die
Konzentration an Triglyceriden im Plasma und in der Leber senkt (Liu und Huang, 1995;
Eder und Kirchgessner, 1999; Eder, 1999) und die Aktivitét der lipogenen Enzyme hemmt
(Eder und Kirchgessner, 1998b). Die Mechanismen hierzu sind bislang ebenfalls unbekannt.
Es wurde aber vermutet, dal3 oxidierte Fette in die Genexpression der lipogenen Enzyme
eingreifen. Um diese Vermutung zu verifizieren, wurde in die Arbeit neben den
Untersuchungen des Stoffwechsels auch die Messung der Konzentrationen der mRNA
verschiedener lipogener Enzyme in der Leber eingeschlossen.

Die meisten Untersuchungen zu den Wirkungen oxidierter Fette, diein der Literatur publiziert
wurden, weisen grof3e methodische Probleme auf. Durch das Erhitzen von Fetten kommt es zu
einem ranzigen, teils stechenden Geruch der Didten, was dazu fuhrt, da3 die Aufnahme
solcher Didten durch Versuchstiere im Vergleich zu Kontrolldiéen mehr oder weniger stark
vermindert ist. Somit bestehen natlrlich Unterschied in Versorgung mit Energie und
Nahrstoffen sowie in der Lebendmasseentwicklung der Versuchstiere, zumal oxidierte Fette
in der Regel auch schlechter verdaulich sind als frische Fette (Kanazawa et al., 1985; Y oshida
und Kgjimoto, 1989; Blanc et al., 1992; Borsting et a., 1992, 1994; Liu und Huang, 1995).
Das Erhitzen oxidierter Fette fuhrt zu einer Reduktion der Gehalte mehrfach ungeséttigter
Fettsduren und zu einem Verlust an Vitamin E (Yoshida und Kaimoto, 1989; Blanc et al.,
1992; Liu und Huang, 1995; Engberg et a., 1996; Eder und Kirchgessner, 1997, 1998a,
1998b, 1999; Eder, 1999). Deshalb unterscheiden sich Kontrolldidten und Versuchsdidten
auch in Fettsduremuster und Vitamin E-Gehalten. Viele Effekte, die den oxidierten Fetten
zugeschrieben werden, kdnnen wenigstens teilweise auf ein unterschiedliches Wachstum, eine
unterschiedliche Nahrstoffverdaulichkeit, eine unterschiedliche Fettsdurezusammensetzung
und unterschiedliche Vitamin E-Gehalte der Diéten zurlickzufihren sein.

Um den Effekt der Fetts@urezusammensetzung der Futterfette bzw. der Vitamin E-
Konzentrationen auszuschlief3en, wurde in vorliegender Studie die Fettsdurezusammen-
setzung und die Vitamin E-Konzentration der Didten der Versuchsgruppen den Didten der
Kontrollgruppe angeglichen. Um eine mogliche Verringerung der Futteraufnahme durch die
Tiere der Versuchsgruppen aufgrund veranderter sensorischen Eigenschaften des oxidierten
Fettes zu verhindern, wurde die Futteraufnahme aller Versuchstiere vereinheitlicht. Dadurch

gelang es, die methodischen Schwierigkeiten in Griff zu bekommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

In der vorliegenden Studie wurden drei Versuche durchgefiihrt, um den Einflufl oxidierter
Fette auf den Lipid- und Schilddriisenhormonstoffwechsel zu untersuchen. Dariiber hinaus
sollten jeweils im zweifaktoriellen Versuchsdesign die Auswirkungen unterschiedlicher

Versorgung mit den Mikroelementen Selen bzw. Jod und dem Vitamin E untersucht werden.

2.1.1 Untersuchung zum Einflul von oxidierten Fetten auf den Lipid- und

Schilddriisenhormonstoffwechsel bei unterschiedlicher Selenversorgung

In diesem Versuch sollte untersucht werden, welchen EinfluB oxidierte Fette bei addquater
und suboptimaler Selenversorgung auf ausgewidhlte Parameter des Lipidmetabolismus und
des Schilddriisenhormonstoffwechsels hat. In einem zweifaktoriellen Versuchsansatz wurden
vier Gruppen mit je 10 Versuchstieren gebildet, die restriktiv 56 Tage halbsynthetische Diédten
erhielten (Versuchsfaktoren: Fettart, Selenversorgung). Als Versuchstiere dienten ménnliche
Sprague-Dawley Ratten (Fa. Charles River GmbH) mit einer mittleren Anfangslebendmasse
von 52,5 + 3,9g. Die Tiere wurden restriktiv gefiittert, um die Futterauthahme zu
standardisieren. Die tdgliche Futtermenge wurde die ersten 14 Tage kontinuierlich von 8,1 g
auf 18,0 g erhoht. Die mittlere tigliche Futteraufnahme iiber die ganze Fiitterungsperiode
betrug 16,9 g.

Die oxidierten Fette wurden durch Erhitzen von Sonnenblumendl bei einer Temperatur von
50°C unter permanenter Luftzufuhr {iber einen Zeitraum von 6 Wochen hergestellt. Als
MeBparameter der Oxidation des Ols wihrend der Inkubationszeit wurden in tiglichen
Abstdnden die Peroxidzahl (POZ) und am Ende der Inkubationszeit die Konzentrationen an
Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen (TBARS) und die Sédurezahl (SZ) bestimmt. Das
frische Versuchsfett hatte eine POZ von 4,0 mEq O,/kg Fett , eine SZ von 0,57 mg KOH/g
Fett und die Konzentration an TBARS betrug 0,27 pmol/kg Fett. Die thermische Behandlung
des Versuchsfetts fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der POZ auf 810 mEq O/kg Fett, der
SZ auf 1,44 mg KOH/g Fett sowie der TBARS-Konzentration auf 0,34 umol/kg Fett. Das
Erhitzen des Ols bei 50°C fiihrte zu einem deutlichen Verlust mehrfach ungesittigter
Fettsduren (PUFA), der an einem Abfall des Anteils der Linolsdure (18:2 n-6) um 11,7 %

(w/w) deutlich wurde, sowie an einem Anstieg des Anteils der Olsiure (18:1) um
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4,4 % (w/w). Um die Effekte der unterschiedlichen Fettsdurezusammensetzung der
Versuchsfette auszuschalten, wurde die Fettsdurezusammensetzung des frischen
Sonnenblumendls durch Zugabe von 20 % Schweineschmalz dem Fettsduremuster des
oxidierten Fettes angeglichen. Die Linolsdure (18:2 n-6) stellte dabei den Orientierungswert

(54,1 g/100 g Fettsduren) dar (Tabelle 1).

Tabelle 1:  Charakterisierung der eingesetzten Fette im ersten Versuch

Ausgangsfette Versuchsfette

Sonnen- Schweine- Frisch oxidiert
blumendl schmalz

Fettquelle [g/kg Diit]

Sonnenblumendl - - 40 50
Schweineschmalz - - 10 -
Behandlung
Temperatur [°C] - - - 50
Zeit [Wochen] - - - 6
Fettkennzahlen
Peroxidzahl [mEq O,/kg Fett] 2,00 - 4,00 810
TBARS [pumol/kg Fett] 0,29 - 0,27 0,34
Sdurezahl [mg KOH/g Fett] 0,55 - 0,57 1,44
Fettsdurezusammensetzung
[¢/100 g Fettsduren]|
Mpyristinsdure (14:0) 0,1 1,6 0,4 0,1
Palmitinsdure (16:0) 6,3 26,7 10,6 7,4
Palmitoleinsdure (16:1) 0,1 2,3 0,5 0,1
Stearinsédure (18:0) 4,0 16,8 6.7 4,7
Olsdure (18:1) 22,0 38,5 25,4 26,4
Linolsdure (18:2 n-6) 65,8 9,3 54,1 54,1
Arachinsdure (20:0) 0,3 0,0 0,2 0,3
Eicosensaure (20:1) 0,3 0.8 0,4 0,3
Tocopherole [mg/kg Fett]
a-Tocopherol 556 19,2 464 -
all-rac-a-Tocopherolacetat (Zulage) - - - 718
a-Tocopherolidquivalent [mg/kg] 556 19,2 464 481

Abkiirzungen: KOH, Kaliumhydroxid; TBARS, Thiobarbitursédure-reaktive Substanzen.
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Da die Hitzebehandlung der Fette zu einem kompletten Verlust von Tocopherolen fiihrte,
wurde der Tocopherol-Gehalt des oxidierten Fettes durch Zugabe von all-rac-a-
Tocopherolacetat dem des frischen Fettgemisches angeglichen. Da die physiologische
Aktivitét des all-rac-a-Tocopherolacetats 67 % im Vergleich zu a-Tocopherol betrigt, wurde
dessen Zugabe um den Faktor 1,49 erhoht. Damit wurde eine Endkonzentration von 464 mg
a-Tocopherolequvalent/kg Fett angestrebt. Die wichtigsten Parameter der eingesetzte Fette

sind in der Tabelle 1 aufgelistet.

2.1.1.1  Zusammensetzung der Di:it

Fiir den ersten Versuch wurde eine halbsynthetische Diit auf Caseinbasis eingesetzt, die in
Anlehnung an das National Research Council (NRC, USA, 1995; Reeves et al., 1993)
hergestellt wurde und in Tabelle 2 dargestellt ist. Der Fettanteil betrug 5 %. Das Selen wurde
den Selen-addquaten Diédten in Form von Natriumselenit in einer Konzentration von 500 pg
Selen/kg Diat zugegeben. Die analysierten Selenkonzentrationen der Diéten sind in Tabelle 3
gezeigt. Die Bestimmung der Selenkonzentration ist im Kapitel 2.3.4 beschrieben.

Die Grundfuttermischungen wurden mit 5 % Fettgemisch und Wasser vermischt und an einer
Presse (Fa. Altromin, Lage, Deutschland) pelletiert und gekiihlt. Aus den Diidtpellets wurden
die Fette mittels Hexan:Isopropanol (3:2, v/v) extrahiert. Vom Extrakt wurden nach
Verdampfen der Losungsmittel die Fettkennzahlen POZ und TBARS, sowie
Tocopherolkonzentration bestimmt. Die Fettkennzahlen der Diitfette sind in Tabelle4
dargestellt. Ein Milligramm Aquivalent des a-Tocopherols entspricht einem Milligramm a-
Tocopherol bzw. 1,49 Milligramm all-rac-a-Tocopherolacetat. Die Tocopherol-
konzentrationen der Didten sind in der Tabelle 5 dargestellt. Die Methoden zur Bestimmung
der Fettkennzahlen sind im Kapitel 2.3.1, die Bestimmung der Konzentration an
Tocopherolen im Kapitel 2.3.2 und die Bestimmung des Fettsduremusters im Kapitel 2.3.3

beschrieben.
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Tabelle 2:  Zusammensetzung der Diét im ersten Versuch

Fett frisch oxidiert
Komponente Menge [g/kg] Menge [g/kg]
Casein 200 200
Stirke 345 345
Saccharose 313 313
Fett 50 50
davon:

Sonnenblumenol 39,6 50

Schweineschmalz 10,4 -
Zellulose 30 30
Vitaminvormischung’ 20 20
Mineralstoffvormischung’ 40 40
DL-Methionin 2 2

' Vitaminvormischung pro kg Didt: 4000 LE. Retinol; 1000 IE. Cholecalciferol; 0,75 mg
Menadion-Na-Bisulfid; 5 mg Thiaminhydrochlorid; 6 mg Riboflavin; 6 mg Pyridoxin-
Hydrochlorid; 15 mg Ca-D-Pantothenat; 30 mg Nicotinsdure; 2,0 mg Folsdure; 0,025 mg
Cobalamin; 0,2 mg Biotin; 1000 mg Cholinchlorid, Starke 16,9 g.

Mineralstoffvormischung pro kg Didt: 9,83 g Calciumcarbonat; 9,42 ¢ Di-Calcium-

phosphat; 4,87 g Magnesiumphosphat; 10,0 g Kaliumsulfat; 0,87 g Magnesiumoxid; 2,99 g
Natriumchlorid; 0,16 g Eisensulfat; 50,6 mg Zinkoxid; 24,2 mg Manganoxid; 0,32 mg
Calciumjodat; 30,0 mg Kupfersulfat-Pentahydrat; Saccharose 1,8 g.

Tabelle 3:  Selenkonzentrationen der eingesetzten

Versuchstiergruppen im ersten Versuch

Didten und FEinteilung der

Gruppe Fettart Selenzulage  Selenkonzentration  Selen- Kurzbezeichnung
Analysiert Gruppe
[ng/kg Diit] [ng/kg Diit]
I keine 69 +2 70 FF/SSe
il frisch 500 576 + 46 600 FF/ASe
"""" m  keine  70£2 70 OF/SSe
v oxidiert 500 647 + 58 600 OF/ASe

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; SSe, suboptimale Selenversorgung; ASe, adidquate

Selenversorgung.
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Tabelle 4:  Fettkennzahlen der Didtfette im ersten Versuch als Bestandteil der fertigen Didt

Gruppe POZ TBARS
[mEq Oy/kg Fett] [umol/kg Fett]
I 36,3 1,00
II 34,6 0,34
11 734 19,9
v 774 28,4

Abkiirzungen: POZ, Peroxidzahl; TBARS, Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen.

Tabelle 5:  Tocopherol-Konzentrationen der Didten im ersten Versuch

Gruppe a-TOC a-TOC-Eq
[mg/kg Didt | [mg/kg Diit]
I 21,3 21,3
II 20,6 20,6
11 35,9 24,1
v 37,4 25,1

Abkiirzung: a-TOC, a-Tocopherol; a-TOC-Eq, a-Tocopheroldquivalen.

2.1.1.2  Analysenparameter

Als Versuchsparameter zum Lipidmetabolismus wurden die Konzentrationen an
Triglyceriden und Gesamtcholesterin in Plasma, Lipoproteinen sehr geringer Dichte (VLDL),
Lipoproteinen geringer Dichte (LDL), Lipoproteinen hoher Dichte (HDL) sowie in der Leber
der Versuchstiere bestimmt. In der Leber wurde die Aktivitit sowie die Expression der
lipogenen Enzyme Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) und Fettsduresynthetase
(FsS) gemessen. Beides sollte Aufschluf3 iiber einen verdnderten Lipidmetabolismus geben.
Als Versuchsparameter zum Schilddriisenhormonstoffwechsel wurde die Konzentration an
gesamtem und freiem Thyroxin (T4 und fT4), Trijodthyronin (T3), und Thyrotropin (TSH) im
Plasma gemessen. Als Parameter zum Status des antioxidativen Schutzsystems der
Versuchstiere wurde die Oxidationsempfindlichkeit der LDL, die Tocopherol-Konzentration
in Plasma und Leber, sowie die Aktivitit der Glutathionperoxidase (GSH-Px), als ein
antioxidativ wirkendes Selen-haltiges Enzym, bestimmt. Zum Selenstatus der Versuchstiere
wurde die Selenkonzentration in Plasma und Leber bestimmt. Die Methoden hierzu sind in

den Kapiteln 2.3.4, 2.3.6.1-2, 2.3.7.1-4 und 2.3.8.1-3 beschrieben.
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2.1.2 Untersuchungen zum Einflu3 oxidierter Fette auf den Schilddriisenhormon-

und Lipidstoffwechsel bei unterschiedlicher Jodversorgung

In diesem Versuch sollte untersucht werden, welchen Einflufl oxidierte Fette bei addquater
bzw. suboptimaler Jodversorgung auf ausgewihlte Parameter des Schilddriisen-
hormonstoffwechsels ausiibt. In einem zweifaktoriellen Versuchsansatz wurden vier Gruppen
mit je 12 Versuchstieren gebildet, die restriktiv 35 Tage verschiedene Diédten erhielten
(Versuchsfaktoren: Fettart, Jodversorgung). Als Versuchstiere dienten ménnliche Sprague-
Dawley Ratten (Fa. Charles River GmbH) mit einer mittleren Anfangslebendmasse von
51,9 £ 3,5 g. Die Tiere wurden restriktiv gefiittert, um die Futteraufnahme zu standardisieren.
Die tigliche Futtermenge wurde in den ersten 20 Tagen kontinuierlich von 5,1 g auf 18,0 g
erhoht. Die mittlere tdgliche Futteraufnahme tiber die ganze Fiitterungsperiode betrug 13,8 g.

Die oxidierten Fette wurden durch Erhitzen von Sonnenblumendl bei einer Temperatur von
55°C unter permanenter Luftzufuhr iiber den Zeitraum von 5 Wochen hergestellt. Als
MeBparameter der Oxidation des Ols wihrend des Erhitzungsvorganges wurden in tiglichen
Abstinden die POZ, die Konzentration an TBARS und die SZ bestimmt. Das frische
Versuchsfett hatte eine POZ von 4,0 mEq O./kg Fett, eine SZ von 0,61 mg KOH/g Fett und
die Konzentration an TBARS betrug 0,27 pmol/kg Fett. Die thermische Behandlung des
oxidierten Versuchsfett fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der POZ auf 682 mEq O,/kg Fett,
der SZ auf 1,30 mg KOH/g Fett sowie der TBARS-Konzentration auf 0,34 pmol/kg Fett. Die
Inkubation des Ols bei 55°C fiihrte zu einem deutlichen Verlust an PUFA, der an einem
Abfall des Linolsdureanteiles (18:2 n-6) um 6,1 % (w/w) deutlich wurde, sowie einem
Anstieg des Olsiureanteiles (18:1) um 4,5 % (w/w). Um die Effekte der unterschiedlichen
Fettsdurezusammensetzung wurde des Fettsduremuster des frischen Sonnenblumendls durch
die Zugabe von Palmoél (89:11, w/w) dem Fettsduremuster des oxidierten Fettes angeglichen.
Der Anteil an Linolsdure (18:2 n-6) stellte dabei den Orientierungswert (60,1 g/100 g
Fettsduren) dar. In diesem Versuch wurde anstelle Schweineschmalz Palmél verwendet, um
eine Erhohung des Jodgehaltes der Diét durch das Schweineschmalz zu vermeiden. Da das
erhitzen des Fetts bei 55°C zu einem kompletten Verlust von Tocopherolen flihrte, wurde der
Tocopherol-Gehalt von oxidiertem Fett mit der Zugabe von all-rac-a-Tocopherolacetat dem
des frischen Fettes angeglichen. Dabei wurde eine Endkonzentration von 513 Milligramm
Tocopheroldquivalent/kg Fett angestrebt. Die wichtigsten Parameter der eingesetzten Fette

sind in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6:  Charakterisierung der eingesetzten Fette im zweiten Versuch

Ausgangsfette Versuchsfette
Sonnen- Palmol Frisch oxidiert
blumendl
Fettquelle [g/kg Diit]
Sonnenblumendl - - 89 100
Palmol - - 11 -
Behandlung
Temperatur [°C] - - - 55
Zeit [Wochen] - - - 5
Fettkennzahlen
Peroxidzahl [mEq O,/kg] 2,0 - 4,00 682
TBARS [pumol/kg] 0,29 - 0,27 0,34
Saurezahl 0,59 - 0,61 1,30
Fettsdurenzusammensetzung
[¢/100 g Fettsduren]
Mpyristinsdure (14:0) 0,1 1,2 0,2 0,1
Palmitinsdure (16:0) 6,3 459 10,5 7,4
Palmitoleinsdure (16:1) 0,1 0,2 0,1 0,1
Stearinsédure (18:0) 4.4 4,5 4.4 4,7
Olsdure (18:1) 22,4 37,7 243 26,9
Linolsdure (18:2 n-6) 66,2 9,5 59,8 60,1
Arachinsdure (20:0) 0,3 0.4 0,3 0,3
Eicosenséure (20:1) 0,2 0,2 0,2 0,3
Tocopherole [mg/kg Fett]
a-Tocopherol 563 89,7 513 -
all-rac-a-Tocopherolacetat - - - 775
(Zulage)
a-Tocopheroldquivalent [mg/kg] 563 89,7 513 520

Abkiirzungen: TBARS, Thiobarbitursiure-reaktive Substanzen.
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2.1.2.1  Zusammensetzung der Diit

Im zweiten Versuch wurde eine halbsynthetische Didt auf Caseinbasis eingesetzt, die in
Anlehnung an das National Research Council (NRC, USA, 1995; Reeves et al., 1993)
hergestellt wurde und in Tabelle 7 dargestellt ist. Der Fettanteil betrug 10 %. Das Jod wurde
den jodaddquaten Didten in Form von Kaliumjodidldsung in einer Konzentration von 350 pg
Jod/kg Didt zugegeben. Die analysierten Jodkonzentrationen der Didten sind in Tabelle 8
gegeben.

Tabelle 7:  Zusammensetzung der Diét im zweiten Versuch

Fett frisch oxidiert
Komponente Menge [g/kg] Menge [g/kg]
Casein 200 200
Stirke 320 320
Saccharose 288 288
Fett 100 100
davon:

Sonnenblumendl 89,0 100

Palmol 11,0 -
Zellulose 30 30
Vitaminvormischung’ 20 20
Mineralstoffvormischung’ 40 40
DL-Methionin 2 2

' Vitaminvormischung pro kg Didt: 4000 LE. Retinol; 1000 I.E. Cholecalciferol; 0,75 mg

Menadion-Na-Bisulfid; 5 mg Thiaminhydrochlorid; 6 mg Riboflavin; 6 mg Pyridoxin-
Hydrochlorid; 15 mg Ca-D-Pantothenat; 30 mg Nicotinsdure; 2,0 mg Folsdure; 0,025 mg
Cobalamin; 0,2 mg Biotin; 1000 mg Cholinchlorid, Stirke 16,9 g.

Mineralstoffvormischung pro kg Didt: 9,83 g Calciumcarbonat; 9,42 g Di-Calcium-
phosphat; 4,87 g Magnesiumphosphat; 10,0 g Kaliumsulfat; 0,87 g Magnesiumoxid; 2,99 g
Natriumchlorid; 0,16 g Eisensulfat; 50,6 mg Zinkoxid; 30,0 mg Kupfersulfat-Pentahydrat;
24,2 mg Manganoxid; 0,33 mg Natriumselenit, Saccharose 1,8 g.
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Tabelle 8:  Jodkonzentrationen der eingesetzten Didten und Einteilung der

Versuchstiergruppen im zweiten Versuch

Gruppe Fettart Jodzulage Jodkonzentration Jodgruppe Kurzbezeichnung

analysiert
[ng/kg Didt] [ng/kg Didt]
I keine 51,8 50 FF/SJ
qp  [frisch 350 4238 400 FF/AJ
""" m  keine 446 50 OFS]
fy  oxidiert 350 378,9 400 OF/AJ
Abkirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; SJ, suboptimale Jodversorgung; AJ, adaquate
Jodversorgung.

Die Grundfuttermischungen wurden mit 10 % Fett vermischt und nach der Zugabe von
Reinstwasser zu einem Teig geknetet und gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage Gamma
2-20, Fa. Christ, Osterode/Harz, Deutschland). Aus den gefriergetrockneten Didten wurden
die Fette extrahiert und die Fettkennzahlen POZ und TBARS bestimmt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Fettkennzahlen der Diitfette im zweiten Versuch als Bestandteil

der fertigen Didt
Gruppe POZ TBARS
[mEq Oy/kg Fett] [umol/kg Fett]
I 32,5 0,6
II 33,0 0,8
111 866 18,6
v 887 31,6

Abkiirzungen: POZ, Peroxidzahl; TBARS, Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen.

2.1.2.2  Analysenparameter

Als Versuchsparameter zum Schilddriisenhormonstoffwechsel wurden die Konzentrationen an
T4, fT4, T3 und TSH im Plasma gemessen. Als Schilddriisenaktivitdtsparameter wurden die
Expressionen der Schilddriisenperoxidase (TPO), des Natrium/Jodid-Symporters (Na'/J-
SYM) und der Glutathionperoxidase (GSH-Px) der Schilddriise gemessen. Die histologische

Verdnderungen der Schilddriise wurden an Paraffinschnitten durch Messung der



13 2 Material und Methoden

Follikeldurchmesser und Epithelhdhen bestimmt. Als Kontrollparameter zum Jodstatus der
Versuchstiere wurde die Jodkonzentration im Plasma gemessen. Zum Status des
antioxidativen Schutzsystems der Versuchstiere wurde die in vitro Oxidationsempfindlichkeit
der LDL durch kupferinduzierte Oxidation sowie die Tocopherol-Konzentration in Plasma
und Leber bestimmt. Die Methoden hierzu sind in den Kapiteln 2.3.4, 2.3.6.1-3, 2.3.7.1 sowie
2.3.8.1 beschrieben.

2.1.3 Untersuchungen zum Einfluf3 unterschiedlich thermisch behandelter Fette auf
die Konzentrationen der Schilddriisenhormone bei unterschiedlicher Vitamin

E-Versorgungen

In diesem Versuch sollte untersucht werden, welchen Einflull unterschiedlich thermisch
behandelte Fette bei addquater und erhohter Vitamin E-Versorgung auf ausgewdihlte
Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels hat. In einem zweifaktoriellen
Versuchsansatz wurden acht Gruppen mit je 12 Versuchstieren gebildet, die restriktiv 56 Tage
semisynthetische Didten erhielten (Versuchsfaktoren: Fettart, Vitamin E-Versorgung). Als
Versuchstiere dienten ménnliche Sprague-Dawley Ratten (Fa. Charles River GmbH) mit einer
mittleren Anfangslebendmasse von 103 + 8 g. Die Tiere wurden restriktiv gefiittert, um die
Futteraufnahme zu standardisieren. Die tdgliche Futtermenge wurde in den ersten 20 Tagen
kontinuierlich von 7,8 g auf 18,0 g erhoht. Die mittlere tdgliche Futteraufnahme iiber die
ganze Flitterungsperiode betrug 16,0 g.

Die Tiere der Versuchsgruppen I und II erhielten die Diédten mit frischem Fettgemisch (10 %)
aus Sonnenblumendl und Schweineschmalz (31:69, w/w). Die oxidierten Fette der Gruppen
I und IV wurden durch thermische Behandlung eines Sonnenblumendl-
/Schweineschmalzgemisches (1:1, w/w) bei einer Temperatur von 50°C unter permanenter
Luftzufuhr {iber den Zeitraum von 38 Tage hergestellt (Fett # 1). Die oxidierten Fette der
Gruppen V und VI wurden durch thermische Behandlung des zweiten Fettgemisches bei einer
Temperatur von 105°C iiber den Zeitraum von 81 Stunden hergestellt (Fett#2). Die
oxidierten Fette der Gruppen VII und VIII wurden durch thermische Behandlung des zweiten
Fettgemisches bei 190°C iiber den Zeitraum von 24 Stunden hergestellt (Fett# 3). Als
MeBparameter der Oxidation der Ole wihrend der thermischen Behandlung wurden in
taglichen Abstinden die Fettsdurezusammensetzung und die POZ bestimmt. Das frische
Versuchsfett hatte eine POZ von 1,6 mEq O,/kg Fett. Die thermische Behandlungen der
oxidierten Versuchsfette fithrte zu einem deutlichen Anstieg der POZ in Fett # 1 auf 804 mEq
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Tabelle 10: Charakterisierung der eingesetzten Fette im dritten Versuch

Ausgangsfett Versuchsfette
FF Fett#1  Fett#2 Fett#3

Fettquelle [g/kg Diiét]

Sonnenblumendl 50 31 50 50 50

Schweineschmalz 50 69 50 50 50
Behandlung

Temperatur [°C] - - 50 105 190

Zeit [Stunden] - - 912 81 24
Peroxidationsprodukte im Fett

Peroxidzahl [mEq O,/kg] 1,6 1,6 804 149 3,5

TBARS [pumol/kg] 0,08 0,13 10,3 2,18 0,29
Fettsdurenzusammensetzung

[g/100 g Fettsduren]

Myristinsdure (14:0) 0,8 1,1 0,9 1,0 0,9

Palmitinséure (16:0) 15,2 13,2 17,4 17,8 17,5

Palmitoleinsdure (16:1) 1,5 1,3 1,6 1,6 1,5

Stearinsdure (18:0) 8,7 11,5 9,8 10,4 10,2

Olsgure (18:1) 33,4 35,6 36,9 35,6 34,7

Linolsdure (18:2 n-6) 36,6 26,1 26,9 26,6 27,2

Linolensaure (18:3 n-3) 0,5 0,6 0,3 0,3 0,3

Eicosensaure (20:1) 0,7 0,8 0,7 0,7 0,8
Tocopherole [mg/kg Fett]

a-Tocopherol (analysiert) 305 202 - - 27,9

all-rac-a-Tocopherolacetat

Niedrige Zulage - 71,5 372 372 331
Erhohte Zulage - 3654 3725 3725 3683

a-Tocopherolidquivalent
[mg/kg Fett] (errechnet)
Niedrige Zulage - 48 250 250 222
Erhohte Zulage - 2452 2500 2500 2472

Abkiirzungen: FF, Frisches Fett; Fett # 1, bei 50°C erhitztes Fett, Fett # 2, bei 105°C erhitztes Fett; Fett # 3, bei
190°C erhitztes Fett; TBARS, Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen.
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Oy/kg Fett, in Fett # 2 auf 149 mEq O,/kg Fett und zu einem leichten Anstieg der POZ in
Fett # 3 auf 3,5 mEq O,/kg Fett (Tabelle 10).

Das Erhitzen der Fettgemische fiihrte zu einem deutlichen Verlust mehrfach ungesittigter
Fettsduren, der bei Fett # 1, Fett # 2 und Fett # 3 der an einem Abfall des Linolsdureanteiles
(18:21-6) um 9,7, 10,0 bzw. 9,4 % (w/w), sowie einem Anstieg des Olsdureanteiles (18:1) um
1,1, 3,5 bzw. 1,3 % (w/w) bei Fett# 1, Fett#2 bzw. Fett# 3 und des Stearinsdureanteiles
(18:0) um 1,1-1,7 % (w/w) deutlich wurde. Die Fettsdurezusammensetzung des frischen
Sonnenblumendl wurde durch Zugabe von Schweineschmalz dem Fettsduremuster des
oxidierten Fettes angeglichen. Die Linolsdure stellte dabei den Orientierungswert dar
(26,6 g/100 g Fettsduren).

Da die thermische Behandlung zu einem kompletten Verlust von Tocopherolen bei allen
Fettgemischen fiihrte, wurde der Tocopherol-Gehalt der oxidierten Fette durch Zugabe von
all-rac-a-Tocopherolacetat dem des frischen Fettes angeglichen. Dabei wurde eine
Endkonzentration von 317 mg a-Tocopheroldquivalent’kg Fett angestrebt. Die wichtigsten

Parameter der eingesetzten Fette sind in der Tabelle 10 aufgelistet.

2.1.3.1 Zusammensetzung der Diit

Fir den dritten Versuch wurde halbsynthetische Didt auf Caseinbasis eingesetzt, die in
Anlehnung an das National Research Council (NRC, USA, 1995; Reeves et al., 1993)
hergestellt wurde und in Tabelle 11 dargestellt ist. Der Fettanteil betrug 10 %. Der Vitamin E-
Gehalt der Didten wurde mit Vitamin E-Zulage in der Form all-rac-a-Tocopherolacetat in
Konzentration von 250 mg/kg Diét variiert. Die analysierten a-Tocopherol-Konzentrationen
der Diiten sind in Tabelle 12 dargestellt.

Die Grundfuttermischungen wurden mit 10 % Fett vermischt und nach der Zugabe von
Reinstwasser zu einem Teig geknetet und gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage Gamma
2-20, Fa. Christ, Osterode/Harz, Deutschland). Aus gefriergetrockneten Didten wurden die
Fette extrahiert und die Fettkennzahlen POZ und TBARS bestimmt (Tabelle 13).
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Didt im dritten Versuch

Fett frisch oxidiert
Komponente Menge [g/kg] Menge [g/kg]
Casein 200 200
Stirke 300 300
Saccharose 298 298
Fett 100 100
frisch davon:

Sonnenblumendl 31 50"

Schweineschmalz 69 50"
Zellulose 40 40
Vitaminvormischung’ 20 20
Mineralstoffvormischung’ 40 40
DL-Methionin 2 2

* Sonnenblumendl- und Schweineschmalzanteil fiir oxidierte Fette (Fett # 1, Fett # 2 und Fett # 3).

! Vitaminvormischung pro kg Diit: 4000 L.E. Retinol; 1000 L.E. Cholecalciferol; 0,75 mg

Menadion-Na-Bisulfid; 5 mg Thiaminhydrochlorid; 6 mg Riboflavin; 6 mg Pyridoxin-
Hydrochlorid; 15 mg Ca-D-Pantothenat; 30 mg Nicotinsdure; 2,0 mg Folsdure; 0,025 mg
Cobalamin; 0,2 mg Biotin; 1000 mg Cholinchlorid, Starke 16,9 g.

Mineralstoffvormischung pro kg Didt: 9,83 g Calciumcarbonat; 9,42 g Di-Calcium-
phosphat; 4,87 g Magnesiumphosphat; 10,0 g Kaliumsulfat; 0,87 g Magnesiumoxid; 2,99 g
Natriumchlorid; 0,16 g Eisensulfat; 50,6 mg Zinkoxid; 30,0 mg Kupfersulfat-Pentahydrat;
24,2 mg Manganoxid; 0,32 mg Calciumjodat; 0,33 mg Natriumselenit, Saccharose 1,8 g.
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Tabelle 12:  o-Tocopherolkonzentrationen der eingesetzten Didten und Einteilung der

Versuchsgruppen im dritten Versuch

Gruppe Fettart a-Tocopherolacetat a-Tocopherol  Vitamin E  Kurzbezeichnung
Zulage analysiert Gruppe
[mg/kg Diét] [mg/kg Diét]

| keine 11,6 0,95 25 FF/NE
frisch (25 mg/kg Diit)
II 250 283 £38,1 250 FF/EE
11 oxidiert 25 46,5+ 221 25 OF # 1/NE
bei
v 50 °C 250 262 +£30.4 250 OF # 1/EE
A% oxidiert 25 25,4+ 4,17 25 OF # 2/NE
bei
VI 105 °C 250 281 +£40,5 250 OF # 2/EE
VII oxidiert 25 26,7 £ 1,64 25 OF # 3/NE
bei
VIII 190 °C 250 290 + 7,45 250 OF # 3/EE

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF # 1, bei 50°C erhitztes Fett; OF # 2, bei 105°C erhitztes Fett; OF # 3, bei
190°C erhitztes Fett; EE, erhohte Vitamin E-Versorgung; NE, niedrige Vitamin E-Versorgung.

Tabelle 13: Fettkennzahlen der Didtfette im dritten Versuch als Bestandteil der fertigen Diét

Gruppe POZ TBARS
[mEq O,/kg Fett] [mmol/kg Fett]

I 4,66 0,02

11 4,41 0,00
11 920 22,7
v 915 21,1
\Y% 329 2,21
VI 224 2,26
VII 39,2 0,15
VIII 37,7 0,21

Abkiirzungen: POZ, Peroxidzahl; TBARS, Thiobarbiturséure-reaktive Substanzen.



18 2 Material und Methoden

2.1.3.2  Analysenparameter

Als Versuchsparameter zum Schilddriisenhormonstoffwechsel wurden die Konzentrationen
von T4, fT4, T3 und TSH im Plasma gemessen. Die Methoden hierzu sind in den

Kapiteln 2.3.6.1-2 beschrieben.

2.14 Haltung der Versuchstiere

Die Tiere wurden in einem klimatisierten Raum bei konstanter Temperatur von 22 + 1°C, bei
kiinstlicher Beleuchtung und einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus (6"/18") einzeln in
Makrolonkéfigen gehalten. Das Trinkwasser (Reinstwasser, mit 0,14 g/l NaCl auf die
Osmolaritdt von Leitungswasser eingestellt) stand den Ratten ad libitum zur Verfiigung. Die

8% und 9% Uhr. Die Gewichtszunahme wurde

Fiitterung erfolgte restriktiv zwischen
wochentlich ermittelt.
Am vorletzten Tag nach dem Mittag erfolgte im halbstiindigen Abstand die letzte Fiitterung,

da den Tieren um 17 Uhr, ebenso in halbstiindigem Abstand, die Didt entzogen wurde.

2.2 Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials

2.2.1 Gewinnung von Plasma, Erythrozyten und Organentnahme

Die Ratten wurden unter Athernarkose dekapitiert. Das Blut wurde in heparinisierte
Monovetten (Fa. Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) aufgefangen. Zur Gewinnung des
Plasmas wurde das Blut bei 3000 U/min 10 min bei 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Fa.
Heraeus, Hanau, Deutschland). Die Erythrozyten wurden 3x mit physiologischer Kochsalz-
Losung gewaschen.

Die Schilddriise und eine Gewebeprobe der Leber wurden fiir die Expressionsanalyse
entnommen und wie auch der Hauptanteil der Leber, Herz, Niere und Hoden in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Erythrozyten, Plasma und Gewebeproben wurden bis zur weiteren

Aufbereitung bei -20°C und die Proben zur Isolierung von RNA wurden bei -80°C gelagert.
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2.2.2 Fraktionierung der Lipoproteine

Die Trennung der Lipoproteine des Plasmas erfolgte iiber eine Dichte-Gradienten-
Zentrifungation in Anlehnung an die Vorschrift der Firma Sorvall (1997).

Im ersten Schritt wurde die Dichte des Plasmas mit einer Losung 1 (0,195 M NaCl, 0,27 mM
EDTA-Na-Salz, 1 mM NaOH) auf 1,006 g/ml eingestellt und bei 900.000 g 1,5 Stunde bei
4°C zentrifugiert (Mikroultrazentrifuge RC M 150 GX, Fa. Sorvall, Hanau, Deutschland).
AnschlieBend wurde die VLDL (Dichte < 1,006 g/ml) als obere Schicht vorsichtig
abpipettiert. Der Rest des Plasmas wurde mit einer Losung 2 versetzt (24,27 mM NaBr,
aufgefiillt auf 100 ml mit Losung 1), um eine Dichte von 1,063 g/ml zu erreichen. Nach
erneutem Zentrifugieren bei 900.000 g, 1,5 Stunden, 4°C wurde die LDL (Dichte zwischen
1,006-1,063 g/ml) als obere Schicht abpipettiert. Die HDL (Dichte > 1,063 g/ml) wurde nicht
weiter getrennt, sondern zusammen mit dem proteinhaltigen Rest entnommen und alle Proben

bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

2.2.3 Gewinnung von Leberhomogenat und Leberzytosol

Das Leberhomogenat und Leberzytosol wurden in Anlehnung an die Methoden von Garg et
al. (1988) und Christiansen et al. (1991) gewonnen. 3-4 g gefrorene Leber wurden grob
zerkleinert und nach der Zugabe von 8 ml Homogenisierungspuffer (0,25 M Saccharose,
0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) in einem Potter-S-Homogenisator (Fa. B. Braun Biotech
International, Melsungen, Deutschland) unter Eiskiihlung bei 500 U/min mit 10 Hiiben
homogenisiert. Die Zelltrimmer wurden durch einen Zentrifugationsschritt bei 2.000 g,
10 min, 4°C (Megafuge 1,0, Fa. Sorvall, Hanau, Deutschland) abzentrifugiert. Ein Aliquot
vom Uberstand (Homogenat) wurde fiir weitere Analysen bei -20°C eingefroren. Das
Leberzytosol wurde in zwei danach folgenden Zentrifugationsschritten bei 105.000 g, 60 min,
4°C (Mikroultrazentrifuge RC M 150 GX, Fa. Sorvall, Hanau, Deutschland) gewonnen.
Zwischen dem ersten und den zweiten Zentrifugieren wurde vom Uberstand die Fettschicht

entfernt und der Restiiberstand weiter zentrifugiert.
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23 Analytische Methoden
2.3.1 Bestimmung der Fettkennzahlen zur Abschiitzung des Oxidationsgrades der
Fette

Zur Charakterisierung der eingesetzten Fette wurden die sogenannten Fettkennzahlen POZ

und SZ; sowie die Konzentration an TBARS bestimmit.

2.3.1.1 Peroxidzahl

Die POZ gibt die Menge an peroxidisch gebundenem Sauerstoff als Millidquivalente
Sauerstoff pro kg Fett an. Die Bestimmung erfolgte nach Wheeler (1932; Pardun, 1976; DGF-
Einheitsmethoden, 1994). 0,5-1,0 g Fett wurde in 30 ml Chloroform/Eisessig (3:2, v/v) gelost
und mit 1 ml Kaliumjodid (gesittigte Losung) versetzt. Nach 60 sec intensiven Mischens
wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml Wasser gestoppt. Nach der Zugabe von 1 ml
Starkelosung (1 %, w/v im Reinstwasser) wurde das durch die Peroxide gebildete Jod mit

0,05 N Natriumthiosulfat-Losung bis zum Farbumschlag titriert.

Berechnung der Peroxidzahl:

Verbrauch Na2S203-Lsg. (ml) - Konzentration NapS203-Lsg. (N) - 1000

POZ (mEq O2/kg Fett) = Fetteinwaage (g)

2.3.1.2 Sdurezahl

Die Séurezahl ist ein MaB fiir den Gehalt an freien Sduren in Fetten und Fettsduren. Sie gibt
die Menge von Kaliumhydroxid an, die notwendig ist, um die in 1 g Fett enthaltenen freien
Sduren zu neutralisieren. Die Bestimmung erfolgte nach der DGF-Einheitsmethode (1994).
10 g Fett wurde in 50 ml Ethanol/Toluol (1:1, v/v) unter leichtem Erwédrmen geldst. Nach der
Zugabe von 6-8 Tropfen Phenolphthalein (1%, w/v in Ethanol) wurde die Probe mit 0,1 N

Kaliumhydroxid bis zum Farbumschlag titriert.
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Berechnung der Siurezahl:

,1 - Verbrauch KOH (ml) - Konzentration KOH (N)

SZ (mg KOH/g) =2
g g Fetteinwaage (g)

2.3.1.3 Thiobarbitursiaure-reaktive Substanzen

Die Bestimmung der TBARS erfolgte in Anlehnung an die Methode von Sidwell et al. (1954),
modifiziert nach Halliwell und Gutteridge (1989) und Valenzuela (1991). Diese Bestimmung
basiert auf der Reaktion von zwei Molekiilen Thiobarbitursdure (TBA) und einem Molekiil

Malondialdehyd (MDA), unter dem Einflufl von Hitze in saurem Milieu (Abbildung 1).

OH 0 OH
CHO )
2X + CH?2  — H
H H ’ s/ OH H %
CHO
TBA MDA

Abbildung 1: Reaktion von Malondialdehyd mit Thiobarbitursidure
(nach Valenzuela, 1991)

Zur Ermittlung der Menge an TBARS wurde eine Eichkurve mit 1,1,3,3-Tetraecthoxypropan
(TEP) als Standard erstellt. 0,2 g Fett bzw. 0,2 ml Standard wurde mit 4 ml Chloroform und
4 ml TBA-Reagenz (0,67 % (w/v) in destilliertem Wasser, 1:2 mit Eisessig verdiinnt) versetzt
und 4 min geschiittelt. Nach der Trennung der Phasen wurde die obere wifrige Phase
abpipettiert und 30 min bei 95°C erhitzt. AnschlieBend wurde die Absorption bei 532 nm in
Glaskiivetten gemessen. Mittels Eichkurve wurde die Menge an TBARS in pmol ermittelt

und auf 1 kg Fett bezogen.
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2.3.2 Bestimmung der Konzentration von a-Tocopherol von Fetten und tierischen

Geweben

Die Konzentration des o-Tocopherols in den eingesetzten Olen und Diiditen wurde in
Anlehnung an die Methoden von Balz et al. (1993) und Coors (1991) bestimmt. Dabei wurden
die Didten gemahlen und die Fette mit Hexan:Isopropanol (3:2, v/v) extrahiert (Hara und
Radin, 1978; modifiziert nach Eder und Kirchgessner, 1994). 200 ul dieser Extrakte wurden
mit 1 ml Pyrogallol-Losung (1 % in absolutem Ethanol, w/v) und 150 pl gesittigter
Natriumhydroxid Losung versetzt und im geschlossenem Gefdll bei 70°C 30 min inkubiert.
Die verseiften Tocopherole wurden danach mit 2 ml n-Hexan extrahiert. Die Hexanphase
wurde zur Bestimmung der o-Tocopherol-Konzentration verwendet. Die Trennung der
Tocopherole erfolgte mittels HPLC (1100-er Serie, Hewlett Packard, Waldbronn,
Deutschland) iiber eine LiChrospher Si 60 Séule (5 um PartikelgroBe, Linge 250 mm, 4 mm
Innendurchmesser, bei 30°C) mittels n-Hexan und 1,4-Dioxan (94:6, v/v) als Laufmittel
(FluBrate 1,0 ml/min). Die Tocopherole wurden iiber Fluoreszenzdetektion (Excitation:
295 nm, Emission: 330 nm) in Bezug auf externe Standards (Merck, Darmstadt, Deutschland)

quantifiziert.

233 Bestimmung des Fettsiuremusters von Fetten

Zur Bestimmung des Fettsduremusters der verwendeten Fette wurden die Fettsduren mit
Trimethylsulfoniumhydroxid methyliert (Butte, 1989) und die Fettsduremethylester (FAME)
quantitativ mit einem Gaschromatographen (HP 5890, Hawlett Packard GmbH, Waldbronn,
Deutschland) mittels Flammenionisationsdetektor (FID) bestimmt (Danicke et al., 1999). Die
Trennung der Fettsduremethylester erfolgte auf einer 30 m langen FFAP-Si-Trennsdule
(0,53 mm Innendurchmesser, Fa. Macherey und Nagel, Diiren, Deutschland) mit Helium als
Tragergas und einer FlieBgeschwindigkeit von 5,4 ml/min. FAME wurden quantifiziert mit

internem Standard (C15:0).
234 Bestimmung der Selenkonzentration in Diiiten, Leber und Plasma
Die Konzentration von Selen in Didten und Leber wurde nach der Methode nach Schifer und

Behne (1985) bestimmt. 0,5 g Didt- oder Leberprobe wurden mit 3 ml HNO; (70 %)
vermischt und anschlieBend 30 min bei 140°C gekocht. Zu den gekiihlten Proben wurden
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danach 1,0 ml H,SO4 (96 %) und 0,5 ml HCIO4 (70 %) gegeben, griindlich gemischt und
20 min bei 300°C gekocht. Nach dem Abschluf3 dieser Phase wurden die Proben schnell auf
100°C gekiihlt mit 20 ml 6 N HCI versetzt und 30 min bei 100°C inkubiert. Nach Abkiihlen
der Proben wurden diese auf 40 ml mit Wasser aufgefiillt und mit einem Atom-
absorptionsspektrometer (AAS 403, Perkin Elmer, Bodensee, Deutschland) und der FIAS
System (MHS 20, Perkin Elmer, Bodensee, Deutschland) gemessen. Pro Probe wurden drei
Messungen durchgefiihrt.

2.3.5 Bestimmung der Jodkonzentration in Diéiten

Die Konzentration von Jod in Didten wurde nach der Methode nach Fecher et al. (1998)
bestimmt. 250 mg Probe wurden in ein gut verschlieBbaren Kolben mit 5 ml Reinstwasser
gemischt und anschliefend mit 1 ml Tetramethylamoniumhydroxid (TMAH, 25 %) versetzt
und 3 Stunden bei 90°C inkubiert. Nach Abkiihlen wurde die Losung quantitativ in einen
25 ml MeBkolben {iberfiihrt. Die MeBlosung wurde durch zweifaches Filtrieren durch einen
5 um und 0,45 um Vorsatzfilter gewonnen. Zur Messung wurden danach 5 ml Filtrats mit
0,5 ml Telur-Standardlosung (Te-125, 10 mg Te/l) und 5 ml Reinstwasser versetzt. Die
Messung erfolgte mittels ICP-MS (Elan 6000, Perkin Elmer, Bodensee, Deutschland).

2.3.6 Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels

Als Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels wurden die Konzentrationen von TSH,
T4, fT4 sowie T3 im Plasma bestimmt. Zuséitzlich wurde die relative mRNA-Konzentration
wichtiger Enzyme in der Schilddriise (TPO, Na'/7-SYM und GSH-Px) bestimmt und

histologische Untersuchungen an Schilddriisenschnitte durchgefiihrt.

2.3.6.1 Bestimmung von Thyrotropin im Plasma

Zur Messung des TSH im Plasma wurde ein Radioimmunoassay (RIA) (Biocode, Liege,

Belgien) verwendet.

Messprinzip
Das nicht markierte TSH in Plasma bzw. Standard konkurriert mit '>’I-markiertem TSH

(Tracer) um die begrenzte Zahl an vorhandenen Antikdrpern. Die Menge des an den hoch



24 2 Material und Methoden

spezifischen monoclonalen Antikorper (Kaninchen) gebundenen markierten TSH wird so
reduziert. Nach 30 min Inkubation wurde die Trennung der gebundenen und freien
Antikorpern durchgefiihrt. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren (1.500 g, 15 min)
abpipettiert und die Radioaktivitdt im Pellet nach der Zugabe von 2 ml Szintillatorgemisch im
Fliissigkeits-Szintillations-Zahler (TRI-Carb 2100TR, Camberra Packard, Dreieich,
Deutschland) gemessen. Berechnung der Thyrotropinkonzentration in der Probe erfolgte
mittels logaritmierter Eichkurve mit der Software SigmaPlot 2.01 (Jandel Scientific Software,

Erkrath, Deutschland).

2.3.6.2 Bestimmung von gesamtem und freiem Thyroxin sowie Trijodthyronin im

Plasma

Zur Messung der Konzentration des T4 fT4 und T3 wurden die RIA Kits T4 MAb, FREE Ty

sowie T3 der Fa. ICN-Pharmaceuticals (Eschwege, Deutschland) verwendet.

Messprinzip

Das nicht markierte Hormon im Plasma konkurriert mit dem markierten Hormon um die
begrenzte Zahl vorhandener Antigenbindungsstellen. Mit zunehmender Hormonkonzentration
im Plasma sinkt die Anzahl freier Bindungsstellen fiir den markierten Hormon-Tracer. Die
Konzentration der gebundenen Radioaktivitdt ist daher umgekehrt proportional zu
Hormonkonzentration im Plasma bzw. Standard. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit
wurden die Antikdrper-gebundene und freie Fraktion getrennt und die Radioaktivitdt nach der
Zugabe von 3 ml Szintillatorgemisch im Fliissigkeits-Szintillations-Zéhler gemessen.
Berechnung der Hormonkonzentration in der Probe erfolgte mittels logaritmierter Eichkurve

mit Software SigmaPlot 2.01 (Jandel Scientific Software, Erkrath, Deutschland).

2.3.6.3 Histologische Untersuchungen an der Schilddriise

Die Schilddriisen wurden nach der Entnahme in der 4 % Formaldehyd-Losung (v/v)
24 Stunden fixiert (Bucher, 1938) und anschlieBend mittels Einbettautomat-Histokinette in
Paraffin eingebettet (Hagemann und Rosenmund, 1989). Die Einbettstufen sind in Tabelle 14
gezeigt. Mittels Mikrotom wurden 4 pum dicke Schilddriisenschnitte hergestellt, auf
Objekttrager fixiert und nach dem Entfernen des Einbettmittels (Tabelle 15) mit Hamalaun-
Eosin nach Mayer (Bock, 1989) gefarbt. Die Zellkerne wurden blau, Zytoplasma und
Schilddriisenfollikel rot gefarbt.
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AnschlieBend erfolgte die Messung der Follikeldurchmesser und der Epithelhhen an
digitalisierten Bildern, die mit einer Sony 3CCD Farbvideokamera am Axioskop bei 200-
facher Vergroferung (Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen wurden. Pro Objekttrager
wurden 30 Follikeldurchmesser und die Hohe von drei zugehorigen Epithelzellen gemessen
(Seffner und Heller, 1979; Seffner, 1982). Die Auswertung erfolgte mittels
Auswertungsprogramm KS300 3.0 (Zeiss, Jena, Deutschland).

Tabelle 14: Einbettungsschema im Einbettautomat

Einbettstufen Einbettdauer (Std.)

1 Ethanol 70 % I 1

2 Ethanol 70 % II 1

3 Ethanol 80 % 1

4 Ethanol 90 % 1

5 Ethanol 96 % I 1

6 Ethanol 96 % II 1

7 Ethanol abs. I 1

8 Ethanol abs. II 1

9 Xylen I 1

10 Xylen II 1

11 Paraffin I 2

12 Paraffin 11 Mindestens 1

Tabelle 15:  Entfernen des Einbettmittels

Entfernstufe Entfernung Dauer (min)

1. Xylen II Entfernung des Paraffins 5

2. Xylen 11 Entfernung des paraffinhaltigen Xylens 5

3. Xylen III Entfernung der letzten Paraffinspuren 5

4. Xylen: Ethanol abs. 1:1 (v/v) Entfernung des Xylens 1

5. Ethanol abs. I Entfernung des Xylens 5

6. Ethanol abs. 11 Beseitigung von Xylenresten 5

7. Ethanol abs. 111 Beseitigung von Xylenresten 5

8. Ethanol 96 % 1

9. Ethanol 80 % 1
5

10. Wasser (Deionisiert) Mehrmals wechseln
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2.3.64 Expressionsanalyse wichtiger Enzyme des Schilddriisenhormonstoffwechsels

Die Bestimmung der Expressionsanalyse wichtiger Enzyme des Schilddriisenhormon-
stoffwechsels wurde mittels Reverse-Transcriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)
durchgefiihrt. Zunichst wurde aus der Schilddriise die gesamte RNA mittels Guanidinium-
Thiocyanat-Methode (in Anlehnung an Chirgwin et al., 1979, modifiziert von Chomczynski
und Sacchi, 1987) mit RNAzol B Reagenz (WAK Chemie Medical GmbH, Bad Soden,
Deutschland) isoliert. In einer Reverse-Transcriptase Reaktion erfolgte die Umschreibung in
die Komplementire-DNA (c-DNA). Zur Quantifizierung relevanter Genabschnitte wurde
anschlieBend eine PCR durchgefiihrt (Ready To Go'™ RT-PCR Beads, Pharmacia
Biosciences, Freiburg, Deutschland; Taq PCR Core Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland).

Etwa 10 mg Schilddriise wurden mit 800 ul RNAzol B Reagenz versetzt und unter
Eiskiihlung in einem Homogenisator homogenisiert. Nach Zugabe des Chloroforms (80 pl)
erfolgte die Extraktion der gesamten RNA. AnschlieBend wurden die Proben bei 12.000 g,
4°C 15 min zentrifugiert. Die obere wélrige Phase, die die RNA enthielt, wurde abpipettiert
und 1:2 mit Isopropanol versetzt. Nach 45 min Inkubation bei 4°C wurde die gefillte RNA
durch Zentrifugieren (12.000 g, 4°C, 15 min) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das RNA-Pellet wurde mit 800 pl 75 % Ethanol gewaschen, bei 7.500 g 8 min zentrifugiert,
und anschlieend 15 min luft-getrocknet. SchlieBlich wurde die RNA mit 50-100 ul RNAse
freiem Wasser versetzt und 3 min bei 60°C in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) gelost. Zur Bestimmung der Reinheit der RNA-Proben wurden diese 1:50 bzw.
1:100 mit RNAse freiem Wasser verdiinnt und die Extinktion bei 260 und 280 nm gemessen.
Zur Einschdtzung der Reinheit der Proben wurde der Quotient zwischen Extinktion bei
260 und 280 nm errechnet. Die Berechnung der RNA-Konzentration der Proben erfolgte nach

der Gleichung:
Ext.e0 - 40 - Verdiinnungsfaktor = ng RNA/ml
Zur Kontrolle eines moglichen Abbaus der RNA wihrend der Pridparation durch RNAsen

wurde denaturierende Formaldehyd-(FA)-Agarose-Gel-Elektrophorese (1,2 %) durchgefiihrt
(1 Stunde, 5-7 V/cm).
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Tabelle 16: Reagenzien fiir RNA-Gel-Elektrophorese

Pufferart Reagenzien

10x FA Gelpufter (pH 7,0) 200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA

Ix FA Gellaufpuffer 100 ml 10x FA Gelpuffer
20 ml 37% Formaldehyd

880 ml RNAse freies Wasser

5x RNA Gelladepuffer 20 mg Bromphenolblau
80 ul 500 mM EDTA (pH 8,0)
720 ul  37% Formaldehyd
2,0 ml  Glycerol
3,1ml Formamid

4,0ml 10x FA-Gelpufter

Abkiirzungen: FA, Formaldehyd; MOPS, 3-[Morpholino]-Propanschwefelséure.

Dazu wurden 2-4 ng RNA auf 10 pul mit RNAse freiem Wasser aufgefiillt, mit 2 pul 5x RNA-
Gelladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen.

Das Gel wurde nach einer Stunde in einer Fotoeinrichtung (SynGene, GeneGenius,
Synoptics Inc., USA) unter UV-Licht aufgenommen. Bei Vorhandensein zweier deutlichen
Banden (18S- und 28S-Ribosomale-RNA) konnte von einer erfolgreichen Priparation
ausgegangen werden.

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Konzentration der TPO, des Na'/J-SYM und der
GSH-Px wurden die mRNA-Sequenzen in der SRS6 Version 6.07.3 EMBI-Datenbank
(Européisches molekularbiologisches Institut) herangezogen.

Die Primer wurden in Anlehnung an die Methode von Kohler (1995) mit dem Programm
Primer Select 4.0 (DNAStar Inc., USA) ermittelt. Die Basenpaarldnge sollte zwischen 18 und
30 Basen Linge, der Anteil der Guanidin/Cytosin zwischen 50-60 % und Schmelztemperatur
zwischen 55-80°C betragen. In kinetischen Studien wurde die optimale Konzentration an
Gesamt-RNA pro Ansatz, die Primer-Konzentration, die Schmelztemperatur und die Anzahl
der notwendigen Zyklen fiir die TPO, den Na'/J"-SYM, die GSH-Px der Schilddriise und des
Referenzgenes (housekeeping gene) Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

ermittelt. Um die Produktion von PCR-Produkten aus DNA auszuschlieBen, wurde eine
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Nullkontrolle, d.h. ohne der cDNA-Synthese durchgefiihrt. Die RNA Proben wurden vor dem
Ansatz auf eine Konzentration von 0,2 bzw. 0,4 pg RNA pro pl verdiinnt.

Zur Bestimmung der Konzentrationen an PCR-Produkten wurde eine DNA-Gel-
Elektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden 0,6 g Agarose mit 30 ml 0,5x TBE-Laufpuffer
versetzt, zum Kochen gebracht und 5 min unter staindigem Mischen gekocht. Nach Abkiihlen
auf 65°C wurde 12 pl Ethidiumbromid (0,2 pg/ml Gel) zupipettiert, geschwenkt und gleich
das Gel gegossen. Nach 20-30 min wurde des Gel fiir weitere 30-60 min in 0,5x TBE
Laufpufter mit 800 pl Ethidiumbromid pro Liter equilibriert. 10 ul PCR-Produkte wurden mit
2 pul 6x Gelladepuffer versetzt und anschliefend auf das Gel aufgetragen. Die Trennung der
PCR-Produkte erfolgte {iber 1 Stunde bei 5-7 V/cm.

Tabelle 17: Reagenzien fiir DNA-Gel-Elektrophorese

Pufferart Reagenzien

5x TBE-Gelpufter 54,0 g Tris Base
27,5 g Borsaure
0,1 M EDTA auf 1 1 mit Reinstwasser aufgefiillt.

0,5x TBE-Laufpuffer 100 ml 5x TBE Gelpuffer

900 ml Reinstwasser

6x Gelladepuffer 300 pl Glycerol
2,5 ul Bromphenolblau (0,25 %, w/v)
700 ul Reinstwasser

Abkiirzungen: EDTA, Ethylendiamintetraessigsdure; TBE, Tris-Borsdure-EDTA.

Die PCR wurde im Bereich des linearen Anstiegs des Logarithmus der PCR-
Produktkonzentration sowohl fiir die TPO, den Na'/J-SYM und die GSH-Px, als auch fiir
GAPDH gestoppt. Die entstandenen PCR-Produkte wurden mittels 2 %iger Agarosegel-
Elektrophorese getrennt (Tabellel7). Die Fiarbung der Produkte folgte mittels
Ethidiumbromid (Kohler et al., 1995). Unter UV-Licht wurden die Produkte in einer
Fotoeinrichtung (SynGene GeneGenius, Synoptics Inc., USA) visualisiert und mittels
zugehoriger Software ausgewertet. Die Peakfldche einer Probe wurde mit der Peakflidche des

GAPDH verglichen und in Prozent dieser Flache angegeben.
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2.3.6.4.1 Schilddriisenperoxidase

Die Reaktionsparameter sind in Tabelle 18 gezeigt.

Tabelle 18: Parameter der RT-PCR fiir Schilddriisenperoxidase

mRNA- und Primerpaarsequenzen TPO (EMBL ID: RNTPO)

Primer 1 5> CCA CAA AAGGCCGAGGTTCAAGY®
Primer 2 5> AAG GGC TGT GGC ATT TAT TCG TCT 3’

GAPDH (EBMI ID: RNGAPDHR)

Primer 1 5" GCATGG CCT TCC GTGTTC C 3°
Primer 2 5> GGG TGG TCC AGG GTTTCT TACTC 3’
Primerkonzentration TPO - 1,0 pmol/pul Primerpaargemisch

GAPDH - 1,0 pmol/ul Primerpaargemisch

cDNA Synthese 34 ul RNAse freies Reinstwasser
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 1 plOligo pd (T) (12.18)(0,5 pg/ul)
Amersham Pharmacia) 5 ul RNA Probe (0,2 pg/ul)

Die Ansdtze wurden gemischt und die cDNA in 25 min bei 42°C synthetisiert. Anschlielend
wurde cDNA bei 95°C fiir 4,5 min denaturiert.

PCR - Reaktion (Pharmacia) 40 pl denaturiertes Reaktionsgemisch (cDNA Synthese)
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 5 pl TPO-Primerpaargemisch
Amersham Pharmacia) 5 ul GAPDH-Primerpaargemisch

Die Ansdtze wurden gemischt und 42 Zyklen
(95°C, 30sec. Denaturieren; 60°C, 30 sec. Primer-Anlagerung; 72°C, 45 sec. Primer-
Amplifikation) durchgefiihrt.

Abkiirzungen: GAPDH, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; TPO, Schilddriissenperoxidase; EMBL ID,
Identitdtsnummer der mRNA-Sequenz beim Europdischen molekularbiologischen Labor.
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2.3.6.4.2 Natrium/Jodid-Symporter

Die Reaktionsparameter sind in Tabelle 19 gegeben.

Tabelle 19: Parameter der RT-PCR fiir Natrium/Jodid-Symporter

mRNA- und Primerpaarsequenzen Na'/J-SYM (EMBL ID: RN60282)

Primer 1 5> GCG CTGCGACTCTCCCACTGAC¥
Primer 2 5 GGC GGT AGA AGA TCG GCA AGAAGA ¥

GAPDH (EBMI ID: RNGADPHR)

Primer 1 5" GCATGG CCT TCC GTGTTC C 3°
Primer 2 5> GGG TGG TCC AGG GTT TCT TACTC 3’
Primerkonzentration Na'/J-SYM -10,0 pmol/ul Primerpaargemisch

GAPDH - 0,4 pmol/ul Primerpaargemisch

cDNA Synthese 34 ul RNAse freies Reinstwasser
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 1 plOligo pd (T) (1218 (0,5 pg/ul)
Amersham Pharmacia) 5 ul RNA Probe (0,4 pg/ul)

Die Ansitze wurden gemischt und die cDNA in 25 min bei 42°C synthetisiert. AnschlieSend
wurde cDNA bei 95°C fiir 4,5 min denaturiert.

PCR - Reaktion 2,5 ul Na'/I-SYM -Primerpaargemisch
2,5 ul GAPDH-Primerpaargemisch

PCR-Master-Mix (Qiagen) 11,85 ul Wasser
2,00 pl 10x Puffer
2,80 ul MgCl, (25 mM)
1,60 pl ANTP's (jeweils 10 mM")
0,25 pul Tag-Polimerase
5,00 pl Primerpaar
1,50 ul cDNA

Die Ansitze wurden gemischt und 42 Zyclen
(95°C, 30 sec. Denaturieren; 60°C, 30 sec. Primer-Anlagerung; 72°C, 45 sec. Primer-
Amplifikation) durchgefiihrt.

Abkiirzungen: Na'/J-SYM, Natrium/Jodid-Symporter; GAPDH, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase;
dNTP’s, Deoxynucleosid-Triphosphate. ~ 10mM dATP, 2’-Deoxyadenosin-5’-Triphosphat,
10mM dCTP, 2’-Deoxycytidin-5’-Triphosphat, 10 mM dGTP, 2’-Deoxyguanosin-5’-
Triphosphat, 10 mM dTTP, 2’-Deoxythymidin-5’-Triphosphat; EMBL ID, Identitdtsnummer der
mRNA-Sequenz beim Europdischen-molekularbiologischen Labor.
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2.3.6.4.3  Glutathionperoxidase der Schilddriise

Die Reaktionsparameterfiir die RT-PCR der Glutathionperoxidase in der Schilddriise sind in
Tabelle 20 gegeben.

Tabelle 20: Parameter der RT-PCR fiir Glutathionperoxidase in der Schilddriise

mRNA- und Primerpaarsequenzen GSH-Px (EMBL ID: S41066)

Primer 1 5" CACCAC GACCCG GGA CTACACC3
Primer 2 5’ CAC CAA GCC CAG ATA CCA GGA ATG 3’

GAPDH (EBMI ID: RNGADPHR)

Primer 1 5" GCATGG CCT TCC GTGTTC C 3°
Primer 2 5> GGG TGG TCC AGG GTTTCT TACTC 3
Primerkonzentration GSH-Px - 0,20 pmol/ul Primerpaargemisch

GAPDH - 1,00 pmol/pul Primerpaargemisch

cDNA Synthese 34 ul RNAse freies Reinstwasser
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 1 pulOligo pd (T) (12.18)(0,5 ug/ul)
Amersham Pharmacia) 5 ul RNA Probe (0,4 pg/ul)

Die Ansitze wurden gemischt und die cDNA in 25 min bei 42°C synthetisiert. AnschlieBend
wurde cDNA bei 95°C fiir 4,5 min denaturiert.

PCR - Reaktion 2,5 ul GSH-Px Primerpaargemisch
2,5 ul GAPDH Primerpaargemisch

PCR-Master-Mix (Qiagen) 11,85 ul Wasser
2,00 pl 10x Pufter
2,80 ul MgCl, (25 mM)
1,60 ul ANTP’s (jeweils 10 mM")
0,25 pl Tag-Polimerase
5,00 pl Primerpaar
1,50 ul cDNA

Die Ansdtze wurden gemischt und 42 Zyclen

(95°C, 30sec. Denaturieren; 60°C, 30 sec. Primer-Anlagerung; 72°C, 45 sec. Primer-
Amplifikation) durchgefiihrt.

Abkiirzungen: GSH-Px, Glutathionperoxidase; GAPDH, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; dNTP’s,
Deoxynucleosid-Triphosphate. © 10mM dATP, 2’-Deoxyadenosin-5’-Triphosphat, 10 mM dCTP,
2’-Deoxycytidin-5’-Triphosphat, 10 mM dGTP, 2’-Deoxyguanosin-5’-Triphosphat, 10 mM
dTTP, 2’-Deoxythymidin-5’-Triphosphat; EMBL ID, Identititsnummer der mRNA-Sequenz
beim Européischen-molekularbiologischen Labor.
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2.3.7 Parameter des antioxidativen Schutzsystems

Als Parameter des antioxidativen Schutzsystems wurde die Konzentration an a-Tocopherol in
Plasma und Leber bestimmt. Als Parameter der Oxidationsempfindlichkeit der LDL wurde
die Lag-Time bestimmt. Zusétzlich wurde die Aktivitdt der selenhaltigen GSH-Px im
Leberzytosol, sowie die Aktivitit der Superoxiddismutase (SOD) in Erythrozyten bestimmt.

2.3.7.1 Bestimmung der a-Tocopherolkonzentration in Plasma und Leber

Ausgegangen von 0,05 g Leber und 200 pl Plasma wurde die Konzentration des enthaltenden
a-Tocopherols nach der Methode von Balz et al. (1993) und Coors (1991) bestimmt (Siehe
Kapitel 2.3.2).

2.3.7.2 Oxidationsempfindlichkeit von Lipoproteinen geringer Dichte

Die Oxidationsempfindlichkeit der LDL wurde als Lag-Time in Anlehnung an die Methode
von Esterbauer et al. (1989) ermittelt. Die Lag-Time wird als Intervall (min) zwischen dem
Startpunkt der Messung und dem Schnittpunkt der Geraden (@) der Ausgangsabsorption und
der Tangente (b) an dem Bereich des linecaren Anstiegs der Absorptionskurve definiert

(Kleinveld, et al., 1992) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Ermittlung der Lag-Time nach Kleinveld et al. (1992)
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Die LDL wurde 1:2 mit 0,1 M PBS verdiinnt und gegen PBS dialysiert. Dabei wurde PBS mit
Stickstoff begast. Die Proteinkonzentration der LDL-Losungen wurde nach Bradford (1976)
bestimmt und anschliefend auf 0,05 mg/ml eingestellt. Die Oxidation wurde mit frisch
angesetzter Kupfersulfatlosung (10 uM) initiiert. AnschlieBend wurde in einer
Mikrotiterplatte (UV-Star-Platte, Greiner, Frickenhausen, Deutschland) 17 Stunden der
Anstieg der Absorption bei 234 nm (25°C) an einem Mikrotiterplattenleser SpectraFlourPlus

gemessen (TeCan, Crailsheim, Deutschland).

2.3.7.3 Bestimmung der Aktivitit der Glutathionperoxidase in Plasma

Die Aktivitidt der GSH-Px (EC 1.11.1.9) wurde in Anlehnung an die Methode von Paglia und
Valentine (1967), modifiziert nach Lavender et al. (1983) ermittelt. Die Aktivitit der GSH-Px
wurde indirekt {iber den Verbrauch von NADPH gemessen. Die GSH-Px katalysiert die
Oxidation des Glutathions (GSH) mit H,O, zu Glutathiondisulfid (GSSG). Durch die Zugabe
von exogener Glutathionreduktase (GSSG-R) und NADPH, welches GSSG regenerieren, wird
NADPH verbraucht (Abbildung 3).

GSH-P GSSG-R
2GSH+H202 ——"% 4 Hy0+GSSG 2 GSH

NADPH NADP™

Abbildung 3: Prinzip der indirekten Bestimmung der Aktivitdt der Glutathionperoxidase

Im Ansatz wurden 200 pl Glutathion-Reduktase-Losung (5U in 1 ml KH-Puffer; 0,1 M,
pH 7,4), 50 ul Glutathion-Losung (40 mM in Reinstwasser, pH 7,0), 450 ul KH-Puffer
(0,1 M; pH 7,4), 50 ul Serum (1:20 mit Reinstwasser verdiinnt) und 220 pl Reinstwasser bei
25°C 10 min inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ul NADPH-L6sung (20 mM in 0,1 % (w/v)
NaHCO3;) bei 25°C fiir 2 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 20 pl
Butylhydroperoxid-Losung (15 mM in Reinstwasser) initiiert und die Extinktionsabnahme bei
340 nm fiir 1 min gemessen. Zur Ermittlung des Leerwerts wurde an Stelle von Serum
Reinstwasser eingesetzt. Der Leerwert wurde von Probenwert substrahiert (Spektrometer,

Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland).
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Die Bestimmung der Aktivitéit der Glutathionperoxidase erfolgte nach der Gleichung:

V - 1000 - AE ) . .
Aktivitdt (U/mg) = 1 . [nmol NADPH/H+ - mg-1 Protein - min-1 bei 25°C]
8 . . V . . p
Es gilt:
P: Proteinkonzentration der Probe in mg/ml V: Testvolumen [ml]
€ Extinktionskoefizient fiir NADPH/H" Vi Probenvolumen [ml]
6,22 - 10° [ml - nmol™ - cm '] d: Schichtdicke [cm]

AE:  Extinktionsverdnderung pro min

2.3.74 Bestimmung der Aktivitit der Superoxiddismutase in den Erythrozyten

Die Messung der Aktivitit der SOD (EC 1.15.1.1) beruht auf der Hemmung der
Autooxidation von Pyrogallol, entsprechend der Methode von Marklund und Marklund
(1974). Eine Einheit (U) entspricht der Menge an Enzym, die eine 50%ige Hemmung der
Pyrogallol-Autooxidation erreicht.

Durch Einfrieren und Auftauen hémolysierte Erythrozyten wurden bei 14.000 g fiir 4 min
zentrifugiert und der Uberstand mit Tris-Succinat-Puffer (0,05 M, pH 8,4) 1:40 verdiinnt
(Probe). Im Ansatz wurden 700 ul Tris-Succinat-Puffer mit 25 ul Probe bei 25°C fiir 10 min
inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 25 pl Pyrogallol-Losung (8 mM in
10 mM HCI) gestartet und die Extinktionsdnderung 3 min bei 420 nm gemessen. Parallel zu
jeder Probe wurde ein Blindwert angesetzt, wobei an Stelle von 25 pl Probe Reinstwasser
zugesetzt wurde. Der Proteingehalt der verdiinnten Proben wurde nach Lowry bestimmt. Die

SOD Aktivitdt wurde in U/mg Protein angegeben.
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Die Bestimmung der Aktivitit der Superoxiddismutase erfolgte nach der Gleichung:

(A E/min 100%-wert = A E/min prope) + V

SOD Aktivitdt [U/mg] =

A E/min 1900-wert

V . . p
2

Es gilt:
V: Testvolumen [ml] E:  Extinktion
v:  Probenvolumen [ml] p:  Proteinkonzentration der Probe [mg/ml]
2.3.8 Charakterisierung des Lipidstoffwechsels

Die Charakterisierung des Lipidstoffwechsels erfolgte durch die Bestimmung der
Konzentration von Triglyceriden und Cholesterin in Plasma und Leber sowie durch die
Bestimmung der Aktivititen der lipogenen Enzymen Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH) und Fettsduresyntethase (FsS) in Leberzytosol. Zusitzlich wurde die relative

mRNA-Konzentration dieser Enzyme untersucht.

2.3.8.1 Extraktion der Gesamtlipide aus der Leber

Aus den Leberproben wurden die Gesamtlipide mittels Hexan-Isopropanol (3:2, v/v) (Hara
und Radin, 1978; Eder und KirchgeBner, 1994) iiber einen Zeitraum von 18 Stunden in einem
Schiittelinkubator G25 (Fa. New Brunswich Scientific inc. Edison, USA) bei Raumtemperatur
extrahiert. AnschlieBend wurden 50-200 ul Extraktes mittels Zentrifugalverdampfers (Fa.

Jouan, Unterhaching, Deutschland) bis zur Trocken eingeengt.

2.3.8.1.1 Bestimmung der Konzentration von Triglyceriden in Plasma und Leber

Die Bestimmung der Konzentration der Triglyceride in Plasma, Lipoproteinfraktionen VLDL,
LDL und HDL sowie in der Leber erfolgte mittels enzymatischen Kits (Merck, Darmstadt,
Deutschland). 20-100 pl extrahierter und abgedampfter Proben wurden zunédchst mit 20 ul
Triton X-100/Chloroform (1:2, v/v) emulgiert und das Losungsmittel mittels Zentrifugal-

verdampfers (Fa. Jouan, Unterhaching, Deutschland) anschlieBend eingeengt.
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Die Berechnung erfolgte mittels Standard nach der Gleichung:

Konzentration Standard
Konzentration = E propbe - [mmol/ 1]
E Standard

2.3.8.1.2 Bestimmung der Konzentration von Cholesterin in Plasma und Leber

Die Bestimmung der Konzentration des Cholesterins in Plasma, Lipoproteinfraktionen VLDL,
LDL und HDL sowie in der Leber erfolgte mittels enzymatischen Kits (Merck, Darmstadt,
Deutschland). 20-60 pl extrahierter und abgedampfter Proben wurden zundchst mit 20 pl
Triton X-100/Chloroform  (1:2,v/v)  emulgiert und das Losungsmittel mittels
Zentrifugalverdampfers (Fa. Jouan, Unterhaching, Deutschland) eingeengt. Die Berechnung

erfolgte mittels Standard nach der Gleichung:

' Konzentration Standard
Konzentration = E prope - [mmol/ 1]
E Standard

2.3.8.2 Bestimmung der Aktivititen der lipogenen Enzyme in der Leber

Zur Beurteilung der Lipidsynthese wurden die Aktivititen der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) und Fettsduresynthetase (FsS) im Leberzytosol bestimmt.

2.3.8.2.1  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Zur Messung der Aktivitdt der GOPDH (EC 1.1.1.49) wurde die Methode von Deutsch (1995)
angewandt. Die G6PDH katalysiert die Reaktion von Glucose-6-Phosphat (G6P) und NADP",
zu 6-Phosphoglucolacton und NADPH/H'. Die Bildung von NADPH/H' durch die 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase wurde durch Zusatz von Maleinimid zur Testlosung
gehemmt. Die gebildete Menge an NADPH/H " ist so der Aktivitit der GGPDH proportional.

Im Ansatz wurden 50 pl Probe mit 1 ml Testmedium (50 mM Tris (pH 7,5); 50 mM NADP";
6,3mM MgCl,'5H,0; 33mM G6P; 5,0mM Maleinimid) versetzt und die
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Extinktionzunahme bei 339 nm, 25°C iiber 2 min gemessen. Um die von der G6PDH
unabhingige Bildung von NADPH/H'  zu korrigieren wurde ein Blindwert ohne Probe
bestimmt. Die Proteinkonzentration der Leberzytosolproben (1:10 mit PBS verdiinnt) wurde
nach Lowry (1951) bestimmt.

Die eingesetzten Leberzytosol-Proben wurden 1:10 mit 0,1 M K,HPO4/KH,HPO, (pH 7,4)
verdiinnt und bei 25°C inkubiert. Alle Testmedien wurden vor der Bestimmung auf eine
Temperatur von 25°C erwdrmt. Die Messung wurde an einem Spektrometer (Pharmacia

Biotech, Freiburg, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 339 nm durchgefiihrt.

Die Berechnung der Aktivitdt der G6PDH und FsS erfolgte nach der Gleichung:

V - 1000 - AE

Aktivitdt (U/mg) = 1 [nmol NADPH/H+ - mg-1 Protein - min-1 bei 25°C]
g - L VAR t . p
Es gilt:
P: Proteinkonzentration der Probe in mg/ml  V:  Testvolumen [ml]
€: Extinktionskoefizient fir NADPH/H" v:  Probenvolumen [ml]
6,22 - 107 [ml - nmol™ - cm '] d:  Schichtdicke [cm]

AE:  Extinktionsverdnderung pro min

2.3.8.2.2 Fettsiuresynthetase

Die Messung der Aktivitdt der FsS (EC 2.3.1.85) wurde nach der Methode von Nepokroeff et
al. (1974) durchgefiihrt.

Die FsS katalysiert ausgehend von Acetyl-CoA dessen Kettenverlingerung. Dabei werden bei
jedem Reaktionszyklus jeweils ein Molekiil Malonyl-CoA und NADPH/H"™ umgesetzt und
CO, freigesetzt. Dabei entstehen eine n-Carbonsiure und NADP" als Oxidationsprodukt. Die
entstehende Menge an NADP" ist der Aktivitit der FsS proportional.

Im Ansatz wurden 700 pl Testmedium-1 (700 mM K,HPO4KH,PO4 (pH 7,0), 0,14 mM
NADPH/H', 1,4 mM EDTA, 1,4 mM DTT), 100 ul Testmedium-2 (0,33 mM Acetyl-CoA)
und 100 pl Testmedium-3 (1,0 mM Malonyl-CoA) in eine Kiivette pipettiert und gemischt.
Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 100 ul Probe, die mit 0,5 M K,HPO4+/KH,HPO4
(pH 7,0) mit 5,0 mM Dithiotreitol (DTT) 1:5 verdiinnt und 30 min bei 37°C vorinkubiert



38 2 Material und Methoden

wurde, gestartet. Alle Testmedien wurden vor der Bestimmung auf eine Temperatur von 25°C
erwdrmt und anschlieBend die Extinktionzunahme bei 339 nm und 25°C fiir 1 min an einem
Spektrometer (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) gemessen.

Der Blindwert diente zur Korrektur der Probenwerte, dabei wurde die unspezifische Bildung
von NADPH/H" ohne Zusatz von Malonyl-CoA bestimmt und von Probenwert subtrahiert.
Die Berechnung der Aktivitdt der FsS erfolgte nach der Gleichung, die im Kapitel 2.3.8.2.1

beschrieben wurde.

2.3.8.3 Bestimmung der relativen mRNA-Konzentration der lipogenen Enzyme in
der Leber

Die Gesamt-RNA wurde nach der Guanidinium Thiocyanat Methode von Chirgwin et al.
(1979) modifiziert nach Chomaczynski und Sacchi (1987) mit RNAzol B Reagenz (WAK
Chemie Medical, Bad Soden, Deutschland), isoliert. Die G6PDH-, FsS- und GAPDH-Primer
wurden in Anlehnung an die Methode von Kohler (1995) ermittelt und die Kinetikstudien
durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.3.6.4).
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2.3.8.3.1 Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Die relative mRNA-Konzentration der G6PDH wurde mit RT-PCR bestimmt. Die
Reaktionsparameter sind in Tabelle 21 gegeben.

Tabelle 21:  Parameter der RT-PCR fiir Glucose-6-Phosphatdehydrogense

mRNA- und Primerpaarsequenzen G6PDH (EMBL ID: RNGD)

Primer 1 5" CCA GCCTCC ACAAGCACCTCAACH
Primer 2 5" AAT TAG CCC CCA CGA CCCTCAGTA »

GAPDH (EBMI ID: RNGADPHR)

Primer 1 5" GCATGG CCT TCC GTGTTC C 3°
Primer 2 5> GGG TGG TCC AGG GTTTCT TACTC 3
Primerkonzentration G6PDH - 2,0 pmol/ul Primerpaargemisch

GAPDH - 0,5 pmol/pl Primerpaargemisch

cDNA Synthese 34 ul RNAse freies Reinstwasser
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 1 pulOligo pd (T) (12.18)(0,5 ug/ul)
Amersham Pharmacia) 5 ul RNA Probe (0,2 pg/ul)

Die Ansétze wurden gemischt und die cDNA in 25 min bei 42°C synthetisiert. Anschlie3end
wurde cDNA bei 95°C fiir 4,5 min denaturiert.

PCR - Reaktion 40 pl denaturiertes Reaktionsgemisch (cDNA Synthese)
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 5 pl G6PDH Primerpaargemisch
Amersham Pharmacia) 5 ul GAPDH Primerpaargemisch

Die Ansétze wurden gemischt und 35 Zyklen
(95°C, 30 sec. Denaturieren; 55°C, 30 sec. Primer-Anlagerung; 72°C, 45 sec. Primer-

Amplifikation) durchgefiihrt.

Abkiirzungen: G6PDH,  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; ~ GAPDH,  Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase; EMBL 1D, Identititsnummer der mRNA-Sequenz beim Europdischen
molekularbiologischen Labor.
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2.3.8.3.2  Fettsiduresynthetase

Die relative mRNA Konzentration der FsS wurde mit RT-PCR bestimmt. Die

Reaktionsparameter sind in Tabelle 22 gegeben.

Tabelle 22:  Parameter der RT-PCR fiir Fettsduresynthetase

mRNA- und Primerpaarsequenzen FsS (EMBL ID: RNFASA)

Primer 1 5> GGG CCT GGA GTC TAT CAT CAACAT 3
Primer 2 5> GCG GGT ACA GGG CTA AGACAAAA Y

GAPDH (EBMI ID: RNGADPHR)

Primer 1 5" GCATGG CCT TCC GTGTTC C 3°
Primer 2 5> GGG TGG TCC AGG GTTTCT TACTC 3
Primerkonzentration FsS - 1,0 pmol/ul Primerpaargemisch

GAPDH - 0,4 pmol/pul Primerpaargemisch

cDNA Synthese 34 ul RNAse freies Reinstwasser
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 1 pulOligo pd (T) (12.18)(0,5 ug/ul)
Amersham Pharmacia) 5 ul RNA Probe (0,2 pg/ul)

Die Ansétze wurden gemischt und die cDNA in 25 min bei 42°C synthetisiert. Anschlie3end
wurde cDNA bei 95°C fiir 4,5 min denaturiert.

PCR - Reaktion 40 pl denaturiertes Reaktionsgemisch (cDNA Synthese)
(Redy To Go™ RT-PCR Beads, 5 ul FsS Primerpaargemisch

Amersham Pharmacia) 5 ul GAPDH Primerpaargemisch
‘Die Ansiitze wurden gemischt und 35 Zyklen
(95°C, 30 sec. Denaturieren; 55°C, 30 sec. Primer-Anlagerung; 72°C, 45 sec. Primer-
Amplifikation) durchgefiihrt.

Abkiirzungen: FsS, Fettsduresynthetase; GAPDH, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; EMBL 1D,
Identitdtsnummer der mRNA-Sequenz beim Europiischen molekularbiologischen Labor.
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24 Scheinbare Verdaulichkeit des a-Tocopherols

Die scheinbare Verdaulichkeit des a-Tocopherols ergibt das Verhéltnis zwischen der
verdauten a-Tocopherol-Menge und der a-Tocopherol-Menge ausgeschieden mit Kot, wobei
die endogene a-Tocopherol-Menge im Kot nicht beriicksichtigt wird (Jeroch et al., 1999).

Berechnung der scheinbaren Verdaulickeit des a-Tocopherols:

a-Tocopherolaumanme - 0-Tocopherol ausscheidung mit Kot
a-Tocopherol Aufnahme

Scheinbare Verdaulichkeit = -100; [%]

2.5 Mathematische und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Minitab (Version
13, Minitab Inc. USA). Alle 3 Versuche wurden mittels zweifaktorieller Varianzenanalyse
ausgewertet. Die EinfluBfaktoren waren im ersten Versuch Fett und Selen, im zweiten
Versuch Fett und Jod, im dritten Versuch Fett und Vitamin E-Konzentration sowie
Interaktionen zwischen den jeweiligen Einfluf3faktoren.

Die Mittelwerte der Gruppen wurden mit dem Fisher-Test verglichen. Signifikante
Unterschiede der Mittelwerte sind durch unterschiedliche Hochbuchstaben gekennzeichnet.
Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % zugrunde gelegt
(p<0,05).

Die Ergebnistabellen enthalten Mittelwerte und die Standardabweichungen der Einzelwerte.
Die Anzahl der Beobachtungen wird in den jeweiligen Tabellen angeben.

Bei verwendeten Eichgeraden wurde die Gleichung mit Hilfe einer einfachen linearen

Regression errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluf} von oxidierten Fetten auf den Lipid- und Schilddriisenhormon-

stoffwechsel bei unterschiedlicher Selenversorgung

3.1.1 Leistungsparameter

Tabelle 23 zeigt die Anfangs- und Endlebendmasse und die Futterverwertung der Tiere in den
Gruppen. Die Gesamtfutteraufnahme pro Tier betrug in allen Gruppen 946 g.

Tabelle 23:  Anfangs- und Endlebendmasse, Lebendmassezunahme und Futterverwertung

im ersten Versuch

Gruppe I I I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pug/kg Didt] 70 600 70 600

Anfangslebendmasse 51+3° 52+3° 52+5° 56 +4°
(]

Endlebendmasse 330+ 11,7 325+7,0 331+9,2 332+7,6
(]

Lebendmassezunahme 280+ 12 274 £8 279 +7 276 £9
(]

Futterverwertung 0,30+ 0,01 0,29+0,01 0,29+0,01 0,29+0,01
[g Zuwachs/g Futter]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

® ® Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

Wihrend des Versuches ergaben sich keine statistisch gesicherten Unterschiede in den
Parametern Endlebendmasse, Lebendmassezunahme und Futterverwertung der verschiedenen

Versuchsgruppen.
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3.1.2 Parameter des antioxidativen Schutzsystems

3.1.2.1 Parameter des Selenstatus der Versuchstiere

Die Selenkonzentrationen in Leber und Plasma und die Aktivitit der GSH-Px im Plasma sind

in Tabelle 24 gezeigt.

Tabelle 24: Parameter des Selenstatus der Versuchstiere

Gruppe I I I v
Fett FF FF OF OF
Selen [pug/kg Didt] 70 600 70 600
Selenkonzentration
Plasma'*? 502 + 42° 619 + 68" 370 + 37° 550 + 97"
[ng/1]
Leber ' 2,06 +0,21° 3,34 + 0,49 1,40 +0,27° 3,37 +0,22°
[ng/g]
Aktivitat
GSH-Px '* 2914 + 685 4775+ 1624 2349 + 735¢ 3606 + 1163°
[U/mg Protein]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

&b e b Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 'Diitfett, Selenkonzentration, °Interaktion zwischen Diitfett und

Selenkonzentration.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett GSH-Px, Glutathionperoxidase; U, Einheit [nmol
NADPH/H" * min ' bei 25°C].

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fithrte bei suboptimaler Selenversorgung zu einer
deutlichen Verminderung der Selenkonzentration in Plasma (-31 %) und Leber (-26 %). Bei
hoher Selenversorgung fiihrte das oxidierte Fett zu einer leichten Absenkung der
Selenkonzentration in Plasma (-11 %). Die Selenkonzentration in der Leber wurde bei hoher
Selenversorgung durch das oxidierte Fett im Vergleich zu Kontrollfett nicht verdndert. Die
Fiitterung des oxidierten Fettes filhrte sowohl bei suboptimaler als auch bei adédquater
Selenversorgung zu einer deutlich verminderten Aktivitit der GSH-Px (-19 % und —24 %) im
Plasma. Die Selensupplementierung fiihrte bei Fiitterung des frischen Fettes zu einer deutlich
hoheren Aktivitit der GSH-Px (+64 %). Bei Fiitterung des oxidierten Fettes war der Anstieg

durch die Selensupplementierung geringer (+54 %).
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3.1.2.2  Scheinbare Verdaulichkeit des Tocopherols

Gesamtaufnahme, -ausscheidung, -retention und scheinbare Verdaulichkeit des a-Tocopherols

der Versuchdidten bei unterschiedlicher Behandlung sind in Tabelle 25 gegeben.

Tabelle 25: Gesamtaufnahme, -ausscheidung, -retention und scheinbare Verdaulichkeit des

a-Tocopherols (7. Versuchswoche)

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pg/kg Dit] 70 600 70 600

Gesamt

Aufnahme 2684 2520 4520 4714*
[mg a-TOC]

Gesamt

Ausscheidung 558 + 79" 459 + 94° 1116 + 66 1154 + 243°
[mg a-TOC]

Gesamt 2126+ 71° 2061 +91° 3404 + 65° 3559 + 243°

Retention *
[mg a-TOC]

Scheinbare

Verdaulichkeit ' 79,2 £2,7° 82,2+3,6° 75,3+ 1,5 75,5+5.2°
[%0]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

& ¢ Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett, * Interaktion zwischen Diitfett und Selenkonzentration.

* 1 Milligramm o-Tocopherol entspricht 1,49 Milligramm all-rac-a-Tocopherolacetat.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; a-TOC, a-Tocopherol.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer deutlich erh6hten Retention (+66 %) und
Ausscheidung (+52 %) des o-Tocopherols und zu einer signifikanten Senkung der
scheinbaren Verdaulichkeit des a-Tocopherols (-7 %). Die Retention des a-Tocopherols
wurde durch die Interaktion zwischen der Fettart und Selenkonzentration in der Didt

beeinfluft.
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3.1.2.3  a-Tocopherol-Konzentration in Plasma und Leber

Die Konzentrationen von a-Tocopherol in Plasma und Leber der unterschiedlichen

Behandlung sind in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26: Konzentration von a-Tocopherol in Plasma und Leber

Gruppe I I I v
Fett FF FF OF OF
Selen [pg/kg Diit] 70 600 70 600
Plasma
[umol/1]"? 13,0 £2,0° 10,8 +1,5° 14,4 +3,3° 13,6 +1,2°
[umol/mmol Fett]' 8,01 +4,16° 9,24 +8,92° 22,0 + 4,6° 28,7 £7,4°
Leber
[nmol/g]' 38,3 +7,0° 32,1 +1,8° 42,5+ 7,4° 423 +54°
[wmol/mmol Fett]' 16,5 + 3,0 13,8 +0,8° 18,3 +3,2° 18,2 +2,4°

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

&b e 3 pterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diatfett, > Selenkonzentration.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes flihrte zu einer erhdhten Vitamin E-Konzentration in
Plasma (+18 %) und Leber (+20 %), sowie zu deutlich erh6hten Vitamin E-Konzentrationen
in Plasma- (+194 %) und Leberlipiden (+20 %). Die Hohe der Selenversorgung hatte

hingegen kein Einfluf} auf die Konzentration des Tocopherols.
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3.1.2.4  Aktivitit der Superoxiddismutase in Erythrozyten

Die Aktivitdt der SOD in den Erythrozyten ist Tabelle 27 gezeigt.

Tabelle 27:  Aktivitdt der Superoxiddismutase in Erythrozyten

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pug/kg Didt] 70 600 70 600

SOD 220+ 100 170 + 26 200 +43 174 + 49
[mU/mg Protein]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.
Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; SOD, Superoxiddismutase; mU, Einheit [pmol NADPH/H"
* min ' bei 25°C].

Weder die Fettart noch die Selenversorgung hatten den Einflul auf die Aktivitdt der SOD in
den Erythrozyten.

3.1.2.5 Invitro-Oxidation von Lipoproteinen geringer Dichte

Die Oxidationsempfindlichkeit der LDL wurde in vitro durch kupferinduzierte Oxidation
bestimmt. Die Lag-Time der LDL ist in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Lag-Time der in vitro oxidierten Lipoproteinen geringer Dichte

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pg/kg Diit] 70 600 70 600

Lag-Time 46,8 + 13,9 50,8 £16,8 40,8 + 10,6 54,4 +6,0
[min]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.
Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

Hinsichtlich der Oxidationsempfindlichkeit der LDL wurden keine statistisch gesicherten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt; weder die Fettart noch die Selenzulage

hatten einen signifikanten Einfluf} auf die Lag-Time.
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3.13 Parameter des Lipidstoffwechsels

3.1.3.1  Triglyceridkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber
Die Konzentrationen der Triglyceride in Plasma, Lipoproteinfraktionen und in der Leber sind

in Tabelle 29 gezeigt.

Die Fitterung des oxidierten Fettes fithrte zu einer deutlichen Verminderung der
Triglyceridkonzentration in Plasma (-69 %), VLDL (-81 %) und Leber (-19 %), wéhrend die
Triglyceridkonzentrationen der LDL und HDL nicht beeinflut wurden. Die Hohe der
Selenversorgung hatte keinen EinfluB auf die Auswirkung des Fettes auf die

Triglyceridkonzentration in Plasma, VLDL, LDL, HDL und Leber.

Tabelle 29:  Triglyceridkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Selen [png/kg Diét] 70 600 70 600

Plasma’ 2,01 £0,98" 1,79 £ 0,95 0,69 +0,23° 0,50 % 0,12°
[mmol/1]

VLDL' 1,63 +0,96" 1,33 +0,84° 0,32 +0,17° 0,24 +0,12°
[mmol/1]

LDL 0,22 +£0,27 0,31 +0,18 0,25+0,11 0,12 +£0,05
[mmol/1]

HDL 0,16 £ 0,05 0,15+0,02 0,13+0,03 0,14 +0,02
[mmol/l]

Leber' 20,0 +5,7° 17,0 +3,5% 15,9 +3,7° 14,0 + 4,8
[mmol/g]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

& 2 2 Jnterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett, VLDL, Lipoproteine sehr geringer Dichte; LDL,
Lipoproteine geringer Dichte; HDL, Lipoproteine hoher Dichte.
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3.1.3.2  Cholesterinkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber

Die Konzentrationen des Cholesterins im Plasma, Lipoproteinfraktionen und in der Leber sind

in Tabelle 30 gezeigt.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fithrte zu einer deutlichen Senkung der
Cholesterinkonzentration in VLDL (-86 %) und zu einem deutlichen Anstieg der
Cholesterinkonzentration in LDL (+69 %). Hingegen hatte die Fiitterung des oxidierten Fettes
keinen EinfluB3 auf die Cholesterinkonzentration in Plasma, HDL und Leber. Die Hohe der
Selenversorgung hatte keinen EinfluB auf Auswirkung des Fettes hinsichtlich der

Cholesterinkonzentration in Plasma, VLDL, LDL, HDL und Leber.

Tabelle 30: Cholesterinkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pg/kg Diit] 70 600 70 600

Plasma 1,45 +0,22 1,53 +£0,24 1,48 + 0,31 1,47 +0,25
[mmol/1]

VLDL' 0,23 +0,17° 0,27 + 0,20° 0,04 + 0,02° 0,03 +£0,01°
[mmol/1]

LDL' 0,35+ 0,13° 0,34 + 0,29 0,53 +0,17° 0,55+ 0,13
[mmol/1]

HDL 0,88 + 0,14 0,92 + 0,09 0,91 0,16 0,91+0,16
[mmol/1]

Leber 8,33 + 1,83 727 +1,39 7,18 £2.22 6,48 + 2,11
[mmol/g]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

® ® Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; VLDL, Lipoproteine sehr geringer Dichte; LDL,
Lipoproteine geringer Dichte; HDL, Lipoproteine hoher Dichte.
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3.1.3.3  Aktivitit und relative mRNA-Konzentration der lipogenen Enzyme in der

Leber

Die Aktivititen und die relative mRNA-Konzentrationen der G6PDH und FsS sind in
Tabelle 31 gezeigt.

Tabelle 31:  Aktivitdit und relative mRNA-Konzentration der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase und der Fettsduresynthetase in der Leber

Gruppe I I I v
Fett FF FF OF OF
Selen [pg/kg Diit] 70 600 70 600
Aktivitat
G6PDH! 52,0 +20,9° 54,1 + 15,3 323+11,9° 39,1 +8,1°
[U/mg Protein]
FsS! 7,07 +£2,83% 7,70 +£2,83% 5,12 +£2,44° 3,77 +1,68°
[U/mg Protein]
Rel ative mRNA-Konzentration
G6PDH! 73,3 £34,7° 61,5+ 22,6 27,9 +17.3° 28,6 +22,1°
[% von GAPDH]
FsS! 121 +39° 104 + 65° 592 +19,7° 42,7 + 34,8
[% von GAPDH]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

® * Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; GOPDH, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; FsS,
Fettsduresynthetase; GAPDH, Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; U, Einheit [nmol
NADPH/H" * min™ bei 25°C].

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer deutlichen Senkung der Enzymaktivititen
von G6PDH (-33 %) und FsS (-40 %) in der Leber. Die Selenversorgung spielte hinsichtlich
der Auswirkung von Fetten auf die Aktivititen von G6PDH und FsS keine Rolle.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer deutlichen Senkung der relativen mRNA-

Konzentration von G6PDH (-58 %) und FsS (-55 %) in der Leber wobei die Hohe der
Selenversorgung keinen Einfluf} auf die Auswirkung des Fettes hatte (Abbildung 4).
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GoPDH
GAFDH GAPDH

Abkiirzungen: FsS, Fettsdurensynthetase; GAPDH, Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase; G6PDH,
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; SSe, suboptimale
Selenversorgung; ASe, addquate Selenversorgung.

Abbildung 4: Auftrennung von PCR Produkten mittels Agarosegel-Elektrophorese

3.14 Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels

Zur Beurteilung des Schilddriisenhormonstoffwechsels wurden die Konzentration an TSH, T4,

fT4 sowie an T3 im Plasma bestimmt.

3.14.1 Konzentration von Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin- und

Trijodthyronin in Plasma

Die Konzentrationen an TSH, T4, fT4 sowie an T3 im Plasma ist in Tabelle 32 dargestellt.



51

3 Ergebnisse

Tabelle 32: Konzentrationen von Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin, sowie dem
Trijodthyronin im Plasma

Gruppe I I I v

Fett FF FF OF OF

Selen [pg/kg Diét] 70 600 70 600

Thyrotropin 4,56 + 1,96 4,35 +2,37 3,82 +1,50 3,38+1,38
[ng/ml]

Gesamt Thyroxin' 88,4 +15,1° 96,2 + 19,8° 129 + 22° 116 + 217
[nmol/1]

Freies Thyroxin ' 42,7+132° 46,8 + 17,6° 70,4 +£15,2° 67,2+13,0°
[pmol/1]

Trijodthyronin 1,45+ 0,34 1,44 + 0,39 1,50 £ 0,44 1,18+0,11
[nmol/1]

T4/T5' 63,2 +12,5° 72,1 +22,8° 92,8 +28,4* 100 + 24°

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

® * Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diatfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; T4 gesamt Thyroxin; T5 Trijodthyronin.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu deutlich hoheren Plasmakonzentrationen des Ty
(+33 %), des fT4 (+54 %) und des Quotienten zwischen T4 und T; (+42 %). Es bestand
hingegen keinen Einfluf3 des oxidierten Fettes auf die Konzentrationen von T3 und TSH. Die

Hohe der Selenversorgung hatte keinen Einfluf3 auf die Auswirkung des Fettes.
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3.2 Der Einflufl von oxidierten Fetten auf den Schilddriisenhormon- und

Lipidstoffwechsel bei unterschiedlicher Jodversorgung

3.2.1 Leistungsparameter

Tabelle33 zeigt die Anfangs- und Endlebendmasse der einzelnen Tiere, die
Lebendmassezunahme und die Futterverwertung. Futteraufnahme wurde bei allen Tieren bei

524 g gehalten.

Tabelle 33: Anfangs- und Endlebendmasse, Lebendmassezunahme und Futterverwertung

im zweiten Versuch

Gruppe | 11 I v

Fett FF FF OF OF

Jod [ng/kg Diit] 50 400 50 400

Anfangslebendmasse 51,5+3,2 51,7+4,1 52,8 +3,9 51,7+3,2
[g]

Endlebendmasse 275+ 13 273+ 11 267 + 12 263+ 8
[g]

Zunahme ! 224+ 12 221+£10*  214+12° 211 +9°
[g]

Futterverwertung ' 0,43 +0,02° 0,42+0,12° 0,41+0,02° 0,40+ 0,02
[g Zuwachs/g Futter]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.

® ® Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer leichten Senkung der Endlebendmasse
(-3 %), der Zunahme (-4 %) und der Futterverwertung (-5 %). Die Hohe der Jodversorgung

hatte keinen Einflu} auf die Auswirkung des Fettes.
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3.2.2 Parameter des antioxidativen Schutzsystems

3.2.2.1 In vitro-Oxidation von Lipoproteinen geringer Dichte

Die Oxidationsempfindlichkeit der LDL wurde in vitro durch kupferinduzierte Oxidation
untersucht. Die Lag-Time ist in Tabelle 34 gezeigt.

Weder die Fettart noch die Hohe der Jodversorgung hatte einen EinfluB auf die
Oxidationsempfindlichkeit der LDL.

Tabelle 34: Lag-Time der in vitro oxidierten Lipoproteinen geringer Dichte

Gruppe I I I v

Fett FF FF OF OF

Jod [pg/kg Didt] 50 400 50 400

Lag-Time 37,1 +£6,15 42,5+6,76 35,80 + 4,57 36,0 £ 6,20
[min]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.
Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

3.2.2.2  a-Tocopherol-Konzentration in Plasma und Leber

Die Konzentrationen von o-Tocopherol in Plasma und Leber der unterschiedlichen
Behandlungsgruppen sind in Tabelle 36 gezeigt.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer deutlichen Senkung der a-Tocopherol-
Konzentration in der Leber (-32 %). Die Hohe der Jodversorgung hatte keinen Einfluf3 auf die
Auswirkung des Fettes. Auf die a-Tocopherol-Konzentration in Plasma hatte weder die Art

des Fettes noch die Hohe der Jodversorgung einen EinfluB3.
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Tabelle 35: Konzentration von a-Tocopherol in Plasma und Leber

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Jod [pg/kg] 50 400 50 400

Plasma 274 +7,7 27,5+13,4 28,3+£6,9 27,0+ 13,2
[wmol/mmol Fett]

Leber 77,0 £ 27,1 65,5 + 24,0° 46,4+144>  505+157"
[wmol/mmol Fett] !

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.

& b2 Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diitfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

3.2.3 Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels

Zur Beurteilung des Stoffwechsels der Schilddriisenhormone wurden die Konzentration an
Thyrotropin, gesamten und freien Thyroxin, sowie den Trijodthyronin im Plasma

herangezogen.

3.23.1 Konzentrationen von Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin und

Trijodthyronin in Plasma

Die Konzentrationen an TSH, T4, fT4, sowie den T3 in Plasma sind in Tabelle 36 dargestellt.
Bei der niedrigen Jodversorgung war die Konzentration des T4 niedriger als bei der addquaten
Jodversorgung. Die Konzentrationen der anderen Hormone war hingegen bei niedrigen und

addquaten Jodversorgung unverindert.
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Tabelle 36: Konzentrationen an Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin, sowie dem
Trijodthyronin in Plasma

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Jod [png/kg Didt] 50 400 50 400

Thyrotropin 2,56 + 1,35 2,55+ 1,00 2,46 £0,90 3,80 +1,73
[ng/ml]

Gesamt Thyroxin ' 76,6 + 15,5° 97,4+ 11,3° 98,4 + 18,0 107 + 20°
[nmol/1]

Freies Thyroxin ' 42,0 + 10,2° 41,1 +9,3° 52,2+12,2° 55,0+ 11,0°
[pmol/1]

Trijodthyronin 1,25 +0,23 1,32 +0,17 1,36 £ 0,23 1,27 +£ 0,29
[nmol/1]

Ty/T5' 62,3 £ 13,8" 68,0+ 14,8  740+185®  86,4+18,1°

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.

& ® 2 Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diatfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; T;, Trijodthyronin; T4, Thyroxin.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes flihrte zu deutlich erhohten Konzentrationen an Ty
(+18 %), fT4 (+29 %) und dem Quotienten zwischen T4 und Tz (+23 %). Die TSH- und Ts-
Konzentrationen in Plasma wurden durch die Fiitterung des oxidierten Fettes nicht beeinfluf3t.
Die Effekte des oxidierten Fettes trafen bei hoher und niedriger Jodversorgung gleichermal3en
auf.
3.2.3.2  Histologische Untersuchungen der Schilddriise

Als zusédtzliche Merkmale der Schliddriisenfunktion wurden histologische Untersuchungen
der Schilddriise durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 37
dargestellt und in der Abbildung 5 graphisch veranschaulicht.

Die niedrige Jodversorgung fiihrte unabhingig von der Fettart zu einer Verringerung der
Follikeldurchmesser und einer VergroBerung der Epithelhdhe. Das oxidierte Fett fiihrte

jedoch unabhingig von der Jodversorgung zu einer Verringerung der Follikeldurchmesser und

einer Vergroferung der EpithelhGhen.
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Die Fiitterung des oxidierten Fettes flihrte bei suboptimaler Jodversorgung zu einer deutlichen
Verringerung der Follikeldurchmesser (-28 %), zu einer deutlichen Erhohung der Epithelh6he
(+50 %) und dadurch zu einer deutlichen Verringerung des Quotienten zwischen dem

Follikeldurchmesser und der Epithelhdhe (-53 %).

Tabelle 37:  Follikeldurchmesser und Epithelh6he der Schilddriisenpraparate

Gruppe I 11 I v
Fett FF FF OF OF
Jod [pg/kg Diit] 50 400 50 400
Follikel- 59,5+ 5,7° 64,5 + 16,0° 42,9 +£9.3° 58,9+ 1,4°
Durchmesser* 2
[nm]
Epithelhohe' 6,89 + 1,36° 4,73 + 1,32 10,4 +1,9° 6,92 +2,23°
[nm]
Quotient 2 8,97 £2,16% 15,1 £ 6,6° 4,26 + 1,08° 10,0 + 5,9%

Durchmesser/ Hohe

Mittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.

& b e 3 Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett, > Jodzulage.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett.

Die erhohte Jodversorgung konnte dem Effekt des oxidierten Fettes entgegen wirken, so
wurde eine geringere, jedoch noch immer deutliche Verringerung der Follikeldurchmesser
(-9 %) und des Quotients zwischen dem Follikeldurchmesser und der Epithelhohe (-34 %)
verzeichnet, wie auch eine deutliche Erhohung der Epithelhdhe (+46 %).
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Abkiirzungen:  FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; SJ, Suboptimale Jodversorgung; AJ, addquate
Jodversorgung.

Abbildung 5: Schilddriisenfollikel im Querschnitt

3.2.3.3  Expression wichtiger Enzyme des Schilddriisenhormonstoffwechsels

Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung der mRNA der Schilddriisenperoxidase, der

Glutathionperoxidase und des Natrium/Jodid-Symporters sind in Tabelle 38 gezeigt.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fiihrte zu einer deutlich erhohten relativen mRNA-
Konzentration der TPO (+61 %) und GSH-Px (+73 %) in der Schilddriise. Die erhohte
Jodversorgung hatte beziiglich der relativen Expression dieser beiden Enzyme keinen Einflufl
auf die Auswirkung des oxidierten Fettes. Hingegen fiihrte die Fiitterung des oxidierten Fettes
zu einer verringerten relativen mRNA-Konzentration des Na'/J-SYM bei niedriger

Jodversorgung (-96 %) und bei erhohter Jodversorgung (-91 %). Die niedrige Jodversorgung
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fiihrte sowohl bei frischem (+1102 %) als auch bei oxidiertem Fett (+537 %) zu einer
ebenfalls stark erhohten relativen mRNA-Konzentration des Na'/J-SYM.

Tabelle 38: Relative mRNA-Konzentration der Schilddriisenperoxidase, des
Natrium/Jodid-Symporters und der Schilddriisenglutathionperoxidase
(Signalstirke von GAPDH betrédgt 100 %)

Gruppe I 11 I v

Fett FF FF OF OF

Jod [pg/kg Didt] 50 400 50 400

TPO ' 64,7+112° 70,8 +20,8" 108 + 26° 110 + 25,4
[% von GAPDH]

GSH-Px ** 40,7 +26,7° 59,5+£83%  973+240° 79,6+ 12,2%
[% von GAPDH]

Na'/I-SYM "2 983 + 674° 89,2+40,9°  44,0+48,9° 8,20 + 7,80°
[% von GAPDH]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe.

& 2 2 Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diatfett, > Jodzulage, * Interaktion zwischen Fettart und Jodzulage.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; TPO, Schilddriisenperoxidase; GSH-Px, Glutathion-
peroxidase; GAPDH, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; Na'/J'-SYM, Natrium/Jodid-
Symporter.

3.24 Parameter des Lipidstoffwechsels

3.24.1  Triglycerid- und Cholesterinkonzentration in Plasma und Leber

Die Konzentrationen der Triglyceride und des Cholesterins in Plasma, Lipoproteinfraktionen

und Leber sind in Tabelle 39 und 40 gezeigt.

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fithrte zu einer deutlichen Senkung der

Triglyceridkonzentration in Plasma (-17 %) und Leber (-28 %).
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Tabelle 39:  Triglyceridkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber

Gruppe I 11| I v

Fett FF FF OF OF

Jod [pg/kg Diit] 50 400 50 400

Plasma 0,61 +0,15 0,74 + 0,46 0,58 + 0,18 0,54 +0,21
[mmol/l]

VLDL 0,35+ 0,22 0,46 + 0,17 0,35+ 0,27 0,28 + 0,09
[mmol/1]

HDL 0,12 + 0,03 0,10 + 0,02 0,10 + 0,04 0,09 + 0,02
[mmol/l]

Leber' 6,76 + 2,38" 5,63 +2,10° 4,07 +1,26° 4,83 + 1,86
[mmol/g]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.

® * Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diitfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; VLDL, Lipoproteine sehr geringer Dichte; HDL,
Lipoproteine hoher Dichte.

Tabelle 40: Cholesterinkonzentration in Plasma, Lipoproteinfraktionen und Leber

Gruppe I I I v

Fett FF FF OF OF

Jod [pg/kg Diit] 50 400 50 400

Plasma ' 1,62 + 0,20 1,71 £ 0,23 1,56 + 0,22 1,40 +0,22°
[mmol/1]

LDL 0,67 + 0,14 0,64 + 0,05 0,70 + 0,09 0,61 + 0,07
[mmol/1]

HDL' 0,96 + 0,06 0,97 + 0,02 0,84 + 0,09 0,80 + 0,10°
[mmol/1]

Leber 6,96 + 0,85 7,19 + 0,74 6,69 + 0,53 6,26 £ 1,10
[mmol/g]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=12 pro Gruppe.

® ® Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den

Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Ditfett.

Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF, oxidiertes Fett; LDL, Lipoproteine geringer Dichte; HDL, Lipoproteine
hoher Dichte.
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Gleichzeitig fithrte die Fiitterung des oxidierten Fettes zu einer deutlichen Senkung der
Cholesterinkonzentration in Plasma (-11 %) und HDL (-15 %) und zu einer tendenziellen
Senkung der Cholesterinkonzentration in Leber (-8 %). Die Hohe der Jodversorgung hatte

keinen Einflufl auf die Auswirkung des Fettes.

3.3 Der Einflufl unterschiedlich thermisch behandelter Fette auf die
Konzentrationen der Schilddriisenhormone bei unterschiedlicher Vitamin E-

Versorgungen

3.3.1 Leistungsparameter

Tabelle 41 zeigt die Anfangs- und Endlebendmasse der Tiere und die Futterverwertung. Die
gesamte Futteraufnahme pro Tier betrug in allen Gruppen 901 g.

Die Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes fiihrte zu einer geringeren Endlebendmasse der
Tiere (-4 %); hingegen hatte die Fiitterung des bei 105°C und 190°C oxidierten Fettes auf die
Endlebendmasse der Tiere keinen EinfluB. Die erhohte Vitamin E-Versorgung fiihrte
hingegen zu einer Erh6hung der Endlebendmasse bei Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes
(+3 %), 105°C oxidiertem Fett (+3 %) und bei 190°C oxidiertem Fett (+6 %). Es konnte
zudem eine Interaktion zwischen der Fettart und der Vitamin E-Versorgung festgestellt
werden. Analog zu Endlebendmasse fiihrte die Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes zu
einer Senkung der Lebendmassezunahme (-5 %), die Fiitterung des bei 105°C und 190°C
oxidiertem Fett hatte hingegen auf die Lebendmassezunahme keinen Einfluf. Die erhdhte
Vitamin E-Versorgung fiihrte ebenso zu einer Erhéhung der Lebendmassezunahme bei
Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes (+4 %), 105°C oxidiertem Fett (+3 %) und bei
190°C oxidiertem Fett (+7 %).

Die Fiitterung der oxidierten Fette fiihrte zu einer Senkung der Futterverwertung (-5 %),
hingegen fiihrte die erhohte Vitamin E-Versorgung zu erhohten Futterverwertung bei
Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes (+3 %), 105°C oxidiertem Fett (+3 %) und 190°C
oxidiertem Fett (+7 %).
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3.3.2 Parameter des Schilddriisenhormonstoffwechsels

3.3.2.1 Konzentration von Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin und

Trijodthyronin in Plasma

Zur Beurteilung des Schilddriisenhormonstoffwechsels wurden die Konzentration an TSH, T4
und T4, sowie dem Ts im Plasma herangezogen. Die Ergebnisse des Versuches sind in der
Tabelle 42 zusammengefalit.

Die Fiitterung des bei 50°C oxidierten Fettes fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der
Konzentration von T4 (+10 %) und fT4 (+15 %). Analog dazu fiihrte die Fiitterung des bei
105°C oxidierten Fettes ebenso zu einem deutlichen Anstieg der Konzentration von Ty
(+16 %) und fT4 (+26 %) und des bei 190°C oxidierten Fettes zu einem Anstieg der
Konzentration von Ty (+5 %), sowie fT4 (+12 %). Die Hohe der Vitamin E-Versorgung hatte
hingegen keinen EinfluB} auf die Konzentration von T4 und fT4. Weder Diitfett noch Vitamin
E-Versorgung hatten einen EinfluB auf die Konzentration von TSH und T; und den

Quotienten zwischen T3 und T4.



Tabelle 41:  Anfangs- und Endlebendmasse, Lebendmassezunahme und Futterverwertung im dritten Versuch

Gruppe I 1 I v v VI VII VIII
Fett FF OF #1 OF #2 OF #3
Vitamin-E- 25 250 25 250 25 250 25 250
a-Tocopherol-Aquivalent
[mg /kg Diit]
Anfangs- 103+9 102+8 103 +8 103+ 7 102+8 103+ 7 101+7 103+7
lebendmasse [g]
End- 388+ 12° 378+ 18 364 + 12° 374 £ 11% 376 + 13%® 385+ 16° 362+£16° 382+ 12°
lebendmasse' >

(g]
Lebendmasse- 285+ 15° 276 + 23 261+ 15° 271 + 16® 275+ 15® 283 +12° 261+15° 280+12°
zunahme'”

[g]
Futter- 032£0,02° 0314003 029+0,01° 030£0,02° 030+0,02° 031+001° 029+0,02° 0,31+0,01°

Verwertung1 2

[g Zuwachs/g Futter]

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.

ab,c.abbe yierschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.
Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ! Distfett, > Jodkonzentration, * Interaktion zwischen Diétfett und Jodkonzentration.
Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF # 1, oxidiertes Fett bei 50°C erhitzt; OF # 2, oxidiertes Fett bei 105°C erhitzt; OF # 3, oxidiertes Fett bei 190°C erhitzt.

9
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Tabelle 42: Konzentration von Thyrotropin, gesamtem und freiem Thyroxin, sowie den Trijodthyronin in Plasma

Gruppe
Fett

Vitamin-E-

I

25

a-Tocopherol-Aquivalent

[mg /kg Diit]

I

FF

250

I

v

OF #1

25

250

\%

VI

OF #2

25

250

Vil

VIII

OF #3

25

250

Thyrotropin
[ng/ml]
Gesamtes
Thyroxin '
[nmol/1]
Freies
Thyroxin !
[pmol/1]
Trijodthyronin
[nmol/1]
Ty/T;'

1,64 £ 0,77

93,0+ 10,8°

57,7+ 937

1,31 £ 0,37

66,2 +17,3

1,48 £ 0,96

88,3+ 11,9°

52,4 £992°

1,13 +£0,29

81,9+ 28,0

1,85+£0,76

99,5 +12,0°

60,5 +9,81°

1,37+ 0,39

69,5+ 15,7

2,11 +£1,25

99,8 +11,2°

66,3 +13,4°

1,37 £ 0,41

85,1+ 23,2

1,65+ 1,05

104 + 9,44

67,5+ 11,1°

1,53 £ 0,41

64,3 +17,8

1,47 £ 0,94

107 £9,21*

71,1 £10,9°

1,53 £ 0,56

75,3+ 16,0

2,47+ 1,72

93,2 +14,2°

60,2 +13,9°

1,42+ 0,41

61,6 + 16,6

0,91 + 0,48

97,1 £15,8"

62,6 £11,8"

1,49 £ 0,58

75,9 +26,0

Mittelwerte + Standardabweichung, n=10 pro Gruppe.
*® Unterschiedliche Hochbuchstaben bedeuten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Behandlungsgruppen getestet mit Fisher’s multiplem Test.

Signifikanz der Faktoren (p<0,05): ' Diitfett.
Abkiirzungen: FF, frisches Fett; OF # 1, oxidiertes Fett bei 50°C erhitzt; OF # 2, oxidiertes Fett bei 105°C erhitzt; OF # 3, oxidiertes Fett bei 190°C erhitzt; Ts, Trijodthyronin;

T, Thyroxin.
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4 Diskussion

4.1 Versuchsdesign

Nahrungsfette bestehen aus einer Mischung verschiedener geséttigter und ungesittigter
Fettsduren. Mehrfach ungesittigte Fettsduren sind labile Verbindungen, die unter dem Einfluf}
von Hitze und Sauerstoff oxidieren konnen. Die dabei entstehenden Lipidperoxidations-
produkte wie Peroxide, Aldehyde und Polymere kdnnen im Organismus eine Vielzahl von
Reaktionen auslosen. Die Untersuchung derartiger Reaktionen ist jedoch mit mehreren
methodischen Problemen verbunden. Werden Fiitterungsversuche mit thermisch oxidierten
Fetten durchgefiihrt, wird eine Zuordnung der Effekte auf die Wirkung von
Lipidperoxidationsprodukten schwierig, da mehrere sekundiren Effekte die Interpretation der
Ergebnisse erschweren. Vor allem fiir die sekundédren Lipidperoxidationsprodukte wurden
toxische Effekte am Darmepithel (Blanc et al., 1992) und in der Leber (Hayam et al., 1995;
Hochgraf et al., 1997) nachgewiesen, die die Entwicklung der Versuchstiere erheblich
beeintrdchtigen konnen. AuBerdem fiihrten verdnderte sensorische Eigenschaften von
oxidierten Fetten bei Versuchstieren hdufig zu einem deutlich niedrigeren Verzehr solcher
Diédten und somit zu einer verringerten Kdrpermasseentwicklung (Yoshida und Kajimoto,
1989; Blanc et al., 1992; Engberg und Borsting, 1993; Engberg et al., 1994; Hayam et al.,
1995; Hochgraf et al., 1997).

Eine verringerte Futteraufnahme beeinfluit unter anderem auch die Aktivitit der Deiodase
Typ I (Katzeff et al.,, 1990), welche die Deiodierung von T4 zu Tj; realisiert. Verdnderte
Konzentrationen an Schilddriisenhormonen nach Fiitterung oxidierter Fette konnten somit
auch durch geringere Futteraufnahme begriindet werden. Deshalb wurde in allen drei
Versuchen dieser Studie ein restriktives Fiitterungsregime eingefiihrt, so daf3 alle Tiere eines
Versuchs die gleichen Futtermengen aufnahmen. Im ersten und zweiten Versuch konnten
zwischen den jeweiligen Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede in der
Korpermasseentwicklung beobachtet werden. Im dritten Versuch der vorliegenden Studie
hatte die Fiitterung oxidierter Fette bei erhohter a-Tocopherolzulage ebenfalls keinen Einfluf3
auf die Gewichtsentwicklung der Tiere. Lediglich bei Fiitterung von oxidierten Fetten und
niedriger a-Tocopherolzulage wurde ein niedriges Endgewicht der Tiere festgestellt als bei
Fiitterung von oxidierten Fetten und hoher a-Tocopherolzulage. Dieses Resultat stimmt mit
den Ergebnissen von Yoshida und Kajimoto (1989) iiberein, die einen Zusammenhang

zwischen verringerter Korpermasseentwicklung bei Fiitterung oxidierter Fette und einer
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knappen a-Tocopherolversorgung bzw. einem daraus resultierenden verschlechterten a-
Tocopherolstatus beschrieben.

Da vor allem junge Tiere empfindlich auf toxische Lipidperoxidationsprodukte reagieren,
wurde der Didt im ersten Versuch, bei dem das mittlere Anfangsgewicht der Tiere 53 g
betrug, nur 5 % Fett zugegeben. Im zweiten Versuch betrug das mittlere Anfangsgewicht der
Tiere 52 g. Da das oxidierte Fett geringere Konzentration an Lipidperoxidationsprodukten
enthielt, wurde der Didt trotz geringem mittleren Anfangsgewicht der Tiere 10 % Fett
zugegeben. Im dritten Versuch war das mittlere Anfangsgewicht der Tiere im Vergleich zu

erstem und zweitem Versuch erh6ht und betrug 103 g. Der Didt wurde 10 % Fett zugegeben.

AulBlerdem wurde bei Fiitterung oxidierter Fette wiederholt eine verringerte Futterverwertung
festgestellt. Mehrere Untersuchungen belegen eine verringerte Verdaulichkeit oxidierter Fette
(Yoshida und Kajimoto, 1989; Blanc et al., 1992; Engberg und Borsting , 1993; Borsting et
al., 1994; Liu und Huang, 1995; Hochgraf et al., 1997). Eine verringerte Fettverdaulichkeit
wiirde ebenfalls zu einer verringerten Korpermasseentwicklung fiihren. Aus diesem Grunde
wurde im ersten und im dritten Versuch die scheinbare Verdaulichkeit der Fette zu mehreren
Zeitpunkten untersucht. Im ersten Versuch konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen der scheinbaren Verdaulichkeit der oxidierten Fette und der scheinbaren
Verdaulichkeit der entsprechenden frischen Fette festgestellt werden, beide lagen bei 99 %.
Im Dritten Versuch wurde hingegen ein leichter Riickgang in der scheinbaren Verdaulichkeit
beim Fett # 1 und Fett # 3 um 0,4 % und beim Fett # 2 um 0,3 % von 99,9 % auf 99,5 % bzw.
99,6 % im Vergleich zu frischem Fett festgestellt. Huang et al. (1988) stellten bei Ratte einen
Riickgang der scheinbaren Verdaulichkeit des oxidierten Sojadls im Vergleich zu dem
frischen Sojadl um 10 % von 96 % auf 86 %. Das Ol wurde jedoch bei 205°C 6 Stunden pro
Tag in vier folgenden Tagen erhitzt und in einer Menge von 15 % der Diét zugegeben. Die
Art dieses Oxidationsvorgangs konnte stdrker als in vorliegender Studie zu einer
Polymerisierung der Fettsduren fithren, die die Verdaulichkeit vom Fett negativ beeinfluf3t
(Corcos Benedetti et al., 1987; Huang et al., 1988; Borstung et al., 1994).

In einzelnen Studien, in denen die Versuchstiere restriktiv gefiittert wurden, zeigte sich
weiterhin, da3 die Fiitterung oxidierter Fette auch die Verdaulichkeit des o-Tocopherols
vermindert (Liu und Huang, 1995). Eine verminderte Tocopherolverdaulichkeit kann
wiederum zu einem verschlechtertem Tocopherol-Status flihren und somit zu einer
Beeintrachtigung des antioxidativen Schutzsystems (Eder und Kirchgessner, 1997a, 1998a,

1998b, 1999). Dieses konnte ein vermindertes Wachstum zur Folge haben (Yoshida und
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Kajimoto, 1989). AuBlerdem fiihrt Oxidation von Fetten zum Abbau des Fett-eigenen Vitamin
E. Bei der Mehrzahl der in dieser Studie eingesetzten Fette fiihrte die thermische Behandlung
zum totalen Verlust der Tocopherole. Lediglich im dritten Versuch konnte nach 24-stiindiger
Erhitzung bei 190°C eine geringe Restaktivitit festgestellt werden. Durch Zugabe von
entsprechenden Mengen an all-rac-Tocopherolacetat sollten im ersten und zweiten Versuch
die Konzentrationen an Tocopheroldquivalenten der oxidierten Fette an die der
entsprechenden frischen Fette angeglichen werden. Im dritten Experiment wurde all-rac-
Tocopherolacetat entsprechend dem Versuchsplan (niedrige vs. erhohte Zulage) zugesetzt, so
dal auch hier die Konzentrationen an Tocopheroldquivalenten bei frischem und oxidierten
Fett identisch sein sollten.

Die Oxidation von Fetten fiihrt aber auch zum Abbau von PUFA (Engberg und Borsting,
1993; Borsting et al., 1994; Liu und Huang, 1995; Engberg et al., 1996; Eder und
Kirchgessner, 1997a, 1998a, 1998b, 1999; Eder, 1999; Eder und Stangl, 2000). Das
Fettsduremuster kann den Stoffwechsel in vielfdltiger Weise beeinflussen. Ein verringerter
Gehalt an PUFA 1m Futterfett fiihrte bei Ratten z. B. zu einer erhohten Aktivitit der GSH-Px
in der Leber (D"Aquino et al., 1991). Weiterhin wurde mehrfach berichtet, da3 der Anteil der
PUFA im Fett die Lipidsynthese in der Leber beeinfluft und somit auch die
Lipidkonzentration im Plasma (Chait et al., 1974a, 1974b; Brussaard et al., 1980; Bonanome
et al., 1988; Lee et al., 1989; Stangl et al., 1994a, 1994¢) und in der LDL-Fraktion (Chait et
al., 1974a, 1974b; Nestel et al., 1984; Mensink und Katani, 1987, 1989; Stangl et al., 1993a,
1994a). Aus diesem Grunde wurde in der vorliegender Studie das Fettsduremuster der
eingesetzten Fette vor und nach thermischer Behandlung bestimmt. Die Fettsdure-
zusammensetzung der frischen Fette wurde durch Zugabe von Schweineschmalz oder Palmél
an die Fettsdurezusammensetzung der jeweiligen oxidierten Fette angeglichen, wobei die
Linolsdure (C18:2) einen Orientierungswert darstellte. Im ersten Versuch sank der Anteil der
Linolséure durch die thermische Behandlung von 65,8 % auf 54,1 %. Durch Zugabe von 10 %
Schweineschmalz zum frischen Fett wurde der Anteil der Linolsdure im frischen Fett
ebenfalls auf 54,1 % reduziert. Thermische Behandlung der Fette fiihrte im zweiten Versuch
zur Senkung des Anteils der Linolsdure von 66,2 % auf 59,8 %. Durch Zugabe von 11 %
Palmol zum frischen Fett wurde der Anteil der Linolsdure im frischen Fett auf 60,1 %
reduziert. Im dritten Versuch sank der Anteil an Linolsdure im Sonnenblumendl-/
Schweineschmalzgemisch (50:50, w/w) durch die thermische Behandlung vom 36,6 % auf
26,9 %. Durch die Zugabe von 69 % Schweineschmalz zum frischen Sonnenblumendl wurde

der Anteil der Linolsdure im frischen Fett auf 26,1 % verringert.
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4.2 Oxidierte Fette und antioxidatives Schutzsystem

4.2.1 Tocopherolstatus

Wie bereits erwihnt, konnten einige Autoren zeigen, dal3 die Verdaulichkeit oxidierter Fette
geringer ist als die Verdaulichkeit frischer Fette, und daB3 eine verringerte Fettverdaulichkeit
eine reduzierte Verdaulichkeit des fettloslichen a-Tocopherol zur Folge haben kann (Liu und
Huang, 1995). AuBlerdem ist bei Fiitterung von oxidierten Fetten davon auszugehen, daB3 auch
Lipidperoxidationsprodukte mit verabreicht werden, die oxidativen Stref hervorrufen kdnnen
(Yoshida und Kajimoto, 1989; Hayam et al., 1995; Eder und Kirchgessner, 1999). Eine
ohnehin verminderte a-Tocopherolaufnahme sowie ein erhdhter a-Tocopherolverbrauch
resultieren in einem verschlechterten a-Tocopherolstatus, der sich unter anderem in einer
verringerten o-Tocopherolkonzentration in Plasma, Leber, Niere und Fettgewebe
widerspiegelt (D"Aquino et al., 1985; Liu und Huang, 1995; Eder und Kirchgessner, 1997a,
1998b, 1999). Demzufolge wird der a-Tocopherolbedarf bei Fiitterung oxidierter Fette
erheblich erhoht.

In der vorliegenden Studie war im ersten Versuch die gemessene Konzentration an a-
Tocopherol in den angefertigten Didten mit oxidiertem Fett hoher als bei den Didten mit
frischem Fett. Ursache hierfiir konnte die erhohte Stabilitdt des all-rac-a-Tocopherolacetats
sein, d.h. das native a-Tocopherol konnte wéhrend der Didtherstellung und Lagerung
abgebaut worden sein. Die erhdhte a-Tocopherolkonzentrationen in den Didten mit oxidierten
Fetten flihrte, trotz einer erhdhten a-Tocopherolausscheidung mit dem Kot, zu einer erhdhten
a-Tocopherolkonzentration in Plasma und Leber bei den entsprechenden Tieren. Dies konnte
erkldren, weshalb diese Ergebnisse im Widerspruch zu anderen Untersuchungen stehen, die
nach Gabe von oxidierten Fetten verminderte a-Tocopherolkonzentrationen in verschiedenen
Organen der Versuchstiere ermittelten (Eder und Kirchgessner, 1997a, 1998b, 1999).

Im zweiten Versuch waren die o-Tocopherolkonzentrationen in den Didten nahezu
angeglichen. Hier fiihrte die Fiitterung oxidierter Fette erwartungsgemél zu einer Senkung
der a-Tocopherolkonzentration in der Leber. Beziiglich der a-Tocopherolkonzentrationen im
Plasma konnte kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden. Die
Ursache hierfiir diirfte in einer stark erniedrigten Triglycerikonzentration in der Leber, aber
nur méBig erniedrigten Triglyceridkonzentration im Plasma der Tiere, die oxidiertes Fett

erhielten, liegen. Mehrere Autoren belegten eine Korrelation zwischen den a-



68 4 Diskussion

Tocopherolkonzentration in Plasma und Geweben mit den Konzentration an Triglyceriden

(D"Aquino et al., 1985; Eder und Kirchgessner, 1997a, 1998b, 1999; Eder, 1999.

4.2.2 Oxidationsempfindlichkeit der Lipoproteine geringer Dichte

Die Empfindlichkeit der LDL gegeniiber Kupfer-induzierter Oxidation in vitro ist ein
Parameter des antioxidativen Status dieser Lipoproteinfraktion (Steinberg et al., 1984;
Esterbauer et al., 1987; Esterbauer et al., 1989). Die Empfindlichkeit der LDL héngt zum
einen von ihrer Fettsdurezusammensetzung und zum anderen von der Konzentration an
Antioxidantien ab. Hierbei spielt das Vitamin E eine zentrale Rolle (Palinski et al., 1989;
Parthasarathy et al., 1990; Reaven et al., 1991; Eder und Kirchgessner, 1997b). Sowohl fiir
den Menschen (Dieber-Rotheneder et al., 1991; Jialal und Grundy, 1992) als auch fiir
Kaninchen (Morel et al., 1994) konnte gezeigt werden, dafl eine erhohte Vitamin E-
Konzentration in der LDL zu einer Verldngerung der Lag-Time fiihrt, da heiflt, der Beginn
der Oxidation wurde hinaus gezogert. Bei Fiitterung von oxidiertem Sojadl an Ratten wurde
gezeigt, dal bei unverdnderter Fettsdurezusammensetzung eine kiirzere Lag-Time nach
Kupfer-induzierter Oxidation der LDL resultiert, als bei Fiitterung von frischem Ol (Eder und
Kirchgessner, 1997a). Diese Verkiirzung beruht vermutlich auf einer Verringerung der
Vitamin E-Konzentration im oxidierten Ol und die daraus resultierende Verringerung der a-
Tocopherolkonzentrationen in den LDL.

In der vorliegenden Studie konnten im ersten Versuch die Ergebnisse von Eder und
Kirchgessner (1997a) nicht bestétigt werden. Die Lag-Time bei Kupfer-induzierter Oxidation
der LDL nach Fiitterung oxidierter Fette unterschied sich nicht signifikant von der der
Kontrollgruppe.  Ursache hierfir =~ konnte die bereits erwdhnte erhdhte o-
Tocopherolkonzentration im Plasma der Tiere sein, die oxidiertes Fett erhielten. Aus
technischen Griinden konnte die a-Tocopherolkonzentration in den LDL nicht gemessen, es
kann aber davon ausgegangen werden, da3 die a-Tocopherolkonzentration im Plasma mit der

der LDL korreliert.
4.2.3 Selenstatusund Aktivitat der Glutathionperoxidase
Oxidativer Stress ist mit Oxidation der PUFA in Zellen und Zellmembranen und mit der

Entstehung von Lipidperoxidationsprodukten verbunden. Neben dem Vitamin E spielt die

Glutathionperoxidase, ein Selen-abhidngiges Metalloenzym, im antioxidativen Schutzsystem
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eine zentrale Rolle. Vitamin E hemmt die Oxidation der PUFA in der Zellmembran durch
Reduktion von Oxiden (Burton und Ingold, 1989), wihrend die Glutathionperoxidase
organisch gebundene Peroxide und H,O, im Zytoplasma abbaut (Utsunomiya et al., 1991;
Zachara, 1992; Girotti, 1998). Besonders bei suboptimaler Vitamin E-Versorgung ist eine
ausreichende Selenversorgung sehr wichtig (Combs, 1975; Fischer und Whanger, 1977;
Kirchgessner et al., 1995).

In Studien mit Ratten wurde eine Korrelation zwischen der Aktivitit der Glutathionperoxidase
und der Selenkonzentration in der Leber (Gromadzinska et al., 1988; Burk und Hill, 1993;
Bermano et al., 1995; Bermano et al., 1996; Mitchell et al., 1997; Arthur et al., 1997; Ruz et
al., 1999) sowie eine inverse Korrelation zwischen der Glutathionperoxidaseaktivitit und der
Konzentration von Lipidperoxiden (Gromadzinska et al., 1988) festgestellt. Suboptimale
Selenversorgung bei Ratten hatte eine verminderte Aktivitdt der Glutathionperoxidase in der
Leber zur Folge (Saedi et al., 1988; Toyoda et al., 1990; Lane et al., 1991; Christensen und
Burgener, 1992; Bermano et al., 1995; Lei et al., 1995; Bermano et al., 1996; Weiss et al.,
1996). Bei Fiitterung Selen-defizitdrer Didten an Ratten (Saedi et al., 1988; Christensen und
Burgener, 1992, Weiss et al., 1996; Nakane et al., 1998) und Méuse (Toyoda et al., 1990)
wurde eine verringerte Aktivitit sowie eine verringerte Genexpression der
Glutathionperoxidase in der Leber bestimmt. Nach Fiitterung einer Didt mit 3 pg Se/kg wurde
sogar eine absolute Hemmung der Aktivitdt von Glutathionperoxidase festgestellt (Bermano
et al., 1995). Beim Aulftritt eines Selenmangels werden nicht alle Selen-haltigen Enzyme im
gleichen MaBe gehemmt. Burk und Hill (1993) berichten, dal bei Selenmangel die
zytosolische Glutathionperoxidase der Leber am stdrksten gehemmt wird und so als erstes
Selen-haltiges Enzym eine suboptimale Selenversorgung widerspiegelt.

Es existieren in der Literatur nur wenige Untersuchungen, in denen dem Einfluf3 oxidierter
Fette auf den Selenstatus nachgegangen wurde. Dabei wurde festgestellt, da3 die Fiitterung
oxidierter Fette bei Forellen die Selenkonzentration im Plasma (Hartfiel und Oberbach, 1990)
und bei Broiler die Aktivitit der Glutathionperoxidase in der Leber verringert wird (Engberg
und Mitarbeiter, 1996).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dafl durch die Fiitterung oxidierter Fette an Versuchstiere
die Selenkonzentration und die Aktivitit der Glutathionperoxidase im Plasma beeinfluf3t wird.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie untersucht, in wie fern die Fiitterung
oxidierter Fette bei einer gleichzeitigen suboptimalen Vitamin E-Versorgung den Selenstatus

der Versuchstiere beeinfluft.
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Im ersten Versuch dieser Studie fiihrte die Fiitterung oxidierter Fette unabhéngig von der
Selenversorgung zu einer deutlichen Verminderung der Selenkonzentration in Plasma und
Leber sowie zu einer deutlichen Verminderung der Aktivitdt der Glutathionperoxidase in dem
Plasma. Dies bedeutet darauf hin, daB sich nach Fiitterung von oxidierten Fetten der
Selenbedarf erhoht. Diese Ergebnisse stimmen teilweise mit den Befunden von Hartfiel und
Oberbach (1990) und Engberg et. al. (1996) iiberein. Diese Autoren machten allerdings keine
Angaben zum Selenstatus der Leber. In vorliegender Studie fiihrte eine erhohte
Selenversorgung bei Fiitterung oxidierter und frischer Fette zu einer erhdhten
Selenkonzentration in Leber und Plasma und zu einer erhohten Aktivitit der
Glutathionperoxidase in dem Plasma. Diese Resultate deuten darauf hin, dal die erhohte
Selenversorgung auch bei Fiitterung oxidierter Fette zu einem verbesserten Selenstatus

beitragt.

4.3 Oxidierte Fette und die Lipidsynthese

Anhand bisher publizierter Daten iiber den Einflull oxidierter Fette auf die Lipidsynthese ist
es schwer, eine genaue Aussage liber die Wirkungsmechanismen zu treffen. Die Ursachen fiir
teilweise = widerspriichliche Ergebnisse diirften in der verschiedenen Fettsdure-
zusammensetzung der verwendeten Fetten (Blanc, 1992; Borsting et al., 1994; Hochgraf et al.,
1997) und den daraus folgenden methodischen Konsequenzen sowie in einem
unterschiedlichen Versuchsdesign zu suchen sein (Siche Kapitel 4.1).

Es existiert in der Literatur eine Reihe von Untersuchungen, in denen dem Einfluf oxidierter
Fette auf die Lipidsynthese nachgegangen wurde (D’Aquino et al., 1985; Yoshida und
Kajimoto, 1989; Blanc et al., 1992; Hochgraf et al., 1997; Eder und Kirchgessner, 1997,
1998a, 1998b, 1999; Eder, 1999). In Untersuchungen, in denen die Fettsiute-
zusammensetzung und der Vitamin E-Gehalt der Versuchs- und Kontrolldidten angeglichen
wurde, konnte festgestellt werden, dal3 die Tiere, die Didten mit oxidierten Fetten erhielten,
niedrigere Triglyzerid- und Cholesterin-konzentrationen in Plasma und Leber hatten, als die
Tiere, die Didten mit frischem Fett erhielten (Eder und Kirchgessner, 1998a, 1998b). Diese
Senkung war offensichtlich von der Herkunft der Fette (Eder, 1999; Eder und Kirchgessner,
1999) und der Vitamin E-Versorgung unabhingig und beruhte auf einer Senkung der
Aktivitdt der lipogenen Enzyme (Eder und Kirchgessner, 1998b; Eder 1999). Aus diesen
Griinden wurde vermutet, dal die Fitterung oxidierter Fette die Expression der

entsprechenden codierenden Gene beeintrichtigt.
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In der vorliegender Studie wurde die Lipidsynthese nach Fiitterung oxidierter Fette an Ratten
ndher betrachtet. Um die Art und den Grad der Stérung der Lipidsynthese genauer zu
bestimmen, wurden die Aktivitdit der lipogenen Enyzmen Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase und Fettsduresynthetase bestimmt, sowie die relative Konzentration der
entsprechenden mRNA.

Die Fiitterung oxidierter Fette fiihrte in der vorliegenden Studie erwartungsgemdll zu einer
deutlichen Senkung der Triglyzeridkonzentration in Plasma, VLDL und Leber. Diese
Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Huang et al. (1988), Eder und Kirchgessner
(1997b, 1998a) und Eder (1999) iiberein. AuBerdem fiihrte die Fiitterung oxidierter Fette zu
einer deutlich niedrigeren relativen mRNA-Konzentration der lipogener Enzyme Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase und Fettsduresynthetase. In vorliegender Studie beruhte demzufolge
die 40 % verminderte Aktivitit der Fettsduresynthetase und 33 % verminderte Aktivitit der
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase auf einer verminderten Genexpression. Gleichzeitig
fiihrte die Aufnahme von Didten mit oxidiertem Fett zu einer deutlichen Senkung der
Cholesterinkonzentration in den VLDL.

Erst kiirzlich wurde die Wirkung oxidierter Fette auf den peroxisomalen Abbau von
Fettsduren diskutiert (Chao und Huang, 2001; Lin et al., 2001). Es wurde festgestellt, da3 die
Fiitterung von oxidiertem Ol an Ratten genetische Expression und Aktivitit der Acyl-CoA-
Oxidase (ACO) erhoht. Gleichzeitig wurde eine starke Senkung der Triglyceridkonzentration
in der Leber beobachtet, die durch die B-Oxidation der Fettsduren mit der Aktivierung der
Expression der ACO als Zielenzym des o-Rezeptors der perixosomalen Proliferierung
begriindet wurde (Dreyer et al., 1993; Sterchele et al., 1996; Jump et al., 1999; Martin et al.,
2000). Wie stark die Triglyceridkonzentration in der Leber von der Lipidsynthese und/oder
der B-Oxidation von Fettsduren beeintrachtigt wird, wurde bisher in der Literatur nicht
diskutiert.

In der vorliegenden Studie handelte es sich wahrscheinlich nicht um eine Produkt-spezifische
Expressionshemmung bzw. Aktivititsminderung von lipogenen Enzymen, wie z. B. bei
erhohter Aufnahme von PUFA (Chait et al., 1974b; Clarke et al., 1990; Shillabeer et al., 1990;
Iritani et al., 1995; Eder und Kirchgessner, 1996) oder bei einem verdnderten Verhéltnis
zwischen n-6/n-3 PUFA (Lee et al., 1989) oder bei erhohter Aufnahme von langkettigen
Fettsduren (Foufelle et al., 1992; Girard et al., 1994), da die Fettsdurezusammensetzung der
verwendeten Fette anndhernd gleich war. Die Senkung der Expression lipogener Enzyme ist

offensichtlich auf die Wirkung spezifischer Lipidperoxidationsprodukte, wie z. B. die 9-
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Oxononanoisdure, einem Abbauprodukt der Linolsdure (Minamoto et al., 1988),
zuriickzufiihren.

Da in oxidierten Fetten eine Vielzahl von reaktiven Abbauprodukten vorhanden sind, die auch
in der Didt weiter reagieren, ist es weiterhin nicht klar, welches dieser Produkte die Hemmung
der Genexpression bedingt. FEine weitere Frage stellt sich beziiglich der
Wirkungsmechanismen, durch die eine Hemmung der Genexpression hervorgerufen werden
kann. Es ist hinreichend bekannt, daf3 relative Genexpression, wie in vorliegender Studie mit
RT-PCR bestimmt (Kohler et al., 1995), von der Transkription der DNA in die RNA abhéngt,
wobei eine Vielzahl an Promotoren regulierend wirkt. Andererseits hdngt die relative mRNA-
Konzentration auch von der Stabilitdt der RNA im Zytoplasma ab (Bermano et al., 1995,
1996). Diese Fragen konnten in weiteren Studien in einem in vitro-System mit Hepatozyten-
Zellkulturen nach Behandlung mit spezifischen Lipidperoxidationsprodukten untersucht

werden.

4.4 Oxidierte Fette und Schilddr iisenhor monstoffwechsal

441 Konzentration von gesamtem und freiem Thyroxin, Trijodthyronin und

Thyrotropin

Die Schilddriise ist ein wichtiges endokrines Organ, das durch die Synthese und die
Ausscheidung der Schilddriisenhormone Thyroxin und Trijodthyronin eine zentrale Rolle im
Energie- und Sauerstoffverbrauch in nahezu allen Zellen spielt.

Uber den EinfluB von oxidierten Fetten auf den Schilddriisenhormonstoffwechsel in vivo
wurde bisher in der Literatur wenig berichtet. Eder und Stangl (2000) fanden nach Fiitterung
von oxidierten Fetten bei Miniaturschwein erhohte Konzentrationen von gesamtem und
freiem Thyroxin. Oxidiertes Fett hatte keinen FEinfluB auf die Konzentrationen von
Trijodthyronin und Thyrotropin in Plasma. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daf3 die
Synthese und/oder Freisetzung von Thyroxin aus der Schilddriise durch
Lipidperoxidationsprodukte gefordert wird, oder dafl die Aktivitdt der selenabhédngigen
Deiodase Typ I im peripheren Gewebe gehemmt wird.

Die Freisetzunug der Schilddriisenhormone aus der Schilddriise und die Dejodierung des
Thyroxins durch die Deiodase Typ I wird durch den Erndhrungsstatus der Tiere, vorwiegend
durch die Energiecaufnahme reguliert (Katzeff et al., 1990). Mehrere Autoren berichten
jedoch, daBB die Hemmung der Aktivitit der Deiodase Typ I unter anderem auch durch einen

suboptimalen Selenstatus verursacht werden kann (Visser et al., 1982; Saedi et al., 1988; Mori
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et al., 1991; Kohrle et al., 1992; Smit et al., 1993; Meinhold et al., 1993; Kralik et al., 1995;
Eder et al., 1995; Gross et al., 1995; Bermano et al.,1995; Bermano et al., 1996; Visser, 1996;
Campos-Barros et al., 1997; Villette et al., 1998; Ruz et al., 1999).

Engberg et al. (1996) berichten iiber eine verringerte Aktivitit der Glutathionperoxidase beim
Broiler nach der Verfiitterung oxidierter Fette. Dies deutet darauf hin, daf} bei Fiitterung
oxidierter Fette der Selenstatus der Tiere verschlechtert wird. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Studie untersucht, inwiefern oxidierte Fette den Selenstatus der Versuchstiere
beeinflussen und ob dadurch der Schilddriisenhormonstoffwechsel beeintrachtigt wird.

In vorliegender Studie wurde nach Fiitterung oxidierter Fette an Ratten ebenfalls eine
Erhohung der Konzentration an gesamtem und freiem Thyroxin in Plasma festgestellt.
Weiterhin zeigte sich jedoch, da3 die durch Fiitterung oxidierter Fette erhohte Konzentration
an gesamtem und freiem Thyroxin im Plasma von der Selenzulage unabhingig ist. Die
Selenzulage spielte hinsichtlich der Auswirkung oxidierter Fette auf den Schilddriisen-
hormonstoffwechsel keine Rolle. Offensichtlich spielt auch ein durch Fiitterung oxidierter
Fette verminderter Selenstatus beziiglich des Schilddriisenhormonstoffwechsels keine Rolle.
Deshalb wurde angenommen, daf3 durch die Fiitterung oxidierter Fette eine erhohte Synthese
und/oder eine erhohte Ausscheidung von Schilddriisenhormonen induziert wurde. Eine
Erhéhung der Syntheserate oder Hormonausschiittung wiirde jedoch bei einer langeren
Fiitterung oxidierter Fette zu einem erhohten Jod-Turnover fiihren, da Jod ein essentieller
Bestandteil der Schilddriisenhormone ist. Der Jod-Turnover der Schilddriise wird jedoch nicht
nur durch den Jodgehalt der Nahrung, sondern auch durch mehrere Mechanismen, die in der
Schilddriisenepithellzellen lokalisiert sind, beeinflufit (De la Vieja et al., 2000).

Aus diesem Grund wurde hier untersucht, inwiefern die durch oxidierte Fette verdnderte
Synthese oder Freisetzung der Schilddriisenhormone bei unterschiedlicher Jodversorgung der
Versuchstiere beeinflut wird. Entgegen unserer Erwartung hatte die Jodversorgung, bei
gleichzeitiger Fiitterung oxidierter Fette, keinen Einflufl auf die Konzentration des gesamten
und freien Thyroxin im Plasma. Die Fiitterung der oxidierten Fette fiihrte hingegen wieder zu
einer deutlich erhohten Konzentration dieser beiden Hormone in Plasma.

Die erhohte Konzentrationen an gesamtem und freiem Thyroxin im Versuch von Eder und
Stangl (2000) und die Ergebnisse vorliegender beiden Versuche konnten jedoch auch auf
einen verschlechterten antioxidativen Status der Schilddriise hindeuten. Bei thermischer
Behandlung von Futterfetten entsteht eine Vielzahl primdrer und sekundérer Lipid-
peroxidationsprodukte deren Konzentration von der Temperatur und der Zeit der Behandlung

der Fette abhingt. Da die primidren und sekundiren Produkte in oxidierten Fetten nicht
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getrennt vorkommen, wird die Interpretation der erhohten Konzentration an gesamtem und
freiem Thyroxin in Plasma bei Fiitterung oxidierter Fette auf eine der jeweiligen
Produktgruppen erschwert. Bei niedrigen Behandlungstemperaturen, unterhalb von 60°C,
entstthen 1m Fett vorwiegend primdre Lipidperoxidationsprodukte, bei hoheren
Behandlungstemperaturen, oberhalb von 160°C, entstehen jedoch vorwiegend sekunddre
Lipidperoxidationsprodukte (Frankel, 1998).

Die Fiitterung oxidierter Fette fithrt bei den Versuchstieren zu oxidativem Strel3, der mit einer
erhohten Peroxidation der mehrfach ungesittigten Fettsduren in der Zellmembran und
Bildung von Lipidperoxidationsprodukten verbunden ist (Yoshida et al., 1989; Liu und
Huang, 1995; Eder, 1999). Eine erhohte Vitamin E-Versorgung verringert bei Ratten den
toxischen Effekt der oxidierten Fetten durch die Senkung der Konzentration von
Lipidperoxidationsprodukten in Geweben.

Aus diesen Griinden wurde im dritten Versuch der Einflul verschieden oxidierten Fette,
sowie der Einfluf} verschiedener Konzentrationen an Vitamin E als wichtigen Antioxidant auf
den Schilddriisenhormonstoffwechsel gepriift. Insgesamt fiihrten die verschiedenen oxidierte
Fette alle zu einer deutlichen Erh6hung der Konzentration an gesamtem und freiem Thyroxin
im Plasma. Das oxidierte Fett # 2 (erhitzt bei 105°C, 81 Stunden) fiihrte vor dem Fett # 1
(erhitzt bei 50°C, 38 Tage) und Fett # 3 (erhitzt bei 190°C, 24 Stunden) zu der stirksten
Erh6éhung der Konzentrationen an gesamtem und freiem Thyroxin in Plasma. Dies deutet
darauf hin, daB nicht nur primére Lipidperoxidationsprodukte alleine, sondern auch sekundére
Lipidperoxidationsprodukte den Schilddriisenhormon-stoffwechsel beeinflussen.

Es konnte allerdings kein Einflu der Vitamin E-Versorgung auf die Konzentrationen der
Schilddriisenhormone nachgewiesen werden. Die Konzentration an Trijodthyronin und
Thyrotropin in Plasma wurde weder durch die Fiitterung oxidierter Fette noch durch die
Vitamin E-Zulage beeinfluft.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dafl ein suboptimaler Selenstatus,
eine erhohte Vitamin E- und suboptimale Jodversorgung bei der Ausschiittung des gesamten
und freien Thyroxins nach Fiitterung oxidierter Fette offensichtlich keine Rolle spielen.

Die Freisetzung der Schilddriisenhormone Thyroxin und Trijodthyronin erfolgt vorwiegend
mit einer rezeptorabhidngigen und/oder rezeptorunabhingigen Endopinozytose des
Thyreoglobulins aus dem Follikel in die Schilddriisenzelle (Van den Hove et al.,1982; Nasu
und Sugawara, 1994; Bidey und Cowin, 1995; Marino und McCluskey, 2000) und
anschliefender Fusion mit priméren Lysosomen (Dunn et al., 1991; Kostrouch et al., 1993;

Dunn, 1995; Dunn et al., 1996; Mezgrhani et al., 1997; Chen et al., 1993; Marino et al., 1999;
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Marino und McCluskey, 2000; Marino et al., 2000; Marino et al., 2000), wobei die
Abspaltung des Thyroxins, Trijodthyronins, Dijodthyronins und Monojodthyronins erfolgt.

442 Histologie der Schilddrtse

Die Schilddriise besteht aus einschichtigangeordneten Schilddriisenzellen, die uniform
polarisiert und mit der apikalen Membran so ausgerichtet sind, dal mehrere Zellen nach innen
einen Follikel bilden. Die Ausrichtung der Zellen ist insofern sehr wichtig, als die innere dem
Follikel zugewandte (apikale) und &uBlere den Blutkapillaren zugewandte (basale) Membran
verschiedene Funktionen ausiiben. Auf der basolateralen Membran befinden sich TSH-
Rezeptor, Na'/K -abhingige ATPase und der Na'/J-Symporter (Bidey und Cowin, 1995;
Kaliawat et al., 1995; Caillou et al., 1998), auf der inneren Membran befinden sich die
Schilddriisenperoxidase und ein Wasserstoffperoxid-Regenerationssystem (Corvilain et al.
1991).

Die Fiitterung oxidierter Fette fiihrte in vorliegender Untersuchung zu einer Verringerung der
Follikeldurchmesser und einer Erhohung der Epithelzellen. Eine unzureichende
Jodversorgung fiihrte jedoch unabhingig von Fettart zu einer deutlichen Erhohung der
Epithelzellen und einer Verringerung der Follikeln. Fiitterung oxidierter Fette bei addquater
Jodversorgung fiihrte zu einem &hnlichen histologischen Bild der Schilddriise, wie die
Fiitterung von frischem Fett bei einer unzureichender Jodversorgung. Der Einflul des Jods
auf die Histologie der Schilddriise wurde bisher ausfiihrlich diskutiert (Degrooth und
Niepomniszcze, 1977; Beere et al., 1990; Thews und Vaupel, 1990; Koolman und Réhm,
1994; Bidey und Cowin, 1995; Suzuki et al., 1999; Rohen und Liitjen-Drecoll, 2000).
Allgemein gilt, da3 bei einer mangelnden Jodversorgung die Follikeldurchmesser verringert
werden und die Epithelhdhen ansteigen. Hingegen bleiben bei einer normal funktionierenden
Schilddriise und einer addquaten Jodversorgung die Follikeldurchmesser grof8 und die
Epithelhdhen minimal. Uber den Zusammenhang zwischen dem Follikeldurchmesser, der
Epitelhohe und der Aktivitdt der Schilddriise wurde mehrfach berichtet (Bidey und Cowin,
1995; Bucher und Wartenburg, 1997; Tamura et al., 1998). Uber den EinfluB von oxidierten
Fette auf diese Parameter ist jedoch wenig bekannt. Die Resultate der vorliegenden Studie
deuten jedoch darauf hin, daf die Aktivitdt der Schilddriise durch die Fiitterung mit oxidierten

Fetten erhoht worden ist.
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443 Schilddr tisenper oxidase

In der vorliegenden Studie wurde bei Fiitterung oxidierter Fette ein deutlicher Anstieg der
Genexpression der Schilddriisenperoxidase festgestellt.

Diese Beobachtung konnte auf eine hohere Konzentration von H,O, in Schilddriisenfollikeln
hindeuten. Untersuchungen mit FRTL-5 Zellen (Leer et al., 1989; Corvilain et al., 1991;
Bjorkman und Ekholm, 1992; Chen et al., 1993) zeigten erhohte mRNA-Spiegel fiir die TPO
bei erhohten H,O,-Konzentrationen. Chen et al. (1993) berichten dariiber hinaus {iber eine
erhohte Jodierungsrate von Thyreoglobulin durch eine erhohte Aktivitit der TPO, wenn
exogenes H,O; in einer Konzentration von 0,1-0,5 mM zugefiigt wurde. Hingegen fanden die
selben Autoren bei einem Anstieg der H,O,-Konzentration iiber 5 mM eine Hemmung der
Jodierungsrate des Thyreoglobulins. Der deutliche Anstieg der mRNA-Konzentration der
TPO durch Fiitterung des oxidierten Fettes deutet auf eine verstidrkte Jodierung von
Thyreoglobulin hin. Nakamura et al., 1989; Nakamura et al., 1991; Bidey und Cowin, 1995
fiihrten eine effektivere Jodierung des Thyreoglobulins auf den Anstieg der TPO-Aktivitit
zuriick. Es wird angenommen, dafl dadurch der Gesamtanteil des Thyroxins im
Thyreoglobulin erhoht wurde, das anschlieBend zu einem hdheren Anteil des in
Endopinozytose eingeschlossenen Thyroxins und daraus resultierenden erhdhten
Thyroxinkonzentration im Plasma fiihrte.

Nakamura et al. (1990) berichten iiber eine erhohte katalytische Aktivitdt der TPO in vitro bei
Zufuhr von Jodthyronin. Diese Reaktion war H,O,-abhédngig mit absteigender Prioritét
Ts>T;3 > To.

Zimmer et al. (1992), DePillis et al. (1997) und Fayadat et al. (1998, 1999, 2000) beobachten
bei ovariellen Zellen von Hamstern (CHO) eine Diskrepanz zwischen den Syntheseraten von
TPO an endoplasmatischem Retikulum und dem Einbau von TPO in die Membran. In diesen
Untersuchungen erreichten nur 2 % des synthetisierten TPO die Zellmembran, wobei die
Zugabe von Hemmprekursoren einen geringeren Abbau von TPO in Zytoplasma und die
erhohte H,O,-Konzentration (10 uM) die Einnistung der TPO um 65 % erhohten.

Die in vitro Versuche zum EinfluB des H,O, auf den Schilddriisenhormonstoffwechsel in
FRTL-5 Zellen konnen die Bedingungen und dadurch die Art und den Grad der BeeinfluBung
des Metabolismus wihrend eines in vivo Versuch nicht ausreichend wiedergeben, da H,O,-
Konzentrationen von iiber 5 mM bei in vivo Versuchen nicht auftreten (Riou et al., 1999). Es

wire aber moglich, dal durch die Fiitterung oxidierter Fette in der Schilddriise das H,O;-
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Regenerationssystem unabhédngig vom Thyrotropin aktiviert wird und moglicherweise den

Transport von TPO von endoplasmatischem Retikulum zur apikalen Membran hemmt.

4.4.4 Einflufld von Thyrotropin auf die Schilddr Gisenaktivitét

Der EinfluB3 von Thyrotropin auf die Aktivitdt der Schilddriisenzellen ist vielseitig. Durch die
Kopplung des Thyrotropin an den Thyrotropin-Rezeptor werden die cAMP-Synthese und die
regulierende Phosphorylierung (durch A-Kinase) der Schilddriisentranskriptionsfaktoren
(TTF-1), die Expression von TPO, GSH-Px, Na'/I-SYM, Na'/K -ATPase, Thyreoglobulin
stimuliert (Dumont et al., 1984; Weiss et al., 1984a, Weiss et al., 1984b; Davies et al., 1987,
Ossendrop et al., 1989; Nagayama et al., 1989; Nilson et al., 1990; Akamizu et al., 1990; Leer
et al., 1990; Maenhaut et al., 1991; Watanabe et al., 1991; Civitareale et al. 1993; Pressley et
al., 1995; Endo et al., 1997; Ohmori et al., 1998; Riedel, et al., 2001). In Studien mit
Thyrotropin induzierter Hyperthyreose an FRTL-5 Zellen (Beere et al., 1989; Bjorkman und
Ekholm, 1992) wurde eine erhohte Wasserstoffperoxid-produktion, gleichzeitig jedoch auch
eine erhohte Ausscheidung von gesamtem und freiem Thyroxin festgestellt. Gleichzeitig
wurde in invitro Studien gezeigt, daB das Thyrotropin die Expression seines eigenen
Rezeptors stimuliert (Vassart, 1991).

Da die oxidierte Fette in vorliegender Studie zu keinen erhohten Konzentrationen von
Thyrotropin fiihrten, ist anzunehmen, daf3 die Aktivierung der Schilddriisenzellen iiber einen

Thyrotropin-unabhéngigen Mechanismus erfolgte.

445 Glutathionper oxidase

Die Fiitterung des oxidierten Fettes fithrte in der vorliegender Studie zu deutlich hoheren
mRNA-Konzentration der GSH-Px in der Schilddriise. Bjorkman und Ekholm (1995) und
ebenso Ekholm und Bjorkman (1997) beobachten in FRTL-5- und Schweineschilddriisen-
Zellen eine erhohte Aktivitit der GSH-Px, wenn exogenes H,O, in Konzentration von
0,01 mM zugefiihrt wurde. Da H,O, das Substrat fiir die Glutathionperoxidase ist, konnte eine
erhohte H,O,-Konzentration als Ursache vermutet werden.

Das H,O, kann unter dem Einflu3 verschiedener Faktoren in der Schilddriisenzelle in
sogenannten H,0,-Regenerierungssystem produziert werden. Seine Bildung ist ATP- und
Ca2+-abhéngig (Corda et al., 1985; Nakamura et al., 1987, Nakamura et al., 1989). Es wurde
gezeigt, dal die NADPH-Oxidase in der Plasmamembran der Schweineschilddriise und
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Mausschilddriisezellen in Produktion von O, als Ausgangssubstrat flir das HO, und so auch
bei der Synthese des H,O, eine Schliisselrolle spielt (Nakamura et al., 1989; Verma et al.,
1990). Corvilain et al. (1991) berichteten weiter, daBl die Hemmung des Pentose-
phosphatweges zu einer geringeren NADPH-Konzentration und weiterhin zu einer Hemmung
der H,O,-Bildung und gleichzeitig zu einer geringeren Jodierung der Thyreoglobulin in der
Schilddriise von Hunden fiihrt. Dieselben Autoren beobachteten auch bei erhohten H,O»-
Konzentration eine gesteigerte Aktivitit der GSH-Px. Die Befunde dieser Studie deuten
darauf hin, daB3 die Fiitterung oxidierter Fette zu einer erhéhten H,O,-Produktion fiihren

konnte und dadurch die Genexpression der TPO und GSH-Px indirekt erhoht wurde.

4.4.6 Natrium/Jodid-Symporter

In den vorliegenden Untersuchungen wurde gezeigt, dal die Fiitterung oxidierter Fette
unabhiingig von der Jodzufuhr zu einem extremen Abfall der Genexpression des Na'/J"-SYM
fiihrte. Die unzureichende Jodversorgung fiihrte hingegen unabhingig von Fett zu einem
deutlichen Anstieg der Genexpression des Na'/J-SYM.

Der Na'/I-SYM transportiert das Jodidion in die Epithelzellen der Schilddriise und in die
Zellen der Milchdriise. Dieser Transport ist Na'-abhingig, beruht auf einem
Elekrochemischengradient der Membran, wird durch SCN™-und CIO4-Ionen gehemmt und ist
cAMP-abhingig (Obici et al., 1991; Carrasco, 1993; Gerard, 1994; Taurog et al., 1996;
Yoshida et al., 1997; Yoshida et al., 1998a). Mit einem Jodidion werden zwei oder mehr
Natrium-Ionen in die Epithelzelle transportiert (Bidey und Cowin, 1995; Yoshida et al.,
1997).

Die Expression des Na'/J-SYM und der Jodid-Transport wird in der Schilddriise durch die
erhohte TSH gesteigert (Davies et al., 1989; Nilsson et al., 1990; Carrasco, 1993; Kaminsky et
al., 1994; Kogai et al., 1997; Saito et al., 1997; Endo et al., 1997; Ohmori et al., 1998; Riedel
et al., 2001a; Riedel et al., 2001b). Die erhohte Thyreoglobulinkonzentration in Zytoplasma
der Schilddriisenzelle (Suzuki et al., 1999; Nakazato et al., 2000), sowie erhohte Di- und
Monojodthyrosinkonzentration hemmen den Jodidtransport in FRTL-5 und humanen
Schilddriisenzellen (Nasu und Sugawara, 1994). Die erhohte H,O,-konzentration in Medium
hemmt unter anderem auch den Jodidtransport und die Expression des Na'/]-SYM (Sugawara
et al, 1990; Bjorkman und Ekholm, 1992; Chen et al.,, 1993). Durch erhohte
Retinoesiurekonzentration im Medium wird der Na'/J7-SYM in Schilddriisenkrebszellen

FTC-133 und FTC-238 (Schmutzler et al., 1997) und ebenso in MCF-7 Brustkrebszellen
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stimuliert (Nagataki und Yokoyama, 1996 und Kogai et al., 2000). Auch Smanik et al. (1997),
Tong et al. (1997) und Lazar et al. (1999) berichten von sehr niedriger Expression des Na'/J -
SYM in verschiedenen Schilddriisenkarzinomen. Die Aktivitit und die Expression des Na'/J -
SYM wird durch niedrigere Na'/K'-ATPase Aktivitit negativ beeinflut (Bagchi und Fawcet,
1973; Saito et al., 1982; O'Neill et al., 1987; Fowler et al., 1989; Carrasco, 1993; Bidey und
Cowin, 1995; Eskandari et al., 1997; Ulianich et al., 1999; Nakazato et al., 2000; Riedel et al.,
2001). Durch eine erhohte Jodkonzentration in Medium wird der Jodidtransport in die FRTL-
5 gehemmt (Carrasco, 1993). Die erhohte Expression von Na'/J-SYM bei joddefizitirer
Versorgung beobachteten neben Carrasco (1993) auch Veneziean et al. (1989), Beere et al.
(1990), Gruffat et al. (1992), Goldstein et al. (1992 und 1995), Spiztweg und Heufelder
(1998), Venkataraman et al. (1999), Schroder-van der Elst et al. (2001) und Eng et al. (2001).

Es ist anzunehmen, dal3 durch die Fiitterung oxidierter Fette eine hohere H,O,-Konzentration,
eine hohere Aktivitit der TPO vorlagen und dadurch ein schnellerer Jod-Turn-over statt
gefunden hat. Da auch hohere Plasmakonzentrationen an gesamtem und freiem Thyroxin
festgestellt wurden, ist ebenso anzunehmen, daB die Thyreoglobulin-, Dijodthyrosin- und
Monojodthyrosinkonzentration in der Schilddriisenzelle angestiegen sind. Dadurch konnte der

extreme Abfall in Expression des Na'/J-SYM bei Fiitterung oxidierter Fette erklirt werden.

4.4.7 EinfluR oxidierter Fette auf den Schilddr (isenhor monstoffwechsel

Die erhohte Selen- und Vitamin E-Versorgung hatte keinen Einflufl auf die Konzentrationen
an gesamtem und freiem Thyroxin. Anhand dieser Ergebnisse ist anzunehmen, daf3 durch
Fiitterung oxidierter Fette verdnderte Schilddriisenfunktion nicht priméar auf die Verdanderung
des antioxidativen Status der Schilddiise zuriickzufiihren ist. Weiterhin ist zu vermuten, daf3
die Fiitterung oxidierter Fette das H,O,-Regenerierungssystem aktiviert. Als Folge erhohter
Konzentration an H,O, ergében sich erhohte Expressionen der TPO und GSH-Px in der
Schilddriise. Die erhohte Expression der TPO konnte tatsdchlich zu einer gesteigerten
Jodierung des Thyreoglobulins fithren. Der erhohte Anteil des Thyroxins im Thyreoglobulin
konnte zu einer erhohten Konzentration an Thyroxin im Schilddriisenepithel fithren, was in
dem Schilddriisenautoregulationssystem ein Fehlsignal im Jodhaushalt der Schilddriise
darstellen konnte.

Die Fiitterung oxidierter Fette fiihrte zu einer deutlich niedrigeren mRNA-Konzentration des
Na'/J SYM, offensichtlich durch eine erhohte Konzentration an H,O,, ein verstirktes

Jodieren des Thyreoglobulins, einer erhdhten Jodkonzentration in den Epithelzellen der
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Schilddriise und einer geringeren Aktivitit der Na'K -ATPase. Es wird angenommen, daB der
UberschuB an H,O, zu einer erhdhten mRNA-Konzentration an GSH-Px fiihrte (Abbildung 6,
Tabelle 43).

Insgesamt zeigt die vorliegende Studie, daB3 die Fiitterung oxidierter Fette zu einer Erh6hung
des gesamt und freien Thyroxins im Plasma hauptsdchlich durch Verdnderungen der
Expressionen wichtiger Enzyme der Schilddriise erfolgen konnte. Die Aktivitit dieser
Enzyme und die tatsidchliche Synthese oder Freisetzung der Schilddriisenhormone konnten
aus technischen Griinden in vorliegender Studie nicht ermittelt werden. So bleiben noch viele
Fragen, die komplexe Zusammenhidnge der Synthese und der Freisetzung der
Schilddriisenhormone und deren Regulierung betreffen offen. Um diese aufzukléren bedarf es
weiteren Untersuchungen auch mit verbesserten Zellkultursystemen, die den physiologischen

Bedingungen im Tier dhneln.
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Tabelle 43:  EinfluBfaktoren des Schilddriisenhormonstoffwechsels

mRNA-Konzentration Aktivitdt Plasmakonzentration

EinfluBfaktor TPO GSH-Px Na/I-SYM  Na'/J-SYM T4 fT,  Autor

Lipidperoxidationsprodukte T " 7 " M Vorliegende Studie

Jodmangel " " T o o' Vorliegende Studie

T e v Carrasco (1993), Beere et al.

(1993), Gruffat et al. (1992),
Goldstein (1995), Eng et al. (2001)

TSH T ™" ™ M " Davies et al. (1989), Endo et al.
(1997), Ohmori et al. (1998)

TG, Ty, T2, T3 und T4 in V V Suzuki et al. (1999), Nakazato et

Epithelzelle al. (2000)

H,0, <1 mM r ® * Leer et al. (1989), Corvilain et al.
(1991), Bjorkman und Ekholm
(1992), Chen et al. (1993)

H,0,>5mM 12 2’ 2 12’ Chen et al. (1993), Sugawara et al.

(1990)

Abkiirzungen: GSH-Px, Glutathionperoxidase; H,O, , Wasserstoffperoxid; Na /J-SYM, Natrium/Jodid-Symporter; T;, Monojodthyronin; T, Dijodthyronin; Ts, Trijodthyronin; fT,,
freies Thyroxin; Ty, gesamtes Thyroxin; TG, Thyreoglobulin; TPO, Schilddriisenperoxidase; TSH, Thyrotropin.

Legende: *1, starke Stimulation; tt1, sehr starke Stimulation; 4, starke Hemmung; {1, sehr starke Hemmung; o, ohne Einfluf} bei suboptimaler Jodversorgung und acht wochiger
Fiitterung der Diit.
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5 Zusammenfassung

Thermisch behandelte Fette enthalten erhdhte Konzentrationen an priméren und sekundaren
Lipidperoxidationsprodukten, die im tierischen Organismus vielféltige physiologische
Wirkungen hervorrufen. Aus vorangegangenen Untersuchungen an Ratten und
Miniaturschweinen ist bekannt, dal3 durch die Fitterung erhitzter Fette nicht nur das
antioxidative Schutzsystem der Tiere beeinfluf3 wird, sondern auch der Lipidstoffwechsal.
Neben einer Senkung der Triglyceridkonzentrationen in Plasma und Leber wurde auch eine
Erhéhung der Konzentrationen an Schilddrisenhormonen im Plasma, insbesondere des
Thyroxins festgestellt. Die Wirkungsmechanismen dieser teilweise Uberraschenden
Veranderungen sind bislang noch nicht vollstandig geklart. Ziel der vorliegenden
Untersuchungen war, die Wirkungen oxidierter Fette auf den Schilddriisenhormon-
stoffwechsel und den Lipidstoffwechsel ndher zu beleuchten.

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt drei V ersuche durchgefihrt, in denen mannliche
Sprague-Dawley Ratten als Modelltiere verwendet wurden. Die Ratten wurden restriktiv Gber
6 bzw. 8 Wochen mit habsynthetischen Diden gefittert, die entweder Kontrollfette oder
oxidierte Fette enthielten.

Als Kontrollfett wurden frische Fette (ein Sonnenblumendl/Schweineschmalz- und ein
Sonnenblumendl/Palmdl-Gemisch) verwendet (Kontrollgruppen). Als Versuchsfett wurden
identische Fette verwendet, die bei verschiedenen Temperaturen Uber verschiedene Zeitraume
erhitzt worden waren (Versuchsgruppen). Als Mal3 fur die Oxidation der ungesdttigten
Fettsauren wurden die Peroxidzahl, die Saurezahl und die Konzentration an Thiobarbitusaure-
reaktiven Substanzen sowie die Fettsdurezusammensetzung der verwendeten Fette
herangezogen.

Im ersten Versuch wurde das Fett tber einen Zeitraum von 6 Wochen bel einer Temperatur
von 50°C erhitzt. In diesem Versuch wurde auf3erdem die Selenkonzentration variiert, da
Selen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der Schilddriisenhormone und im antioxidativen
Schutzsystem spielt.

Im zweiten Versuch wurde das Fett Uber einen Zeitraum von 5 Wochen bei einer Temperatur
von 55°C erhitzt. Neben der Art des Fettes wurde die Jodkonzentration variiert, um zu
Uberprifen, welche Auswirkung erhitzte Fette bel Jodmangel haben.

Im dritten Versuch wurden die Didifette bel drei verschiedenen Temperaturen Uber
unterschiedliche Zeitréume thermisch behandelt. Das Fett # 1 wurde Uber den Zeitraum von

5 Wochen einer Temperatur von 50°C ausgesetzt. Die entsprechende Werte waren fir Fett # 2
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81 Stunden und 105°C sowie fir Fett # 3, 24 Stunden und 190°C. Neben der Art des Fettes
wurde die Vitamin E-Konzentration variiert, um zu tberprifen, ob Vitamin E die Auswirkung
thermisch behandelter Fette auf den Schilddriisenhormonstoffwechsel beeinflussen kann.

Im ersten Versuch wurden die Selenkonzentrationen in Plasma und Leber, die Aktivitét der
selenhaltigen Glutathionperoxidase (GSH-Px) im Plasma, die Konzentrationen von gesamtem
Thyroxin (Ty), freiem Thyroxin (fT,4), Trijodthyronin (T3) und Thyrotropin (TSH) im Plasma,
die Triglyceridkonzentrationen in Plasma, Lipoproteinen und Leber, sowie die Aktivitét der
lipogenen Enzyme Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) und Fettsuresynthetase
(FSS) in der Leber bestimmt. Zusétzlich wurde die Genexpression der lipogenen Enzyme
mittel s semiquantitativer RT-PCR untersucht.

Im zweiten Versuch wurden hauptsichlich die Parameter des Schilddriisenhormon-
stoffwechsels untersucht. Im Plasma wurden die Konzentrationen an T4, fT4, T3 und TSH
gemessen. An Schilddrtisenschnitten wurden Follikeldurchmesser und Epithelh6he gemessen.
AulRerdem wurde in den Schilddriisen die Genexpression von Schilddrtisenperoxidase (TPO),
Natrium/Jodid-Symporter  (Na'/J-SYM) und Glutathionperoxidase (GSH-Px) iiber
semiquantitativer RT-PCR untersucht.

Im dritten Versuch wurden lediglich die Konzentrationen der Schilddriisenhormone im

Plasma ermittelt.

Die Selen- und Jodzulage sowie erhdhte Vitamin E-Versorgung hatten keinen Einfluf3 auf die
Gewichtsentwicklung und Endgewichte der Ratten. Hingegen wurden bei der Fitterung
oxidierter Fette etwas geringere Endgewichte der Ratten erzielt.

Erhitztes Fett fuhrte zur Senkung der Triglyceridkonzentration in Plasma, Lipoproteinen
geringer Dichte und Leber. Die verminderten Aktivitéten der lipogenen Enzyme FsS und
G6PDH und verminderte relative Expression der Gene dieser Enzyme zeigten deutlich, dal3
die Fettsduresynthese in der Leber auf der Ebene der Genexpression gehemmt wurde. Eine
suboptimale Versorgung mit Selen und Jod hatte keinen Einfluld auf den Lipidstoffwechsel.
Die Futterung oxidierter Fette fihrte in allen drei Versuchen zu einer deutlichen Steigung der
Plasmakonzentration an T4 und fT4. Im dritten Versuch wurde dieser Effekt beim Fett # 2 am
stérksten. Dies deutet drauf hin, dald nicht nur primére, sondern auch sekundére
Lipidperoxidationsprodukte die Plasmakonzentration an T, und fT, erhdhen. Die
Unterschiede in der Selen-, Jod- und Vitamin E-Versorgung hatten keinen Einflul? auf die
Plasmakonzentration an T4 und fT,4. Weder die Art der Behandlung der oxidierten Fette, noch
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die Hohe der Selen-, Jod- bzw. Vitamin E-Versorgung der Versuchstiere hatten einen Einfluf
auf die Plasmakonzentration an Tz und TSH.

Die Futterung oxidierter Fette induziert auch einen Anstieg der Epithelzellhéhe sowie eine
Verringerung der Follikeldurchmesser in der Schilddriise. Moderater Jodmangel fihrte bel
Fitterung frischer Fette erwartungsgemald zu einer Senkung der Plasmakonzentration an T,.
Hingegen flhrte die Fitterung oxidierter Fette auch bel moderatem Jodmangel zu einem
Anstieg der T4-Konzentration im Plasma, so dal3 das Niveau adadguater Jodversorgung erreicht
wurde. Die Hohe der Epithelzellen war durch den Jodmangel erwartungsgemald erhoht, bei
Fltterung oxidierter Fette wurde sie noch zusétzlich gesteigert. Der Durchmesser der
Schilddrusenfollikel wurde durch den Jodmangel erwartungsgeméal? verringert, bel Fitterung
oxidierter Fette wurde er noch zusétzlich verringert. Die Futterung oxidierter Fette fihrte in
der Schilddriise zu einer erhthten relativen Expression der die Enzyme TPO und GSH-Px
codierenden Gene und zu einer extrem geringen Expression des codierenden Gens fir den
Na'/J-SYM. Auf die Expression der TPO- und GSH-Px-Gene hatte die Jodversorgung keinen
EinfluR. Hingegen wurde die Expression des Na'/J-SYM durch moderaten Jodmangel
unabhéangig von der Art des Fettes stimuliert.

Die Futterung des oxidierten Fettes verschlechterte den Selenstatus der Versuchstiere. Bel
Tieren mit suboptimaler Selenversorgung wurde dieser Effekt noch verstarkt. Dieser Effekt
war bel knapper Selenversorgung stérker als bei ausreichender Selenversorgung. Die
Ergebnisse zeigen insgesamt, dal3 bei Fitterung oxidierter Fette der Selenbedarf bei der Ratte

erhoht wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie beweisen, dal3 die verminderte Triglycerid-
konzentrationen in Plasma und Leber auf eine gehemmte eigene Lipidsynthese
zurtickzufiihren sind. Diese Hemmung beruht auf einer verminderten genetischen Expression.
Es konnte gezeigt werden, dal3 die Expression der Gene lipogener Enzyme von
Selenversorgung unabhangig ist.

Es konnte aufferdem gezeigt werden, dal3 oxidierten Fette die Schilddrisenfunktion
stimulieren. Durch Fitterung oxidierter Fette wurden wahrscheinlich gréfere Mengen an
Thyroxin synthetisiert und in das Blut freigesetzt, moglicherweise als Folge eines verstarkten
Jodierens des Thyreoglobulins durch die TPO. Die Synthese und Sekretion des T, bel

Futterung oxidierter Fette ist offensichtlich von der Vitamin E-Versorgung unabhéngig.
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Summary

Thermally oxidized fats contain a large number of primary and secondary lipid peroxidation
products which are known to affect animal metabolism in several ways. Recent studies in rats
and miniature pigs demonstrated that feeding diets with thermally treated oils influences not
only the antioxidant defence system but also the lipid metabolism. Feeding diets with
oxidized oils lowered the concentrations of triglycerides in plasma and liver. Furthermore,
feeding diets with oxidized oils increases the concentrations of free and total thyroxine in
plasma. The mechanism by which oxidized fats raise plasma thyroxine levels and lower
plasmaand liver triglyceride levelsis not fully understood.

In the present study, three experiments with male Sprague-Dawley rats were carried out. The
rats were fed restricted amounts of diets with fresh or thermally oxidized fats.

As control fats the fresh fats (sunflower oil/lard and sunflower oil/palm oil mixtures) were
used. Oxidized fats used in the experiments were identical to control fats but thermally treated
at different temperatures over different periods. Peroxide value, acid value, concentrations of
thiobarbituric acid reactive substances and also the fatty acid composition of the dietary fats
were considered as a measure of oxidation of unsaturated fatty acids.

In the first experiment, the fats were prepared by heating at 50 °C over a period of 6 weeks.
Selenium concentrations was varied because of its important role in antioxidant defence
system and in the metabolism of thyroid hormones.

In the second experiment, the fats were prepared by heating at 55 °C over aperiod of 5 weeks.
In that experiment the concentrations of iodine was varied to study the effects of oxidized fats
on the thyroid metabolism in the state of iodine deficiency.

In the third experiment the fats were prepared at different temperatures over different periods.
The fat # 1 was prepared by heating at 50 °C over a period of 5 weeks, the fat #2 at 105 °C
over 81 hours and the fat#3 a 190 °C over 24 hours. Besides the fat also vitamin E
concentrations of the diets were varied to investigate whether the effects of oxidized fats on
thyroid hormone metabolism are dependent on the vitamin E supply.

In the first experiment the selenium concentrations in plasma and liver, the activity of
selenium dependent glutathione peroxidase (GSH-Px) in plasma, total and free thyroxine (T4
and fT,) triiodthytonine (T3) and thyroid stimulating hormone (TSH) concentrations in
plasma, the triglyceride concentration in plasma, lipoproteins and liver and also the activities
of lipogenic enzymes glucose-6-phosphate dehydrogenase and fatty acid synthetase were

measured.
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In the second experiment, analysis was focused on thyroid hormone metabolism. The
concentrations of T4, fT,4, T3 and TSH were measured. The follicle diameter and the height of
follicular cells were measured in thyroid slices. Furthermore, the gene expression of thyroid
peroxidase (TPO), sodium/iodide symporter (Na'/J-SYM) and GSH-Px in the thyroid were
measured by semi quantitative RT-PCR.

In the third experiment, the concentrations of thyroid hormones were measured.

The selenium, iodine and Vitamin E supplementation had no effect on body weight
development and final body weight of rats. On the other hand, the final body weight of rats
was decreased by thermally oxidised oils at lower vitamin E supplementation.

Feeding of the diets with oxidized fats results in a decrease of triglyceride concentrations in
plasma, lipoproteins and liver. The decreased activity of lipogenic enzymes FsS and G6PDH
and decreased gene expression of both enzymes showed that the faity acid synthesis is
lowered due to lowered gene expression of lipogenic enzymes. The suboptimal selenium and
iodine status did not influence the lipid metabolism.

The rats fed al types of oxidized fats in al three experiments had higher concentrations of T,
and fT4 in plasma than rats fed the equivalent diets with fresh oil. In third experiment the
concentration of T, and fT,4 were strongest increased by fat # 2. This indicates that not only
primary, but also secondary lipid peroxidation products elevate the plasma concentrations of
T4 and fT,4. Different selenium, iodine and vitamin E supply had no influence on T4 and fT4
concentration in plasma. Different thermally oxidation of fats, selenium, iodine and vitamin E
supply had no effect on plasma T3 and TSH concentrations.

Feeding oxidized fats on rats induces elevation of the follicular cell height and reduces the
follicle diameter in the thyroid. As expected, moderate iodine deficiency lowered the
concentration of T4 in plasma, increased the follicular cell height and lowered the follicle
diameter in the thyroid. Feeding of the diets with oxidized fats elevated T, and T4
concentrations in plasma regardless to iodine deficiency. Further more, feeding oxidized fats
increased the effect of iodine deficiency such as elevating of follicular cell high and
decreasing of follicle diameter. Feeding oxidized fats elevated aso gene expression of TPO
and GSH-Px and markedly decreased the gene expression of Na'/J-SYM in the thyroid.
lodine supply had no effect on the expression of TPO and GSH-Px genes. On the other hand,
expression of Na'/J-SY M was stimulated by iodine deficiency independent of fat source.
Feeding oxidized fats reduced the selenium status in rats. This effect of oxidized fats was
stronger in rats fed low selenium diets than in rats fed selenium-adequate diets. Thus, this
study indicates that the feeding oxidized fats increased selenium requirement of rat.
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The results of this study shows that the reduced triglyceride concentrations in plasma and
liver are due to impaired gene expression of lipogenic enzymes but not to reduced selenium
status induced by oxidized fats.

Furthermore this study indicates that oxidized fats stimulate the thyroid function probably as
consequence of increased thyroxine secretion to blood as function of higher iodination of the
thyreoglobulin through TPO. This phenomena might not be due to oxidative stress of thyroid
or reduced selenium status induced by oxidized fats.
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