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Einleitung 1

1. Einleitung

Freie Radikale sind sowohl exogenen, als auch endogenen Ursprungs. Sie entstehen
endogen zum Beispiel bei physiologischen Stoffwechselvorgangen, wie
mitochondrialer  Elektronentransport, aus  phagozytierenden Zellen, bei
Enzymoxidationen und Substratautoxidationen (GUTTERIDGE und HALLIWELL
1990, BAKER 1994, LECHLER 1996, GIROTTI 1998).

Freie Radikale kdonnen die Lipidperoxidation initieren, indem sie von der alpha-
Methylengruppe eines Fettsaurenmolekuls ein Wasserstoffatom abstrahieren
(MORSEL und MEUSEL 1990; FRANKEL 1991, GUTTERIDGE 1995, PORTER et
al. 1995). Die daraus resultierenden Lipidhydroperoxide, Hydroperoxide und
zyklischen Peroxide fuhren zu Stérungen in der Membranfunktion, zu einer
Verringerung der Fluiditat der Membran, zur Inaktivierung von Membran-gebundenen
Rezeptoren und zu zytopathologischen Prozessen (GUTTERIDGE und HALLIWELL
1990, GUTTERIDGE 1995).

Vitamin E, ein lipidlosliches Antioxidans, kann aufgrund der phenolischen
Hydroxygruppe am aromatischen Chromanring des Molekuls mit organischen
Peroxylradikalen reagieren und somit zu einem Kettenabbruch der Lipidperoxidation
fuhren (BUTTRISS und DIPLOCK 1988, SIES 1989, TRABER et al. 1993, WANG
und QUINN 1999). Bei dieser Reaktion entstehen unter anderem
Tocopheroxylradikale (TRABER et al. 1993, SIES 1989), welche wiederum mittels
Wasserstoffdonatoren (z.B. Ubiquinon, Coenzym Q) regeneriert werden (TRABER et
al. 1993, WANG und QUINN 1999). Wenn das Tocopheroxylradikal nicht vollstandig
reduziert wird, kann es mit weiteren Peroxylradikalen reagieren, die daraus
resultierenden Reaktionsprodukte sind unter anderem Tocopherone, Epoxy-
tocopherone, Tocopherylchinon und Epoxychinone, sowie Radikale mit Dimer- und
Trimerstruktur (GASSMANN et al.1995).

Fur den Menschen wird als Schatzwert fur eine angemessene Zufuhr an Vitamin E
von der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung (DGE 2000, Referenzwerte fur die
Nahrstoffzufuhr) fur Manner 14 mg RRR-a-Tocopherol/Tag und fur Frauen 12 mg
RRR-o-Tocopherol/Tag angegeben. Laut dem ERNAHRUNGSBERICHT 2000 (DGE
2000) wird dieser Schatzwert fur eine angemessene Zufuhr bei Mannern mit einer

durchschnittlichen Aufnahme von 12,7 mg RRR-o-Tocopherol/Tag und bei Frauen
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mit einer durchschnittlichen Aufnahme von 11,5 mg RRR-a-Tocopherol/Tag nahezu
erreicht. Jedoch ist die Popularitat von uber den Bedarf hinausgehenden Vitamin E-
Supplementierungen in den letzten Jahren aufgrund der antioxidativen Eigenschaften
des Vitamin E stark gestiegen. Es gibt Berichte in der Literatur, die darauf hindeuten,
dass teilweise hohe Mengen (100-400 mg Vitamin E/Tag und mehr) an Vitamin E
supplementiert werden (BENDICH und MACHLIN 1988).

Hohe Vitamin E-Dosierungen fuhrten jedoch bei in vitro-Studien an mizellaren
Suspensionen zu prooxidativen Effekten (MUKAI 1993, MUKAI, SAWADA et al.
1993, MUKAI, MORIMOTO et al. 1993). Die Ursache dieser prooxidativen Wirkung
liegt in der Reaktion der Tocopheroxylradikale mit anderen Peroxylradikalen. Diese
Reaktion fuhrt zu einer Anhaufung von Hydroperoxiden mit konjugierter Dienstruktur
(MUKAI 1993, MUKAI, SAWADA et al. 1993, MUKAI, MORIMOTO et al. 1993).

An isolierten Lipoproteinen geringer Dichte (Low Density Lipoprotein-LDL) konnte
ebenfalls ein prooxidativer Effekt von hohen Vitamin E-Konzentrationen
nachgewiesen werden (BOWRY et al. 1995, KONTUSH et al. 1996, THOMAS et al.
1996). Tocopheroxylradikale reagieren mit den mehrfach ungesattigten Fettsauren
(Polyunsaturated Fatty Acids-PUFA) in den LDL (BOWRY et al. 1995, KONTUSH et
al. 1996, THOMAS et al. 1996), was zu einer Akkumulation konjugierter Diene, einer
erhohten Bildung von Oxysterolen und einer Verringerung des Gehaltes an PUFA in
der LDL-Fraktion fuhrt (KONTUSH et al. 1996). Die prooxidative Wirkung der
Tocopheroxylradikale war bei diesen in vitro-Studien sowohl von den
Oxidationsbedingungen, als auch von der Konzentration der Co-Antioxidantien wie
Ascorbat, Bilirubin und Ubichinon abhangig (BOWRY et al. 1995, KONTUSH et al.
1996).

SUNDER et al. (1999) konnten bei einem Futterungsversuch an Legehennen mit
20.000 Internationale Einheiten (IE) Vitamin E/kg Diat eine geringere oxidative
Stabilitat des Abdominalfettes im Vergleich zu niedrigeren verwendeten Vitamin E-
Zulagen nachweisen. Als Ursache hierfur diskutieren die Autoren eine erhohte
Autoxidation der Fettsauren durch prooxidative Wirkungen der hohen Vitamin E-

Dosierungen.

Aufgrund dieser Befunde sollten im Rahmen dieser Arbeit Effekte von Vitamin E-

Megadosierungen auf Parameter des antioxidativen Status und auf Parameter der
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Lipidperoxidation untersucht werden, um mogliche prooxidative Wirkungen einer
exzessiven Vitamin E-Zufuhr in vivo nachweisen zu kdonnen. Da Erythrozyten sehr
empfindlich gegenuber oxidativem Strel3 sind, sollte weiterhin die Wirkung einer
exzessiven Vitamin E-Zufuhr auf die Hamolyseempfindlichkeit der Erythrozyten,

untersucht werden.

Da auch das Diatfett einen Einfluss auf oxidative Prozesse hat, wurden zwei
verschiedene Diatfette gewahlt. Mogliche prooxidative Wirkungen der hohen Vitamin
E-Zulagen wurden durch ein Diatfett, welches einen hohen Anteil an PUFA hat,
verstarkt werden. Deshalb wurde Lachsdl als ein Diatfett gewahlt, denn Lachsadl hat
einen hohen Anteil an hochungesattigten Omega-3 (n-3)-PUFA, welche sehr
oxidationsempfindlich sind (MALIS et al. 1990, ZSIGMOND et al. 1990, SAITO und
NAKATSUGAWA 1994, CHIANG und TSAI 1995, VALK und HORNSTRA 2000).
AuBerdem wurde Schweineschmalz als ein Fett mit einem hohen Anteil an
gesattigten Fettsauren (Saturated Fatty Acids-SFA) und einem geringen Anteil an n-
3-PUFA verwendet. Bei Verwendung von Schweineschmalz waren geringere

oxidative Prozesse als bei Verwendung von Lachsol zu erwarten.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau und erfal3te Parameter

In der vorliegenden Studie wurden zwei zweifaktorielle Versuchsmodelle mit 72 bzw.
60 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (Fa. Charles River Wiga, Sulzfeld,
Deutschland) verwendet. Den Tieren wurden semisynthetische Diaten mit 4 bzw. 3
verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen und zwei verschiedenen Diatfetten

verabreicht. Somit ergaben sich folgende Versuchsanordnungen (Tabelle 1):

Tab.1: Versuchsdesign des ersten Versuches

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kgDiat]

Gruppe L100 L500 L3.000 L10.000 S100 S500 S3.000 S10.000

IE: Internationale Einheiten

Im zweiten Versuch sollte vor allem die Auswirkung hoher Vitamin E-Zulagen in der
Diat auf den antioxidativen Status und die Hamolyseneigung der Erythrozyten
untersucht werden. Die Versuchsanordnung war ahnlich wie im ersten Versuch
(Tabelle 2).

Tab.2: Versuchsdesign des zweiten Versuches

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
[IE/kg Diat]

Gruppe L100 L1.000 L10.000 S100 S1.000 S10.000

IE: Internationale Einheiten

Es wurden sowohl die tagliche Futteraufnahme, als auch die wochentliche

Lebendmassezunahme der Ratten bestimmt.

Um den antioxidativen Status der Versuchstiere zu charakterisieren, wurden

folgende Parameter bestimmit:

- Konzentration an o-Tocopherol im Plasma, in der Leber, im Fettgewebe, in den LDL
und im zweiten Versuch in den Erythrozyten

- scheinbare Verdaulichkeit von Vitamin E

- Konzentration an Ascorbinsaure (Vitamin C) im Plasma

- Enzymaktivitaten der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD) in der



Material und Methoden 5

Leber und in den Erythrozyten, Glutathionperoxidase (GSH-Px) in Plasma,
Leber und in den Erythrozyten, Katalase in der Leber und in den Erythrozyten
- Konzentration von Glutathion (GSH) in Leber und Erythrozyten
- Aktivitat der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G-6-P-DH) in den
Erythrozyten.
Als ein weiterer Parameter zur Beurteilung des antioxidativen Status in den LDL
diente die Bestimmung der Oxidationsempfindlichkeit der LDL in vitro nach Zugabe

von Kupferionen.

Als Marker der in vitro-Lipidperoxidation wurde die Konzentration an
Thiobarbitursadure-reaktiven Substanzen (TBARS) im Plasma, in der Leber und in
den Erythrozyten und als ein in vivo-Parameter wurde die Konzentration des

Oxysterols 7-R-Hydroxycholesterol (7-3-OH-Cholesterol) in der Leber ermittelt.

Die osmotische Hamolyseresistenz der Erythrozyten in hypotonen Kochsalzldsungen
bzw. die Konzentration der Hamolysemarker freies Hamoglobin (Hb), die
Bindungskapazitat von Haptoglobin (Hp), sowie die Aktivitat der sauren Phosphatase
und der Laktatdehydrogenase (LDH) im Plasma dienten zur Beschreibung der in vitro
bzw. in vivo Hamolyseempfindlichkeit der Erythrozyten.

Um eventuelle Veranderungen der Fluiditat der Erythrozytenmembran beurteilen zu
konnen, wurden weiterhin die Konzentration an Cholesterin und die

Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran analysiert.

Weiterhin wurde der Einfluss der verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen in der
Diat und der eingesetzten Diatfette auf Parameter des Lipidstoffwechsels untersucht.
Als Parameter wurden die Konzentrationen an Triglyceriden und Cholesterin im
Plasma, in den Lipoproteinfraktionen und in der Leber gemessen. Anhand der
Konzentration an Triglyceriden im Kot wurde die scheinbare Verdaulichkeit der
Triglyceride ermittelt.

Die Fettsaurenzusammensetzung der Neutrallipid-, Phosphatidylethanolamin (PE)-
und der Phosphatidylcholin (PC)-fraktion in der Leber diente aullerdem der
Beurteilung moglicher prooxidativer Wirkungen der verwendeten Vitamin E-Zulagen
in Interaktion mit den eingesetzten Diatfetten.
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Weiterhin wurden die Diaten charakterisiert. Zu diesem Zweck wurde die Peroxidzahl
(POZ) in der Diat bestimmt. Die POZ diente zur Abschatzung einer moglichen
Oxidation der Diatfette wahrend der Herstellung der Diat. Aulerdem wurden die
Fettsdurenzusammensetzung und o-Tocopherolkonzentrationen der verwendeten

Diatfette und die a-Tocopherolkonzentrationen in den Diaten ermittelt.

2.2 Durchfuhrung der Futterungsversuche
2.2.1 Zusammensetzung der Diat

Die Zusammensetzung der semisynthetischen Diaten im Versuch 1 und 2 ist Tabelle
3 zu entnehmen. Die Zusammensetzungen der Mineralstoff- (Tabelle 5) und
Vitaminzulagen (Tabelle 6) entsprachen den Empfehlungen des American Institute of
Nutrition (AIN) ((Diattyp AIN 93-G) (REEVES et al. 1993)) fur wachsende Nager
(Tabelle 3).

Tab.3: Zusammensetzung der Rattendiaten

Komponente Konzentration [g/kg Diat]
Starke 398

Kasein 200
Saccharose 200

Fett' 100

Cellulose 49,9-40
Vitamine? 20
DL-a-Tocopherylacetat 0,1-10
Mineralstoffe 40
DL-Methionin 2

" Lachsél bzw. Schweineschmalz, *Vitamin E freie Vormischung

Aufgrund der verschiedenen DL-a-Tocopherylacetat-Dosierungen variierte der Anteil
des DL-a-Tocopherylacetat in der Diat je nach Diatgruppe zwischen 0,1 g/kg Diat
und 10 g/kg Diat. Zum Ausgleich dieser Differenz wurde Cellulose verwendet. Der
Cellulosegehalt variierte in den verwendeten Diaten je nach Diatgruppe zwischen
49,9 g/kg Diat und 40 g/kg Diat (Tabelle 4).
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Tab. 4: Cellulose- und Vitamin E-Gehalte der verwendeten Diaten

Diatgruppe L/S 100 L/S 500 L/S1000 L/S 3.000 L/S10.000
Cellulose 49,9 49,5 49 47 40
[g/kg Diat]

Vitamin E’ 0,1 0,5 1 3 10
[g/kg Diat]

'Vitamin E wurde als DL-o-Tocopherylacetat zugelegt

Die Zusammensetzungen der Mineralstoff- bzw. Vitaminzulagen sind den Tabellen 5

bzw. 6 zu enthehmen.

Tab. 5: Zusammensetzung der Mineralstoffzulage

Komponente Konzentration
Mengenelemente [g/kg Diat]
Calciumcarbonat (36 % Calcium) 8,44
Dicalciumphosphat (17,5 % Phosphat, 22 % Calcium) 8,92
Kaliumchlorid (52,4 % Kalium, 47,2 % Chlorid) 6,87
Magnesiumoxid (50 % Magnesium) 1,014
Natriumcarbonat (27 % Natrium) 3,774
Spurenelemente [mg/kg Diat]
Eisensulfat (30 % Eisen) 116
Zinkoxid (79 % Zink) 38
Manganoxid (62 % Mangan) 16
Kupfersulfat (25 % Kupfer) 24
Calciumjodat (62 % Jod) 0,32
Natriumselenit (45 % Selen) 0,33

Tab. 6: Zusammensetzung der Vitaminzulage

Komponente Konzentration [pro kg Diat]
Vitamin A (5000 IE/g) 4000 IE
Vitamin D3 (5000 IE/g) 1000 IE
Vitamin K (510 mg/g) 0,75 mg
Thiamin (1000 mg/g) 5mg
Riboflavin (800 mg/g) 6 mg
Pyridoxin (1000 mg/g) 6 mg
Biotin (20 mg/g) 0,2 mg
Pantothensaure (1000 mg/qg) 15 mg
Nikotinsaure (990 mg/g) 30 mg
Vitamin B12 (1000 pg/g) 0,25 mg
Folsaure (1000 mg/qg) 2mg
Cholinchlorid 1000 mg

IE: Internationale Einheiten
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Kasein (Nahrkasein, Saurekasein, Meggle, Wasserburg/lnn, Deutschland),
Saccharose (Raffinade Zucker, aro, Goldhand Vertrieb Dusseldorf, Deutschland),
Cellulose (ARBOCEL, BWW 40, J. Rettenmaier u. Séhne, Rosenberg, Deutschland),
Maisstarke (24 NA, Assi Doman, Deutschland) und die Mineralstoff- und
Vitaminvormischung (Mineralstoffwerk Hohburg, Hohburg, Deutschland) wurden in

einem Mischer zu einer Grundfuttermischung vermengt.

Vitamin E (DL-o-Tocopherylacetat, MERCK Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland) und die Futterfette Lachsol (Caelo, Caesar und Lorentz GmbH, Hilden,
Deutschland) und Schweineschmalz (Laru GmbH, Bottrop, Deutschland) wurden erst
bei der Herstellung der Diaten zugefugt.

Die Diaten wurden wochentlich frisch hergestellt, zur Trocknung lyophilisiert
(Gefriertrocknung Gamma 2-20, Fa. Christ, Osterode, Deutschland) und bei 4°C
gelagert.

2.2.2 Charakterisierung der Diaten

Entsprechend der Fettsaurenzusammensetzung des Lachsdls besteht nach MUGGLI
(1994) bei den Gruppen, deren Diat 10 % Lachsdl enthielt, ein Minimalbedarf an
Vitamin E von ca. 52 IE Vitamin E/kg Diat. Aufgrund des geringeren Anteils an PUFA
im Schweineschmalz betrug der Bedarf an Vitamin E bei den Gruppen, deren Diat
Schweineschmalz enthielt, nach MUGGLI (1994) ca. 15 IE Vitamin E/kg Diat.

Die verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen in den Diatfetten von 14,6 bzw. 13,1
IE Vitamin E/100g Diatfett (Lachsol) und von 2,2 bzw. 1,6 IE Vitamin E/100g Diatfett
(Schweineschmalz) (Tabelle 7) wurden bei der Zulage von DL-a-Tocopherylacetat
zur Diat berucksichtigt. So wurden zum Beispiel im ersten Versuch zu den Diaten,
die Lachsol enthielten, 85,4 IE Vitamin E/kg Diat und zu den Diaten, die
Schweineschmalz enthielten, 97,8 IE Vitamin E/kg Diat zugelegt, um eine Vitamin E-
Konzentration von 100 IE Vitamin E/kg Diat in der Diat zu erreichen.
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Tab. 7: Fettsaurenzusammensetzung und Vitamin E-Konzentration der
Futterfette im ersten und zweiten Versuch

Fettsaure Lachsol Schweineschmalz
[g/100g Fettsduren] 1.Versuch 2.Versuch 1.Versuch 2.Versuch
C14:0 5,90 6,20 1,63 1,61
C16:0 13,4 14,7 25,2 25,7
C16:1 7,50 8,20 2,30 2,70
C18:0 2,60 3,10 14,9 15,4
C18:1 n-9 16,2 15,6 40,4 40,1
C18:2 n-6 2,20 2,30 10,0 9,61
C20:1 8,10 4,20 0,90 0,90
C20:2 n-6 0,06 0,07 0,45 0,47
C20:3 n-6 0,24 0,29 0,07 0,08
C20:4 n-6 0,60 1,32 0,10 0,11
C20:5 n-3 9,50 12,5 0,10 0,07
C22:4 n-6 0,10 0,20 0,10 0,07
C22:5n-3 3,00 3,00 0,20 -
C22:6 n-3 8,60 9,90 0,04 -
a-Tocopherol [mg/100g Ditfett](analysiert)’

9,83 8,82 1,47 1,09
Vitamin E [IE/100g Diatfett](errechnet)?

14,6 13,1 2,2 1,6

n-Omega, ' die Menge an analysiertem o-Tocopherol ist das native o-Tocopherol im Diatfett;  die
Menge an Vitamin E (o-Tocopherylacetat) wurde wie folgt errechnet: 1mg o-Tocopherol entspricht
1,49 IE

Die analysierten Konzentrationen an o-Tocopherol in den Diaten sind Tabelle 8 und

Tabelle 9 zu entnehmen.

Tab. 8: Konzentrationen an o-Tocopherol in der Diat im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

a-Tocopherol 76,4 314 1692 5783 65,7 243 2171 6379
[mg/kg Diat]
(analysiert)’
Vitamin E 114 468 2521 8616 97,8 362 3234 9505
[IE/kg Diat]
(errechnet)?

' die analysierte Menge an o-Tocopherol in der Diat setzte sich aus dem nativen o-Tocopherol
aus dem Diatfett und dem zugesetzten DL-o-Tocopherylacetat zusammen; 1 mg a-Tocopherol
entspricht 1 IE = 1 mg DL-a-Tocopherylacetat; % die Menge an DL-a-Tocopherylacetat (Vitamin E)
wurde errechnet (1mg o Tocopherol entspricht 1,49 mg DL-a-Tocopherylacetat=1,49 IE)
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Tab. 9: Konzentrationen an a-Tocopherol in der Diat im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
[IE/kg Diat]

o-Tocopherol 75,0 799 5686 67 598 5954

[mg/kg Diat]

(analysiert)’

Vitamin E 112 1190 8472 99 891 8871
[IE/kg Diat]

(errechnet)?

" die analysierte Menge an o-Tocopherol in der Diat setzte sich aus dem nativen o-Tocopherol
aus dem Diatfett und dem zugesetzten DL-o-Tocopherylacetat zusammen; 1 mg o-Tocopherol
entspricht 1 IE = 1 mg DL-a-Tocopherylacetat; % die Menge an DL-a-Tocopherylacetat (Vitamin E)
wurde errechnet (1mg o Tocopherol entspricht 1,49 mg DL-a-Tocopherylacetat= 1,49 IE)

Der Trockensubstanzgehalt der Diaten (Methode s. Kapitel 2.3.10.2) lag im ersten
Versuch bei durchschnittlich 95 % und im zweiten Versuch bei durchschnittlich 93 %.
Die POZ der Diaten in Milliaquivalente aktiver Sauerstoff (mEq O2) pro kg Fett lagen
im ersten Versuch bei den Lachsdldiaten bei 8,5 (Gruppe L 100), 8,9 (L 500), 8,4 (L
3.000) und 8,5 (L 10.000) bzw. im zweiten Versuch bei den Lachsdldiaten bei 9,5 (L
100), 9,3 (L 1.000) und 9,6 (L 10.000). Die POZ lagen bei den Schweine-
schmalzdiaten im ersten Versuch bei 3 (S 100), 2,8 (S 500), 2,9 (S 3.000) bzw. 3 (S
10.000) und im zweiten Versuch bei 2,5 (S 100), 2,4 (S 1.000) bzw. 2,5 (S 10.000).
Die Ergebnisse zeigen, dass wahrend der Diatherstellung keine nennenswerte
Peroxidation stattgefunden hat, denn die POZ lagen in den frischen Diatfetten bei 4,2
(Lachsdl) bzw. 2,0 (Schweineschmalz).

2.2.3 Tiermaterial und Haltung der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden in beiden Versuchen mannliche Sprague-Dawley-Ratten
(CD Stamm) verwendet. Die Tiere hatten zu Versuchsbeginn eine mittlere
Lebendmasse von 55,9 + 2,5 g im ersten und von 62,4 + 4,2 g im zweiten Versuch.
Die Haltung der Tiere erfolgte in Makrolonkafigen mit Metallgitterabdeckung auf
Einstreu in Versuchstierraumen des Instituts. Ein 12 Stunden Licht- und
Dunkelrhythmus bei einer Umgebungstemperatur von durchschnittlich 22°C und
einer durchschnittlichen Luftfeuchtigkeit von ca. 50-60 % wurden gewahrleistet.
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Im ersten Versuch wurden die Tiere in Gruppen zu je drei Tieren pro Kafig gehalten.
Im zweiten Futterungsversuch wurden die Tiere einzeln gehalten.

Im ersten Versuch wurden die Tiere ad libitum gefluttert. Im zweiten
Futterungsversuch wurden die Tiere restriktiv, circa 10 % unter der ad libitum
Aufnahme des ersten Versuches, geflttert. Wasser stand in beiden Versuchen ad
libitum zur Verfugung.

Die Tiergewichte wurden im ersten Versuch wochentlich, im zweiten Versuch 14-

tagig protokolliert.

2.2.4 Gewinnung des Probenmaterials

Am 56. Versuchstag wurden die Tiere nach 12-stundiger Nuchterung unter
Etherbetaubung dekapitiert.

Das Blut wurde in heparinisierten Monovetten (Fa. Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland) aufgefangen und das Plasma durch Zentrifugation bei 3.000 U/min, 10
min, 4°C gewonnen.

Die Erythrozyten wurden 3 mal mit 0,9 %-iger Natriumchloridlosung (NaCl)

gewaschen und zusammen mit dem Plasma bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Fur die Bestimmung der Vitamin C-Konzentration wurden 200 uyl Plasma zwecks
Stabilisierung des Vitamin C mit 200 yl 10 %-iger Metaphosphorsaure versetzt und

bis zur Analyse bei —80°C gelagert.

Unmittelbar nach der Plasmagewinnung wurden die Lipoproteinfraktionen gewonnen.
Die Auftrennung der Lipoproteinfraktionen erfolgte aufgrund ihrer unterschiedlichen
Dichte nach einer Methode von TIEDINK und KATAN (1989) mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Ultrazentrifuge RC M 100 GX, Rotor S150-AT,
SORVALL, Kendro Laboratory Products, Hanau Deutschland). Nach der Einstellung
der Plasmadichten (8) mit NaCl (0,195 M) und Natriumbromid (2,44 M) wurden die
Lipoproteinfraktionen mittels Zentrifugation (900.000 g, 1,5 h, 4°C) getrennt und mit
einer Pipette abgenommen. Zuerst wurde die Lipoproteinfraktion sehr geringer
Dichte (Very Low Density Lipoprotein-VLDL) [0<1,006 g/ml] abgetrennt und
abgenommen, anschlieRend die LDL-Fraktion [1,006<0<1,063 g/ml]. Die restliche
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Fraktion wurde als Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoprotein-HDL)
[6>1,063 g/ml] gewonnen.
Weiterhin wurden Leber und abdominales Fettgewebe entnommen, in flissigen

Stickstoff schockgefroren und bis zur Analytik bei —20°C gelagert.

2.3  Analytische Methoden

2.3.1 Bestimmung der Konzentration an o-Tocopherol

Die Konzentration an a-Tocopherol wurde im Plasma, in der Leber, im Fettgewebe,
in den LDL, in den Erythrozyten, in den Diaten, Diatfetten, sowie im Kot mittels
Hochleistungsflussigkeitschromatographie-Methode  (High  Performance Liquid
Chromatography—HPLC) nach BALZ et al. (1993) mit Modifikationen bestimmt.

Das Probenmaterial wurde mit 1 ml einer 1 %-igen Pyrogallolldsung (in Ethanol,
absolut) versetzt. Die Tocopherole wurden anschlielRend mit 150 ul einer gesattigter
Natriumhydroxidlosung verseift und es erfolgte eine Inkubation fur 30 min bei 70°C.
Die Tocopherole wurden anschlieBend mit 2 ml n-Hexan extrahiert und an einer
HPLC-Anlage (HP 1100, Hewlett Packard GmbH, Waldbronn, Deutschland)
analysiert.

Die Trennung der Tocopherolisomere erfolgte an einer Li-Chrosorb Si 60 Saule (250
mm Lange*4 mm Innendurchmesser; 5 ym PartikelgroRe) (MERCK Eurolab GmbH,
Darmstadt, Deutschland) mit einer 4*4 Si 60 Vorsaule (MERCK Eurolab GmbH). Das
Laufmittel war Hexan: Dioxan (96:4; v/v) mit einer FluRrate von 1 ml/min. Die
Detektion der Tocopherolisomere erfolgte an einem Fluoreszendetektor mit einer

Excitationswellenlange von 295 nm und einer Emissionswellenlange von 330 nm.

Die Identifizierung der Tocopherolisomere und die Berechnung der o«-
Tocopherolgehalte der Proben erfolgte anhand externer Tocopherolstandards
(SIGMA-ALDRICH, Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland).



Material und Methoden 13

2.3.2 Bestimmung der scheinbaren Verdaulichkeit von Vitamin E

Die Bestimmung der scheinbaren Vitamin E-Verdaulichkeit erfolgte im zweiten
Versuch in der 4. und 8. Versuchswoche. Die scheinbare Verdaulichkeit (Vs) von
Vitamin E wurde mit Hilfe einer Formel nach KIRCHGESSNER (1986) errechnet:

(Aufnahme an Vitamin E-Ausscheidung an Vitamin E)*100
Aufnahme an Vitamin E

Vs [%] =

2.3.3 Bestimmung der Konzentration an Ascorbinsaure (Vitamin C)

Die Ascorbinsaurekonzentration im Plasma wurde mit einer HPLC-Methode nach
ROSS (1994) mit Modifikationen bestimmt.

Durch Zugabe von Metaphosphorsaure zum Plasma kam es zu einer Ausfallung der
Proteine, die durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Im proteinfreiem Uberstand

wurde die Konzentration der Ascorbinsaure ermittelt.

Die Konzentration an Ascorbinsaure wurde an einer HPLC-Anlage (HP 1100, Hewlett
Packard GmbH) analysiert. Die Trennung der Ascorbinsaure erfolgte an einer ODS 5
pm Saule (25 mm*0,46 mm) (MERCK Eurolab GmbH) mit einer RP 18 4*4 Vorsaule
(MERCK Eurolab). Es wurde eine Gradientenelution mit zwei Eluenten durchgeflhrt.
Eluent A bestand aus 8,41 g/l Myristylmethylammoniumbromid; 2g/I Natriumhydroxid;
0,2 g/l Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA); 3,6 ml/l Essigsaure und 0,1 g/l
Homocystein. Eluent B war Methanol. Die FluRrate betrug 0,5 ml/min. Es wurde
folgendes Gradientenprogramm verwendet: 0-8 min 100% Eluent A, 9-18 min A/B
(60/40 (v/v)), 19-40 min 100 % Eluent A. Die Detektion der Ascorbinsaure erfolgte mit
einem UV-Detektor bei einer Wellenlange von 262 nm.

Die Identifizierung des Ascorbinsaurepeaks und die Berechnung der Konzentration
an Ascorbinsaure erfolgte anhand eines externen Ascorbinsaurestandards (SIGMA-
ALDRICH, Chemie GmbH).
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2.3.4  Bestimmung der Enzymaktivitaten antioxidativer Enzyme und der Konzen-
tration an Glutathion
2.3.4.1 Superoxiddismutase

Die Aktivitat der cytosolischen Kupfer-Zink-SOD (Cu-Zn-SOD) im Leber- und
Erythrozytencytosol wurde nach einer Methode von MARKLUND und MARKLUND
(1974) mit Modifikationen bestimmt.

Das Prinzip der Methode beruht auf der Hemmung der Autoxidation von Pyrogallol in
walriger Losung durch die SOD. Die Zunahme des Oxidationsproduktes von
Pyrogallol wird bei 420 nm spektralphotometrisch (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland) erfalt. Je groRer die Zunahme des
Oxidationsproduktes ist, umso geringer ist die Aktivitat der SOD.

Es wurde ein 100% Wert und ein Probenwert je Probe ermittelt. Zur Bestimmung des
100% Wertes wurde zu 700 pl Tris-Succinat-Puffer (0,05 M) 25 pl destilliertes
Wasser (aqua dest.) hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde fir 10 min bei 25°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 ul Pyrogallol (8mM) gestartet.
Die Messung der Extinktionsanderung erfolgte bei 420 nm bei Raumtemperatur tUber
2 min. Zur Bestimmung des Probenwertes wurde der gleiche Testansatz wie fur die
Bestimmung des 100% Wertes verwendet. Anstatt aqua dest. wurde jedoch dem
Testsystem 25 pl Probe zugesetzt.

Die Aktivitat der SOD wurde in Units (U) pro Liter angegeben. Dabei ist 1 U als die
Enzymmenge definiert, die zu einer 50%-igen Inhibierung der Autoxidation des
Pyrogallols fuhrt.

Die Berechnung der Aktivitat der SOD erfolgte mittels dieser Formel:

SOD [U/l] = (AE/min (100 % Wert)-AE/min (Probe)) *T *2
P* AE/min (100 % Wert)

T: Testvolumen (750 pl)

P: Probenvolumen (25 pl)

AE/min: Extinktionsanderung pro Minute
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2.3.4.2 Glutathionperoxidase

Die Bestimmung der Aktivitat der Selen-abhangigen GSH-Px in Plasma, Leber und
Erythrozyten erfolgte nach einer Methode von PAGLIA und VALENTINE (1967) mit
Modifikationen.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die GSH-Px das, dem Testansatz
zugesetzte, organische Hydroperoxid tert-butyl-Hydroperoxid zu seinen Alkoholen
abbaut. Als Reduktionsmittel dient GSH. Bei dieser Reaktion entsteht oxidiertes
Glutathion (GSSG), welches uber eine von der Glutathionreduktase katalysierten
Reaktion, mit Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH) als Coenzym,
regeneriert wird. Der Verbrauch an NADPH wird photometrisch bei 340 nm erfal3t.
Die Extinktionsabnahme ist proportional zur GSH-Px Aktivitat.

Die Aktivitat der GSH-Px wurde wie folgt analysiert: Zu 200 pl Glutathion-Reduktase-
Lésung (5000 U/l) wurde 50 pl Glutathion-Losung (40 mM), 50 pl Probe, 450 pl
Pufferlosung (pH 7,4) und 220 pl Reinstwasser zugegeben. Dieser Ansatz wurde fur
10 min inkubiert. Anschliefend wurde 10 yl NADPH-L6sung (20 mM in 0,1% (w/v)
Natriumhydrogencarbonatlosung) zugegeben und der Ansatz nochmals fir 2 min
inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 20 pl tert-butyl-Hydroperoxid
(15 mM) gestartet und die Extinktionsanderung bei 340 nm Uber 3 min verfolgt.

Die Enzymaktivitat der GSH-Px wurde in U pro Liter angegeben, wobei 1 U als die
Menge definiert ist, die 1 umol NADPH pro Minute umsetzt.
Die Enzymaktivitat der GSH-Px wurde mittels folgender Formel errechnet:

GSH-Px [U/l] = Vv 1009 AE/min

V: Ansatzvolumen (1 ml)

e: Extinktionskoeffizient NADPH (6,3*10° I*mol™*cm™)
v: Probenvolumen (50 pl)

AE/min: Extinktionsanderung pro Minute
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2.3.4.3 Katalase

Die Aktivitat der Katalase in Leber und Erythrozyten wurde nach einer Methode von
AEBI (1986) bestimmt.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass das Enzym Katalase den Abbau von
Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff katalysiert. Dieser Abbau des
Wasserstoffperoxids kann bei einer Wellenlange von 280 nm spektralphotometrisch
verfolgt werden. Zu 500 yl Probenmaterial wurde deshalb 250 pl Wasserstoffperoxid
als Substrat zugegeben und die Extinktionsanderung bei 280 nm
spektralphotometrisch  (Ultraspec  2000) verfolgt. Die Extinktionsanderung
(AE/Minute) ist ein MaR fur die Aktivitat der Katalase.

Die Aktivitat der Katalase wurde in U pro Liter angegeben, wobei 1 U als die
Enzymmenge definiert ist, die 1 umol Wasserstoffperoxid pro Minute umsetzt.

Die Aktivitat der Katalase wurde wie folgt berechnet:

Katalase [U/] = Y 1Q00"AE

V: Probenvolumen (500 pl)

v: Ansatzvolumen (250 pl)

e: Wasserstoffperoxid (0,036*mol™*cm™)
AE/min: Extinktionsanderung pro Minute

2.3.4.4 Glutathion

Der Gehalt an GSH wurde nach einer Methode von TIETZE (1969) mit

Modifikationen bestimmt.

Bei dieser Methode reagiert GSH mit 5,5 -Dithio-bis(2-Nitrobenzoesaure). Bei der
Reaktion entstent GSSG und 2-Nitro-5-Thiobenzoesaure. Dem Testsystem wird
Glutathionreduktase zugesetzt, welche das GSSG wieder zu GSH reduziert. Die
Bildung von 2-Nitro-5-Thiobenzoesaure wird spektralphotometrisch (Ultrospec 2000)
bei 412 nm erfal3t.
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Zu 700 pyl einer NADPH-Pufferlésung (0,3 mM) wurden 100 yl DTNB-L6sung (6 mM)
und 100 pl Probe bzw. Standard zugegeben. Dieser Ansatz wurde fur 4 min bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion wurde gestartet, indem dem Testansatz 100 pl
Glutathionreduktase-Losung (6000 U/l) zugegeben wurde. Die Extinktionsanderung
wurde bei 412 nm uber 3 min verfolgt.

Die Berechnung der GSH Konzentration erfolgt mittels einer Kalibrationskurve mit
verschiedenen GSH-Standardkonzentrationen (10 nmol; 5 nmol; 3 nmol; 2 nmol)
(SIGMA-ALDRICH, Chemie GmbH).

2.3.4.5 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Die Aktivitat der G-6-P-DH wurde nach einer Methode nach DEUTSCH (1985)

bestimmt.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass das Enzym G-6-P-DH dem Testsystem
zugesetztes Glucose-6-Phosphat und oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADP™) zu 6-Phosphogluconolacton und NADPH umsetzt. Der Gehalt an
NADPH wird spektralphotometrisch bei 339 nm erfal3t und ist der Aktivitat der G-6-P-
DH proportional.

Zu 1 ml Testmedium (50mM Tris, 0,4 mM NADP", 6,3 mM Magnesiumchlorid, 3,3mM
Glucose-6-phosphat, 5mM Maleinimid) wurde 50 pl Probenmaterial zugegeben und
nach einer 2 minutigen Inkubation die Extinktionsanderung Uber 2 min verfolgt.

Die Enzymaktivitat der G-6-P-DH wurde in U pro Liter angegeben, wobei 1 U als die
Menge definiert ist, die 1 ymol NADPH pro Minute umsetzt. Die Aktivitat der G-6-P-

DH wurde anhand folgender Formel errechnet:

G-6-P-DH [U/l]= %
Ve
V: Ansatzvolumen (1,05 ml)
v: Probenvolumen (50 pl)
e: Extinktionskoeffizient NADPH (6,3*10° I*mol™*cm™)
AE/min: Extinktionsanderung pro Minute
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2.3.5 Oxidationsempfindlichkeit der Lipoproteine geringer Dichte

Die in vitro Oxidation der LDL wurde nach einer Methode nach ESTERBAUER et al.
(1989b) mit Modifikationen bestimmt. Als Parameter dienten die Lag-Time nach
Kupfer-induzierter Oxidation der LDL wund die maximale Konzentration an
konjugierten Dienen.

Frisch gewonnenes LDL wurde 12 Stunden gegen Phosphat gepufferte
Kochsalzlosung (Phosphate Buffered Saline—PBS) dialysiert. Die
Proteinkonzentration des LDL wurde mit PBS auf 0,05 mg/ml eingestellt.
Anschlielend wurde das LDL mittels 10 pl Kupfersulfat, mit einer Konzentration von
25 pmol, oxidiert und die Menge der daraus entstehenden Oxidationsprodukte
(konjugierte Diene) bei 234 nm Uber 17 Stunden bei Raumtemperatur
spektralphotometrisch (Spektro Fluor Plus, Fa. TeCan, Osterreich) erfaft.

Als Lag-Time wird der Zeitraum bezeichnet, bei dem noch keine Lipidperoxidation
stattfindet.

Es wurde aller zwei Minuten die Extinktionsanderung bei 234 nm ermittelt und in
einer Tabelle zusammen mit den entsprechenden Zeitpunkten dargestellt. Anhand
dieser Werte wurde mittels folgender Formel die Extinktionsanderung bestimmt, in
deren Zeitraum die Lag-Time lag:

Extinktion zum Zeitpunkt der Lag-Time= Min+0,05*(Max-Min)
Min: Minimum (Extinktion)
Max: Maximum (Extinktion)

Anhand dieser ermittelten Extinktion konnte dann in der Tabelle der entsprechende

Zeitraum fur die Lag-Time abgelesen werden.

Die Berechnung der maximalen Konzentration an konjugierten Dienen erfolgte nach

dieser Formel:

maximale Konzentration an
konjugierten Dienen [umol/l]=
Min: Minimum (Extinktion)
Max: Maximum (Extinktion)
e243: Molarer Absorptionskoeffizient der konjugierten Diene (29.500 I*mol™*cm™)

((Max-Min)/ez34)*1.000.000
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Abb. 1: Kinetik der Oxidation der Lipoproteine geringer Dichte bei 234 nm

2.3.6  Bestimmung der Marker der Lipidperoxidation
2.3.6.1 Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen

Der Nachweis des sekundaren Lipidperoxidationsproduktes Malondialdehyd (MDA)
bzw. der TBARS erfolgte nach einer Methode modifiziert nach CONTI et al. (1991).

Das Prinzip des TBA-Testes beruht auf der Komplexbildung von zwei Molekulen
Thiobarbitursdure (TBA) mit einem Molekul MDA unter Hitze bei einem saurem pH-
Wert (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1988). Dieser MDA-TBA-Komplex absorbiert
Licht bei 542 nm. Diese Komplexbildung ist jedoch nicht fur MDA spezifisch, denn
auch andere Aldehyde, Zucker und Gallenpigmente konnen mit TBA reagieren
(HALLIWELL und GUTTERIDGE 1988).

Zu 100 plI Probe bzw. Standard wurde 750 pl TBA-Reagenz zupipettiert.
Anschliel3end erfolgte eine Inkubation bei 95°C Uber 60 Minuten. Danach wurden die
TBARS mit 3 ml n-Butanol extrahiert und bei 542 nm spektralphotometrisch
(Ultrospec 2000) bestimmt.
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Der Gehalt an TBARS in der Probe wurde anhand einer Eichreihe mit 1,1,3,3-
Tetraetoxypropan-Standard (TEP-Standard) (SIGMA-ALDRICH, Chemie GmbH)

ermittelt.

2.3.6.2 Konzentration an 7--Hydroxycholesterol

Das Oxysterol 7-B-OH-Cholesterol wurde in Anlehnung an die Methode von MORI et
al. (1996) bestimmt.

Nach der Extraktion der Gesamtlipide aus dem Probenmaterial (s. Kapitel 2.3.8.1)
wurden diese mit 2 ml einer 1M methanolischen Kaliumhydroxidlosung uber Nacht
verseift. AnschlieRend wurde der unverseifbare Anteil mit 2 ml Diethylether fur 3
Stunden extrahiert. Die Diethyletherphase, welche das 7-R-OH-Cholesterol enthalt,
wurde anschlieend unter Stickstoff bis zur Trockene eingeengt und danach mit 100
bl Pyridin und 100 pl bis(Trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) fur 1 h bei 60°C
derivatisiert.

Die Messung der Proben erfolgte an einer QP 500 Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS Shimadzu Japan Manufacturing PTIY. LTD, Kiyoto,
Japan) im SIM (Selected lon Monitoring)-Modus. Die Trennung des 7-R-OH-
Cholesterols erfolgte an einer 30 m langen DB-5 Fused Silica-Trennsaule ( 0,25 mm
ID; 0,25 ym Filmdicke) (Macherey und Nagel, Diren, Deutschland). Als Tragergas

wurde Helium mit einer Fluf3rate von 7,6 ml/min verwendet.

Die Peakidentifizierung erfolgte mittels des Vergleiches der Retentionszeiten und der
Massenspektren mit denen von externen Standardsubstanzen. Die Kalibrierung
erfolgte anhand eines internen Standards (5-o-Cholestane) (SIGMA-ALDRICH,
Chemie GmbH).

2.3.7 Bestimmung der Hamolyseneigung der Erythrozyten in vitro und in vivo

2.3.7.1 Bestimmung der osmotischen Hamolyseresistenz der Erythrozyten

Um die Membranstabilitat von Erythrozyten zu beurteilen, wurde deren Resistenz
gegenuber hypotonen NaCl-Losungen bestimmt. Dabei wurde eine Methode nach
O'DELL et al. (1987) verwendet.
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Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die Hamolyse der Erythrozyten in
Abhangigkeit von der Konzentration der NaCl-Losung und der Membranstabilitat der
Erythrozyten eintritt. Umso hypotoner die NaCl-Losung und umso instabiler die
Erythrozytenmembran ist, desto groRer ist der Austritt von Hb in das
Inkubationsmedium.

Zu 1,5 ml aqua dest. bzw. hypotonen NaCl-Lésungen unterschiedlicher
Konzentration (0,38 %, 0,405 %, 0,43 %, 0,455 %) wurde 15 pl frisch gewonnenes
heparinisiertes Vollblut zupipettiert. Die Proben wurden vorsichtig geschwenkt und
uber 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben bei
500 g fur 10 min zentrifugiert (Biofuge, Heraeus). Die Hb-Konzentration im Uberstand
wurde bei 540 nm spektralphotometrisch (Ultrospec 2000) gemessen.

Es wird die Hamolyse der Erythrozyten im Verhaltnis zur Totalhamolyse ermittelt.
Deshalb wird die Absorption des Uberstandes bei Verwendung von aqua dest. gleich
100 gesetzt und die NaCl-Konzentration von 0,9% gleich 0 gesetzt und somit die

Absorptionswerte der anderen Ansatze als prozentuale Hamolyse errechnet.

2.3.7.2 Freies Hamoglobin im Plasma

Die Konzentration des freien Hb im Plasma wurde mit Hilfe eines Kits (Verfahren Nr.
527; SIGMA-ALDRICH, Chemie GmbH) gemessen.

Dieser Test beruht auf der katalytischen Wirkung des Hb auf die Oxidation von 3-,3'-
,9-,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) durch Wasserstoffperoxid. Dabei bildet sich ein
gruner Farbstoff, die Menge des gebildeten Farbstoffes ist der Konzentration an Hb
in der Probe proportional. Der Farbstoff wird bei 600 nm spektralphotometrisch

(Ultrospec 2000) gemessen.

Die Berechnung der Konzentration an freiem Hamoglobin im Plasma erfolgte anhand

dieser Formel:

E Probe'E Leerwert *30

Freies Hamoglobin [mg/dl]= E standara-E Leorwert

E: Extinktion
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2.3.7.3 Laktatdehydrogenase im Plasma

Die Bestimmung der Aktivitat der LDH im Plasma erfolgte mittels eines Test Kits
(Ecoline 15; MERCK Eurolab GmbH).

Die LDH katalysiert die Reaktion von Pyruvat und reduziertem Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid + Wasserstoff (NADH+H") zu Laktat und oxidiertem Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NAD"). Die Geschwindigkeit der NADH+H'-Abnahme wird
photometrisch bei 334 nm (Ultrospec 2000) bestimmt, sie ist der LDH-Aktivitat im

Probenmaterial direkt proportional.

Die Berechnung der Aktivitat der LDH erfolgte mittels folgender Formel:

LDH [U/l]= AE/min*F
F(bei 334 nm): 8252
AE/min: Extinktionsanderung pro Minute

2.3.7.4 Saure Phosphatase im Plasma

Die Bestimmung der Aktivitat der sauren Phosphatase erfolgte mittels eines Test Kits
(Merckotest 3305; MERCK Eurolab GmbH).

Das Substrat p-Nitrophenylphosphat wird durch die Wirkung der sauren Phosphatase
in p-Nitrophenol und Phosphorsaure gespalten. Durch Zugabe von Natriumhydroxid
wird die Reaktion unterbrochen und das freigesetzte Nitrophenol in ein gelb
gefarbtes Anion Uberfuhrt. Dieses Anion |a3t sich photometrisch bei 405 nm
(Ultrospec 2000) bestimmen. Die Menge des pro Zeiteinheit freigesetzten p-
Nitrophenols ist der Aktivitat der sauren Phosphatase direkt proportional.

Die Enzymaktivitat der sauren Phosphatase wurde mittels folgender Formel
berechnet:

saure Phosphatase [U/l]= E,"101
E,. Extinktion der Probe
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2.3.7.5 Bindungskapazitat des Haptoglobins

Die Bestimmung der Konzentration an Hp (Molekulargewicht Hp: 86.000-400.000
Dalton) im Plasma erfolgte indirekt Uber die Ermittlung der Hp-Bindungskapazitat
nach einer Methode von DELANGHE et al. (2000) mit Modifikationen.

Um die Hp-Bindungskapazitat zu bestimmen, wurde 300 pl Probenmaterial mit 300 pl
Hb (Konzentration 20 mg Hb/dl) versetzt. Der bei dieser Reaktion entstehende
Hamoglobin-Haptoglobin-Komplex (Hb-Hp-Komplex) wurde mit einer HPLC Anlage
(HP1100, Hewlett Packard GmbH) analysiert. Der Komplex wurde an einer GF 250-
Saule (250 mm Lange; 4,6 mm Innendurchmesser; Zorbax Bio Series, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Deutschland) mit einer Diol-Vorsaule
9,4*15 (Zorbax, Agilent Technologies) abgetrennt und mit einem UV-Detektor bei 418
nm gemessen. Als mobile Phase diente 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat (pH 7,2)
mit einer FluBRrate von 0,9 ml/min. Zur Kalibrierung wurde ein Hb-Standard
verwendet. Dieser Hb-Standard wurde durch Ultrazentrifugation der hamolysierten
Erythrozyten (Ultrazentrifuge RC M 100 GX, Rotor S-150 AT) bei 20.000 g tber 20
min gewonnen. Die Hb-Konzentration wurde mit einem Test-Kit (Reaktionslosung fur
Hamoglobin-Bestimmung, 1.09405. MERCK Eurolab GmbH) ermittelt.

Die Identifizierung des Hb-Hp-Komplexes erfolgte mittels eines Hp-Standards
(MERCK Eurolab GmbH). Die Berechnung der Bindungskapazitat des Hp in g
gebundenes Hb pro Liter Plasma erfolgte mittels Kalibrierung des Hb-Hp-Komplexes
mit dem selbst hergestelltem Hb-Standard.

2.3.8  Bestimmung von Parametern des Lipidstoffwechsels
2.3.8.1 Extraktion der Gesamtlipide

Die Gesamtlipide wurden aus den Geweben mittels Hexan:lsopropanol-Gemisch
(3:2) nach HARA und RADIN (1978), modifiziert nach EDER und KIRCHGESSNER
(1994) extrahiert. Zu diesem Zweck wurde dem Probenmaterial 4 ml
Hexan:lsopropanol-Gemisch (3:2) zugesetzt. Die Lipide wurden dann im
Schuttelinkubator (Model G 25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co. Inc.,

Edison, New Jersey, U.S.A.) bei Raumtemperatur Uber 18 Stunden extrahiert.
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2.3.8.2 Analytik der Fettsauren

Nach der Extraktion der Gesamtlipide (s. Kapitel 2.3.8.1) erfolgte eine Methylierung
der Fettsauren mit Trimethylsulfoniumhydroxid nach BUTTE (1983).

Die Auftrennung der Fettsaurenmethylester (Fatty Acid Methyl Esters-FAME) erfolgte
an einem Gaschromatographen (HP 5890, Hewlett Packard, Taufkirchen,
Deutschland) ausgerustet mit einem automatischen Injektionssystem und einer 30 m
langen FFAP-Fused-Silica-Trennsaule mit 0,53 mm Innendurchmesser (Macherey
und Nagel).

Als Tragergas wurde Helium mit einer Flufdrate von 5,4 ml/min verwendet. Die

Detektion der FAME erfolgte mit einem Flammenionisationsdetektor (FID).

Die Identifikation der FAME erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten mit den
Retentionszeiten identischer Standards. Die FAME wurden mittels internem Standard
(Pentadecansauremethylester) (SIGMA-ALDRICH GmbH) quantifiziert.

2.3.8.3 Bestimmung der Konzentration an Triglyceriden und an Cholesterin

Die Konzentration der Triglyceride und von Cholesterin im Plasma, in der LDL-, HDL-
und VLDL-Fraktion, in der Leber und im Kot und die Konzentration an Cholesterin in
den Erythrozyten wurden mittels Test Kits (ECOLINE 25, MERCK Eurolab GmbH)
bestimmt.

Die Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin in der Leber und im Kot wurde in
den Gesamtextrakten ermittelt (Extraktion der Gesamtlipide s. 2.3.8.1). Die
Konzentration an Cholesterin in den Erythrozyten wurden ebenfalls im Gesamtextrakt
ermittelt (Extraktion der Gesamtlipide s. 2.3.8.1).

Nach der Extraktion der Gesamtlipide wurde ein Aliquot der Extrakte in einer
Vakuumzentrifuge (Fa. Jouan, Frankreich) eingeengt, mit 20 pl Triton X 100:
Chloroform (1:1) versetzt und anschlieRend wieder eingeengt. Danach wurde die
Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin in den Geweben mittels Test Kits
(ECOLINE 25, MERCK Eurolab GmbH) analysiert.
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Bei der Bestimmung der Konzentration der Triglyceride werden die Triglyceride durch
Lipasen zu Glycerin und freien Fettsauren hydrolysiert und das Glycerin weiter
umgesetzt. Bei der Umsetzungsreaktion entsteht Wasserstoffperoxid welches in
einer Peroxidase-katalysierten Reaktion zu einem farbigen Chinominin reagiert.
Dieses Chinominin wird bei 500 nm spektralphotometrisch (Ultrospec 2000) ermittelt.

Bei der Bestimmung der Konzentration an Cholesterin wird das Cholesterin und
seine Ester durch Detergentien freigesetzt und durch Cholinesterasen hydrolysiert.
Bei einer anschlieRenden enzymatischen Oxidation entsteht Wasserstoffperoxid,
welches zu einem farbigen Chinominin umgesetzt wird. Das Chinominin wird

spektralphotometrisch bei 500 nm (Ultrospec 2000) gemessen.

Die Berechnung der Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin erfolgte anhand

folgender Formel:

Konzentration [ug/ul] = Ep* Konzentration standard
Extinktion standard

Ep: Extinktion Probe

Die scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride wurde, wie die scheinbare
Verdaulichkeit von Vitamin E, nach einer Formel nach KIRCHGESSNER (1986)
errechnet (s. 2.3.2).

2.3.8.4 Trennung der Phospholipide

Die Phospholipidfraktionen  wurden aus den Gesamtlipiden mittels
Festphasenextraktion (LC-Si Saule, 3 ml, Supelclean, Supelco, Bellefonte, PA,
U.S.A) nach einer Methode von SUZUKI et al. (1997) mit Modifikationen separiert.

Ein Aliquot der Extrakte wurde unter Stickstoff eingedampft. Die Neutrallipidfraktion
wurde in 200 yl Aceton aufgenommen, auf die Festphasensaulchen aufgetragen und
mit 2*2 ml Hexan:lsopropanol (80+20;v/v) eluiert. Die polaren Lipide wurden mit
Chloroform:Methanol  (2:1;v/v) extrahiert und auf die Festphasensaulchen
aufgetragen. Die PE-Fraktion wurde mit 2*2 ml Chloroform:Methanol (2:1;v/v) eluiert,
die PC-Fraktion mittels 3*2 ml Methanol.
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Die Fettsaurenzusammensetzung der Phospholipidfraktionen in der Leber wurden
nach BUTTE (1983) (s. Kapitel 2.3.8.2) analysiert.

2.3.9 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt in Plasma, Lebercytosol und —homogenat, sowie im
Erythrozytencytosol wurde als BezugsgrofRe fur verschiedene MelRwerte verwendet.
Dazu wurde eine Methode zur Proteinbestimmung nach LOWRY et al. (1951) mit

Modifikationen angewendet.

Die Grundlage dieser Proteinbestimmungsmethode ist neben einer Biuret-Reaktion,
die auf einer Kupferkomplexsalzbildung beruht, die Molybdanblau-Reaktion
(ROMMP-CHEMIELEXIKON 1985). Molybdéan, welches als Folin-Reagenz dem
Testsystem zugesetzt wird, reduziert durch die Tyrosin-, Tryptophan-, Cystein- und
Histidinreste des Proteins zum kolloidalen Mischoxid. Die Reaktionsprodukte sind bei
540 nm spektralphotometrisch (Ultrospec 2000) mefbar.

Es wurden 0,2 ml Proteinlosung (Standard bzw. Probe) mit 0,2 ml Losung A/B
(Lésung A besteht aus Kalium-Natrium-Tartrat* 4 Wasser und Kupfersulfat*5
Wasser; Losung B besteht aus Natriumcarbonat) fir 10 min inkubiert. AnschlieRend
wurde dem Testsystem 0,8 ml Folinlosung zugesetzt und es erfolgte eine Inkubation
bei 55°C fur 5 min. Die Extinktion wurde nach Abkuhlung der Proben bei 650 nm
erfafdt.

Die Berechnung der Proteinkonzentration in der Probe erfolgte anhand einer
Eichreihe mit Bovinem Serum Albumin (BSA)-Standard (SIGMA-ALDRICH, Chemie
GmbH).

2.3.10  Charakterisierung der Diaten
2.3.10.1 Bestimmung der Peroxidzahl

Die POZ bezeichnet die Menge an erfallbarem aktiven Sauerstoff, die in 1 kg Probe
enthalten ist. Sie wird in mEQO, je kg Probe angegeben. Die POZ in den
eingesetzten Diatfetten und Diaten wurde nach einer Methode nach WHEELER
(1932; wie in DGF-Einheitsmethoden 2001 angegeben) bestimmt.
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Um die POZ in der Diat zu bestimmen, wurde zuerst das Fett aus den Diaten mit 30
ml Hexan:Isopropanol (3:2) extrahiert und anschlieRend bis zur Trockene eingeengt.
Im Diatfett wurde die POZ direkt bestimmt. Nach dem Losen einer definierten Menge
Fettprobe in 30 ml Eisessig/Chloroform (3+2) wurden dem Testsystem Jodidionen in
Form von 4 ml Kaliumjodid zugesetzt. Die in der Probe vorhandenen Peroxide
oxidieren die Jodidionen zu Jodmolekulen. Die gebildete Jodmenge wurde mit
Natriumthiosulfat rucktitriert.

Die Menge der zur Titration, des freigesetzten Jods, bendtigten
Natriumthiosulfatiosung wird zur Berechnung der Konzentration der Peroxide

verwendet.

Die POZ wurde mit folgender Formel berechnet:

POZ [mEQ O./kg Fett]= Par-c?b eN( 91)000

a: Verbrauch an Natriumthiosulfat (ml) Probe

b: Verbrauch an Natriumthiosulfat (ml) Blindwert
N: Normalitat Natriumthiosulfatiosung

2.3.10.2 Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes

Der Trockensubstanzgehalt der Proben wurde nach einer Methode von NAUMANN
und BASSLER (1976) (VDLUFA-Methode) im ,Wage-Trocknungsverfahren® bei
105°C, 3 Stunden ermittelt.

2.3.11 Statistische Auswertung und Ergebnisdarstellung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm MINITAB
(Release 13, Minitab Ltd. USA).

Die Daten wurden mit Hilfe zweifaktorieller Varianzanalyse ausgewertet.
Klassifikationsfaktoren waren die Vitamin E-Konzentration in der Diat, die Art des
Diatfettes, sowie die Interaktion dieser Faktoren.
Die Signifikanz der Einflussfaktoren wurde mit dem F-Test ermittelt. Der multiple
Mittelwertsvergleich erfolgte mit dem Fisher-Test.
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Die Mittelwerte der verschiedenen Behandlungsgruppen sind mit den dazugehoérigen
Standardabweichungen im Ergebnisteil aufgefuhrt. In den Tabellen wurden die
signifikanten Unterschiede der Mittelwerte und die Signifikanz der Einflussfaktoren
Fett, Vitamin E und Fett*Vitamin E gekennzeichnet. Als Signifikanzniveau wurde
p<0,05 als signifikant festgelegt.

Die Werte der Parameter Konzentration an Vitamin E in der Leber und der
Konzentration an Vitamin E im Kot wurden, aufgrund der sehr unterschiedlichen
Standardabweichungen zwischen den Behandlungsgruppen, vor dem multiplen
Mittelwertsvergleich logarithmiert. In den Tabellen wurde die nicht logarithmierten
Werte aufgefuhrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf

Futteraufnahme und Lebendmassezunahme der Tiere

Die Lebendmassezunahme und die Futteraufnahme der Tiere war im ersten Versuch
unabhangig von der Vitamin E-Konzentration in der Diat und von der Art des
eingesetzten Diatfettes (Tabelle 10).

Da die Tiere im zweiten Versuch restriktiv gefuttert wurden, war die durchschnittliche
tagliche Futteraufnahme im Versuchszeitraum bei allen Gruppen identisch und lag
bei 17,9 g pro Tier und Tag (Tabelle 11). Auch im zweiten Versuch war die
Lebendmassezunahme unabhangig von der Art des Diatfettes und von der Vitamin
E-Konzentration in der Diat.

3.2 Charakterisierung des antioxidativen Schutzsystems

Um das antioxidative Schutzsystem der Versuchstiere zu charakterisieren, wurde die
Konzentration an a-Tocopherol in verschiedenen Geweben, die Konzentration an
Vitamin C im Plasma und die Aktivitat verschiedener antioxidativer Enzyme in der
Leber und im Erythrozytencytosol bestimmt. Weiterhin wurde die Lag-Time der LDL

nach Kupfer induzierter Oxidation bestimmt.

3.2.1 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf

die Konzentration an a-Tocopherol in verschiedenen Geweben

Zur Bestimmung des Vitamin E-Status wurden die Konzentrationen an a-Tocopherol
im Plasma, in den LDL, in der Leber, im Abdominalfett und in den Erythrozyten
bestimmt (Tabellen 12 und 13).

Die Konzentration des a-Tocopherols in den Geweben war von der Hohe der Vitamin
E-Zufuhr und von der Art des Diatfettes abhangig. Teilweise ergaben sich auch

Interaktionen zwischen diesen Faktoren.
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Tab. 10: Lebendmassezunahme und Futteraufnahme der Tiere im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
Lebendmasse Tag 1(g] 60,17+14 591+04 586+04 579+03 59,2+0,2 58,3+0,7 545+6,1 58,2+1,1
Lebendmasse Tag 56 [g] 446 +5 469 + 17 455 +7 451+ 6 436 £ 9 432 £10 436 £12 434125
Mittlere Lebend- 6,89+0,11 7,31+0,28 7,08+0,79 7,02+0,88 6,72+1,33 6,67+2,31 6,81+3,11 6,71+0,21

massezunahme [g/Tag]
Mittlere Futteraufnahme  18,7+0,2 191+0,5 192+0,3 189+03 189+04 189+0,5 19,0+0,8 18,740,2
[g/Tier/Tag]

|IE: Internationale Einheiten

Tab. 11: Lebendmassezunahme der Tiere im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Lebendmasse Tag 1[g] 62,4+4,2 61,7+4,2 61,2+4,2 61,0+4,3 60,0+4,4 59,4 +4,5
Lebendmasse Tag 56 [g] 361 £15 369 + 14 362+6 369 + 17 372 £10 367 +12
Mittlere Lebend- 5,49 £ 0,25 5,48 £ 0,26 5,52+ 0,11 5,66 £ 0,27 5,68 £ 0,27 5,63+0,18

massezunahme [g/Tag]

|IE: Internationale Einheiten
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Bei Futterung von Schweineschmalz waren die Konzentrationen an a-Tocopherol in
allen untersuchten Geweben in beiden Versuchen generell hoher als bei Futterung
von Lachsal.

Eine Steigerung der Vitamin E-Konzentration in der Diat fihrte in allen untersuchten
Geweben zu einem Anstieg der Konzentration an o-Tocopherol. Jedoch war das
Ausmall} des Konzentrationsanstieges in den einzelnen Geweben unterschiedlich.
Durch eine Steigerung der Vitamin E-Konzentration von 100 auf 10.000 IE Vitamin
E/kg Diat stiegen die Konzentrationen des a-Tocopherols in der Leber im ersten
Versuch um den Faktor 10 (Lachsol) bzw. 13 (Schweineschmalz) an und im zweiten
Versuch um den Faktor 8,9 (Lachsol) bzw. 8,7 (Schweineschmalz) an.

Im Plasma und in der LDL-Fraktion fuhrte eine 100-fache Steigerung der
Konzentration an Vitamin E (von 100 auf 10.000 IE Vitamin E/kg Diat) unabhangig
von der Art des Diatfettes in beiden Versuchen hingegen lediglich zu einer
Verdopplung der Konzentration an a-Tocopherol. Die Konzentration an o-Tocopherol
in den Erythrozyten im zweiten Versuch stieg, bei einer Steigerung der Vitamin E-
Konzentration von 100 auf 10.000 IE Vitamin E/kg Diat, lediglich um den Faktor 1,6
(Lachsdl) bzw. 1,4 (Schweineschmalz) an. Im Fettgewebe war der Anstieg der o-
Tocopherolkonzentration bei Futterung von Lachsdl (Faktor 5,5 im ersten Versuch,
Faktor 4,2 im zweiten Versuch) sogar starker als bei Futterung von Schweineschmalz
(Faktor 3,4 im ersten Versuch, Faktor 2,6 im zweiten Versuch).
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Tab. 12: a-Tocopherolkonzentrationen verschiedener Gewebe im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
LDL [nmol/mi]** 8,79+3,61° 10,7+3,8”° 11,9+28 159+49° 135+39™ 173+10° 224+9,7° 255+13,3°
Plasma [nmol/ml]"2 13,9+37° 226+6,7° 236+6,4> 30,1+59° 299+6,1° 386+84%® 50,1+22° 589+17,6°
Leber [nmol/g]"?? 746+2489 202+56° 215+36° 756+189° 138+39" 396+73° 1235+171° 1807 +284°

Fettgewebe [nmol/g]'? 104+24°¢ 134+41°® 235+57° 575+70° 173+35° 193+38° 318+45° 588+46°

a,b,c,d,e,f,g: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten, LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low
Density Lipoprotein)

Tab. 13: a-Tocopherolkonzentrationen verschiedener Gewebe im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
LDL [nmol/mi]"4? 10,6 +2,4¢ 15,6 £5,8° 17,8 £6,3° 15,8 +3,2° 23,2+7,5° 33,2+8,3°
Plasma [nmol/ml]"?? 17,5+ 8,4° 244+89>  316+75" 26,8+7,8° 33,2+9,2° 58,5+7,4°
Erythrozyten [nmol/mi]"? 570 +1,81° 8,60+232° 920+231° 890+1,61° 10,2+2,9% 12,3+2,9°
Leber [nmol/g]"? 94,6 + 10,8 ¢ 368 + 12° 846 + 85° 148 + 45¢ 479+21° 1288 + 157 @
Fettgewebe [nmol/g]"?> 55,7 +12,5¢ 120+ 56° 235+ 88 123 +38° 186 +47° 324 +124°

a,b,c,d: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin; IE: Internationale Einheiten, LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low
Density Lipoprotein)
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3.2.2 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf
die Konzentration an a-Tocopherol im Kot und die scheinbare Verdaulichkeit

von Vitamin E

Mit steigender Vitamin E-Zulage in der Diat stieg auch die Konzentration an o-
Tocopherol im Kot unabhangig vom eingesetzten Diatfett signifikant an (Tabelle 14).
Im Kot der Tiere, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, war die
Konzentration an o-Tocopherol um das 200-fache hdher als im Kot der Tiere, deren
Diat 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.

Die scheinbare Verdaulichkeit lag zwischen 70-90 %. Auf die scheinbare
Verdaulichkeit von Vitamin E hatte nur die Vitamin E-Konzentration in der Diat einen
signifikanten Einfluss, nicht jedoch die Art des eingesetzten Diatfettes (Tabelle14).

Bei den Gruppen, die mit der Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat erhielten, war die
scheinbare Verdaulichkeit niedriger als bei den Gruppen, deren Diat 100 IE Vitamin
E/kg Diat enthielt. Zwischen den Gruppen, deren Diaten 1.000 bzw. 100 IE Vitamin
E/kg Diat enthielten, bestanden keine signifikanten Unterschiede in der scheinbaren
Verdaulichkeit von Vitamin E.



Ergebnisse 34

Tab. 14:. a-Tocopherolkonzentration im Kot und scheinbare Verdaulichkeit von Vitamin E im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
a-Tocopherolkonzentration im Kot [umol/g Kot]

4. Woche ' 0,22+0,09° 269+0,16° 449+22%  0,25+0,10° 1,59+0,37° 39,6+95?
8. Woche' 0,17 +0,04° 198+0,33° 391+13% 0,22+0,04° 1,10+0,17° 335+10,9°
scheinbare Verdaulichkeit [%]

4. Woche' 86,3 +6,5° 83,7+7,2° 73,4+12,7° 838+6,0° 89,5+2,5° 73,8+6,3°
8. Woche' 89,5+9,0° 882+3,7° 746+172° 824+43®  916+1,8° 748+75°

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Vitamin E, IE: Internationale Einheiten
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3.2.3 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf

die Konzentration an Ascorbinsaure (Vitamin C) im Plasma

Die Konzentration an Ascorbinsdure im Plasma wurde signifikant durch die Art des
eingesetzten Diatfettes und durch die Hohe der Vitamin E-Zufuhr beeinflusst (Tabelle
15).

Bei den Tieren, deren Diat Schweineschmalz enthielt, war die Konzentration an
Ascorbinsaure im Plasma hoher als bei den Tieren, deren Diat Lachsdl enthielt. Bei
beiden eingesetzten Diatfetten bestanden zwischen den Gruppen, deren Diaten 100
bzw. 1.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielten, keine Unterschiede in der Konzentration
an Ascorbinsaure im Plasma. Bei den Gruppen, deren Diaten 10.000 IE Vitamin E/kg
Diat enthielten, war die Konzentration der Ascorbinsaure im Plasma hingegen
nominal um 10 % (Schweineschmalz) bzw. 20 % (Lachsol) hoher als bei den Tieren,
deren Diat 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.

3.2.4 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette
auf die Enzyme des antioxidativen Schutzsystems und auf die
Konzentration an Glutathion

Weitere Parameter zur Charakterisierung des antioxidativen Schutzsystems waren
die Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und Katalase in der Leber und in den
Erythrozyten, die Aktivitat der GSH-Px in Plasma, Leber und Erythrozyten, die
Aktivitat der G-6-P-DH in den Erythrozyten, sowie die Konzentration an GSH in der
Leber und in den Erythrozyten.

3.2.4.1 Aktivitat der Enzyme Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und
Katalase in der Leber

Die Aktivitaten der antioxidativen Enzyme SOD, GSH-Px und Katalase in der Leber
wurden im unterschiedlichen MalRe durch die Konzentrationen an Vitamin E in der
Diat und durch die Art des Diatfettes beeinflusst (Tabelle 16).
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Tab. 15: Ascorbinsaure-Konzentration im Plasma im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000

Ascorbinsdure [nmol/ml]"? 47,4 +14,3° 446 +12,1° 57,7+8,1%® 64,1+13,2°2 63,7 +7,7° 70,6 + 15,22

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test (p<0,05),
1,2: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E; IE: Internationale Einheiten

Tab. 16: Aktivitat antioxidativer Enzyme und Konzentration von Glutathion in der Leber und Aktivitat der Glutathionperoxidase im
Plasma im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diét]

Aktivitat antioxidativer Enzyme in der Leber [U/mg Protein]

soD ? 78,8 + 30,6 61,3+30,8® 458+ 16,5° 40,5+ 15,9° 61,8+159% 654 +21,42 656+18,42 43,1+12,9°
GSH-Px 23 0,56 + 0,11 0,36 +0,15° 0,41 +0,06° 0,61 +0,17% 0,52 +0,11*® 0,58+0,122 0,59+0,17% 0,60 + 0,092
Katalase? 512+ 135® 413 +154° 520+60® 554 +100° 459+52% 435+95° 540+ 125® 490 + 44%®
Konzentration von GSH [umol/g Leber]

GSH '3 6,33+0,71% 6,85+ 1,422 461+1,18™ 532+1,19° 3,83+1,29° 3,80+ 1,06° 3,78 +0,88° 3,82+0,61°
Aktivitat antioxidativer Enzyme im Plasma [U/mg Protein]

GSH-Px 0,17 + 0,06 0,21 +0,050 0,22+0,08 0,22+0,08 0,18+0,07 0,22+0,05 0,19+0,07 0,22 +0,07

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; GSH-Px: Glutathionperoxidase; SOD:
Superoxiddismutase; GSH: Glutathion; U: 1 ymol umgesetztes Substrat pro Minute
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Die Aktivitat der SOD in der Leber wurde durch den Faktor Vitamin E-Konzentration
in der Diat beeinflusst.

Die Aktivitat der SOD war bei den Tieren, deren Diat Lachsdl und 3.000 bzw. 10.000
IE Vitamin E/kg Diat enthielt, signifikant um 42 % bzw. 49 % geringer als bei den
Tieren, deren Diat Lachsdl und 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt. Bei den Gruppen,
deren Diaten Lachsdl und 100 bzw. 500 IE Vitamin E/kg Diat enthielten, bestanden
keine Unterschiede in der Aktivitat der SOD.

Auch bei den Tieren, deren Diat Schweineschmalz und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt, war die Aktivitat der SOD signifikant um ca. 35 % geringer als bei den
Gruppen, deren Diat Schweineschmalz und 500 bzw. 3.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt. Zwischen den Gruppen, deren Diaten Schweineschmalz und 100, 500 bzw.
3.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielten, bestanden keine Unterschiede in der Aktivitat
der SOD in der Leber.

Die Aktivitat der GSH-Px in der Leber wurde durch den Faktor Vitamin E-
Konzentration in der Diat beeinflusst. AuRerdem bestand eine Interaktion der
Faktoren Art des Diatfettes und Vitamin E-Konzentration in der Diat.

Bei den Gruppen, deren Diaten 500 bzw. 3.000 IE Vitamin E/kg Diat und Lachsodl
enthielten, war die Aktivitat der GSH-Px geringer als bei den Gruppen, deren Diat
100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat und Lachsdl enthielt. Zwischen den Gruppen,
deren Diaten 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat und Lachsdl enthielten,
bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Aktivitat der GSH-Px.

Bei Futterung von Schweineschmalz als Diatfett hatten die verschiedenen Vitamin E-
Konzentrationen in der Diat keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat der GSH-
Px.

Die Aktivitat der Katalase wurde durch den Faktor Vitamin E-Konzentration der Diat
beeinflusst.

Bei den Tieren, deren Diat Lachsdl und 500 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, war die
Aktivitat der Katalase um ca. 26 % geringer als bei den Tieren, deren Diat Lachsol
und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt. Zwischen den Gruppen, deren Diaten
Lachsol und 100, 3.000 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielten, bestanden keine
Unterschiede in der Aktivitat der Katalase.
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Bei den Tieren, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hatten die verschiedenen

Vitamin E-Konzentrationen in der Diat keinen Effekt auf die Aktivitat der Katalase.

3.2.4.2 Konzentration an Glutathion in der Leber

Die Konzentration an GSH in der Leber war von der Art des eingesetzten Diatfettes
abhangig (Tabelle 16). Aullerdem bestand eine Interaktion der Faktoren Art des
Diatfettes und Vitamin E-Konzentration in der Diat. Die Vitamin E-Konzentrationen in
der Diat hatten nur bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt, einen signifikanten
Einfluss auf die Konzentration an GSH.

Bei den Ratten, die Lachsodl als Diatfett erhielten, war die Konzentrationen an GSH in
der Leber hoher als bei den Ratten, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten.

Bei den Gruppen, deren Diat Lachsol und 3.000 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt, war die Konzentration an GSH signifikant um ca. 20-30 % geringer als bei
den Gruppen, deren Diat Lachsdl als Diatfett und 100 bzw. 500 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt. Zwischen den Vitamin E-Zulagestufen 100 und 500 IE Vitamin E/kg Diat
bzw. zwischen 3.000 und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat bestanden keine signifikanten
Unterschiede in der Konzentration an GSH.

Die Konzentration an GSH wurde bei den Gruppen, die Schweineschmalz mit der
Diat erhielten, nicht durch die verschiedenen Vitamin E-Zulagen mit der Diat
beeinflusst.

3.2.4.3 Aktivitat der Glutathionperoxidase im Plasma
Auf die Aktivitat der GSH-Px im Plasma hatte weder die Art des eingesetzten

Diatfettes, noch die Vitamin E-Konzentration in der Diat einen signifikanten Einfluss
(Tabelle 16).
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3.2.4.4 Aktivitat der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase, Glutathion-

peroxidase und Katalase im Erythrozytencytosol

Bei den Aktivitaten der antioxidativen Enzyme SOD, GSH-Px und Katalase im
Erythrozytencytosol bestand eine Interaktion der Faktoren Vitamin E-Konzentration in
der Diat und Art der eingesetzten Diatfette (Tabelle 17).

Bei den Ratten, deren Diat Lachsdl als Diatfett enthielt, sank die Aktivitat der SOD
bei einer Steigerung der Vitamin E-Zufuhr von 100 auf 10.000 IE Vitamin E/kg Diat
signifikant um ca. 33 % ab.

Im Gegensatz dazu war bei den Gruppen, die Schweineschmalz als Diatfett
erhielten, die Aktivitat der SOD unabhangig von der Vitamin E-Konzentration in der
Diat.

Auch die Aktivitat der GSH-Px war bei den Tieren, deren Diat Lachsol als Diatfett und
1.000 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, ca. 42 % bzw. 60 % niedriger als bei
den Tieren, deren Diat Lachsol und 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.

Jedoch hatten die verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen in der Diat bei den
Gruppen, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten, keine signifikanten Effekte auf
die Aktivitat der GSH-Px im Erythrozytencytosol.

Die Aktivitat der Katalase war bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl und 1.000 bzw.
10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, ca. 51 % bzw. 70 % geringer als bei der
Gruppe, deren Diat 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.

Im Gegensatz dazu hatten die verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen bei den
Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, keinen Effekt auf die Aktivitat der
Katalase.

3.2.4.5 Aktivitat der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase im Erythrozytencytosol
Sowohl die Art des eingesetzten Diatfettes, als auch die Vitamin E-Konzentration in

der Diat hatte einen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat der G-6-P-DH im
Erythrozytencytosol (Tabelle 17).
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Bei der Gruppe, deren Diat Lachsdl und 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, war die
Aktivitat der G-6-P-DH im Erythrozytencytosol am hochsten. Sie sank jedoch mit
steigender Vitamin E-Zulage in der Diat signifikant um ca. 39 % ab.

Im Gegensatz dazu hatten die Vitamin E-Konzentrationen in der Diat bei den
Gruppen, die Schweineschmalz als Diatfett enthielten, keine signifikanten Effekte auf
die Aktivitat der G-6-P-DH.

3.2.4.6 Konzentration an Glutathion im Erythrozytencytosol

Die Konzentration an GSH im Erythrozytencytosol wurde signifikant durch die Art des
Diatfettes und durch die Vitamin E-Konzentration in der Diat beeinflusst. AuRerdem
bestand eine Interaktion der Faktoren Art des Diatfettes und Vitamin E-Konzentration
in der Diat (Tabelle 17).

Die Konzentration an GSH war insgesamt bei den Tieren, deren Diat
Schweineschmalz enthielt, hoher als bei den Tieren, deren Diat Lachsdl enthielt.

Bei den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, war die Konzentration an
GSH bei der Gruppe, deren Diat 1.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, ca. 30 % hdoher
als bei den Gruppen, deren Diat 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielten.
Zwischen den Ratten, die mit der Diat 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat
erhielten, bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration an GSH
im Erythrozytencytosol.

Bei den Gruppen, die Lachsdl als Diatfett und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat erhielten,
war die Konzentration an GSH um ca. 35 % geringer als bei den Gruppen, die
Lachsdl und 100 bzw. 1.000 IE Vitamin E/kg Diat erhielten. Zwischen den Gruppen,
deren Diat Lachsdl und 1.000 bzw. 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, bestanden

keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration an GSH.
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Tab. 17: Aktivitat antioxidativer Enzyme und Konzentration von Glutathion im Erythrozytencytosol

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Aktivitat antioxidativer Enzyme [U/mg Protein]

soD? 529+1,47% 452+162%® 359+0,76° 567+127% 478+129%® 6,08+1,55°
GSH-Px ° 1,32 £ 0,52° 0,77+0,33° 0,55+0,08° 0,82+0,24®® 0,94£0,53*®  0,98+0,39%®
Katalase® 273 + 96° 133+£69° 82,7+256°  88,2+287° 153 +99° 165+ 97°
G-6-P-DH "2 17,7 +6,7° 12,0 £4,7° 10,8 £4,0° 9,95+4,75° 972+361°  854+3,76°
Konzentration an GSH [umol/g Protein]

GSH "?° 9,30+£2,81° 992+275° 620+1,39°  10,8+2,7° 14,4 +3,0° 11,4+2,7%

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; GSH-Px: Glutathionperoxidase; SOD:
Superoxiddismutase; G-6-P-DH: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase; GSH: Glutathion, U: 1umol umgesetztes Substrat pro Minute



Ergebnisse 42

3.2.5 Lag-Time und maximale Konzentration an konjugierten Dienen nach

Kupfer-induzierter Oxidation der Lipoproteine geringer Dichte

Die Lag-Time nach Kupfer-induzierter Oxidation der LDL-Fraktion wurde in beiden
Versuchen durch die Art des eingesetzten Diatfettes beeinflusst (Tabellen 18 und
19).

In beiden Versuchen war bei den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, die
Lag-Time um das 2 bis 3-fache langer, als bei den Gruppen, deren Diat Lachsol
enthielt.

Im ersten Versuch war die Lag-Time des LDL bei den Gruppen, deren Diat
Schweineschmalz und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, ca. 20 % kurzer als bei
den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz und 500 bzw. 3.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt (Tabelle 18). Zwischen den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz und 100,
500 bzw. 3.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, bestanden keine Unterschiede in der
Lag-Time.

Bei den Ratten, deren Diat Lachsdl enthielt, hatten die verschiedenen Vitamin E-
Konzentrationen in der Diat keinen Effekt auf die Lag-Time der LDL.

Im zweiten Versuch hatte die Hohe der Vitamin E-Zufuhr keinen Einfluss auf die Lag-
Time der LDL (Tabelle 19).

Die maximale Konzentration an konjugierten Dienen in der LDL-Fraktion wurde in
beiden Versuchen weder durch die Art des verwendeten Diatfettes, noch durch die
Vitamin E-Konzentration in der Diat beeinflusst (Tabelle 18, Tabelle 19).
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Tab. 18: Lag-Time und maximale Konzentration der konjugierten Diene nach Kupfer-induzierter Oxidation der Lipoproteine geringer
Dichte im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Kupfer-induzierten Oxidation des LDL

Lag-Time [min]’ 28,6+88° 274+67° 276+71° 189+77° 557+11,7®° 684+10,7% 653+21,9° 524+134°
maximale Konzentration an konjugierten Dienen [umol/g Protein]

Diene 026+0,13 0,30+0,16 0,27+0,11 0,27+0,12 0,34+0,14 0,28+0,14 0,30+0,07 0,34+0,13

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low
Density Lipoprotein)

Tab. 19: Lag-Time und maximale Konzentration der konjugierten Diene nach Kupfer-induzierter Oxidation der Lipoproteine geringer
Dichte im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000

Kupfer-induzierten Oxidation des LDL

Lag-Time [min]’ 15,8 +9,8° 17,5+5,1° 14,4+ 5,9° 46,4 + 18,5° 499+97° 50,7 £ 12,8°
maximale Konzentration an konjugierten Dienen [umol/g Protein]

Diene 0,24 £ 0,07 0,23 £ 0,07 0,24 £ 0,08 0,25+ 0,07 0,20 £ 0,09 0,19+ 0,06

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit ANOVA-Fisher-Test
(p<0,05), 1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett; IE: Internationale Einheiten; LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low Density Lipoprotein)
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3.3 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf

Marker der Lipidperoxidation

Als Marker der Lipidperoxidation wurde die Konzentration an TBARS in
verschiedenen Geweben, sowie die Konzentration an 7-BR-OH-Cholesterol in der
Leber bestimmt.

3.3.1 Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen im Plasma

Die Art des eingesetzten Diatfettes und die Vitamin E-Konzentration in der Diat hatte
einen signifikanten Einfluss auf die Konzentration an TBARS im Plasma (Tabelle 20).
Aulerdem bestand eine Interaktion der Faktoren Vitamin E-Konzentration in der Diat
und Art des Diatfettes.

Im Plasma der Tiere, deren Diat Schweineschmalz enthielt, war die Konzentration an
TBARS niedriger als im Plasma der Tiere, deren Diat Lachsdl enthielt.

Bei Futterung von Schweineschmalz hatten jedoch die verschiedenen Vitamin E-
Konzentrationen in der Diat keinen Effekt auf die Konzentration an TBARS im
Plasma.

Bei Futterung von Lachsol hingegen fuhrte eine Steigerung der Vitamin E-Zufuhr von
100 IE Vitamin E/kg Diat auf 500, 3.000 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat zu einer
ca. um die Halfte niedrigeren Konzentration an TBARS im Plasma.

3.3.2 Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen in der Leber

Entsprechend zweifaktorieller Varianzanalyse hatte die Art des eingesetzten
Diatfettes und die Vitamin E-Konzentration in der Diat einen signifikanten Einfluss auf
die Konzentration an TBARS in der Leber (Tabelle 21).

Insgesamt war die Konzentration an TBARS in der Leber der Ratten, deren Diat
Lachsol enthielt, hoher als in der Leber der Ratten, die mit der Diat Schweineschmalz
erhielten.



Ergebnisse 45

Die Konzentration an TBARS war in der Leber der Ratten, deren Diat Lachsdl und
100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, am hochsten. Die Konzentration an TBARS sank
bei den Gruppen, die Lachsdl mit der Diat erhielten, mit zunehmender Vitamin E-
Konzentration in der Diat um ca. 30 % ab.

Bei den Tieren, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hatten die verschiedenen
Vitamin E-Konzentrationen in der Diat keinen Effekt auf die Konzentration an TBARS
in der Leber.

3.3.3 Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen im Erythrozyten-

cytosol

Die Konzentration der TBARS im Erythrozytencytosol wurde entsprechend ANOVA
weder durch das eingesetzte Diatfett, noch durch die Vitamin E-Konzentration in der

Diat signifikant beeinflusst (Tabelle 21).

Jedoch war die Konzentration der TBARS bei den Ratten, deren Diat Lachsdl und
100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, nominal hoher im Vergleich zu den Ratten, deren
Diaten Lachsol und 1.000 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielten. Dieser Effekt
war jedoch nicht signifikant.

Bei Futterung von Schweineschmalz als Diatfett war die Konzentration an TBARS
unabhangig von der Hohe der Vitamin E-Zufuhr.

3.3.4 Konzentration an 7--Hydroxycholesterol in der Leber

Sowohl der Faktor Diatfett, als auch die Vitamin E-Konzentration in der Diat hatten
einen signifikanten Effekt auf die Konzentration an 7-3-OH-Cholesterol in der Leber
(Tabelle 21).

Bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl als Diatfett enthielt, war die Konzentration an 7-
R-OH-Cholesterol in der Leber hoher als bei den Gruppen, deren Diat
Schweineschmalz als Diatfett enthielt.

Bei beiden eingesetzten Diatfetten war die Konzentration an 7-3-OH-Cholesterol bei
den Gruppen, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, um ca. 50 % niedriger
als bei den Gruppen, deren Diat 100 bzw. 1.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.
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Tab. 20: Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen im Plasma im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Konzentration an TBARS [nmol/l]

TBARS %3 233+0,51% 1,19+0,53° 1,01+0,36° 1,00+0,38° 0,58 +0,24° 0,51 +0,14° 0,41+0,12° 0,49+0,11°

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; TBARS: Thiobarbitursdure-reaktive
Substanzen

Tab. 21: Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen in der Leber und in den Erythrozyten und an 7-R-Hydroxy-
cholesterol in der Leber im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Konzentration an TBARS [nmol/g Protein]

TBARS (Erythrozyten) 43,4 +13,9 31,4+£10,3 32,0+7,6 379+11,5 39,8+18,3 36,7 +10,3
TBARS (Leber) '? 12,9 +1,6° 11,5 +1,4% 10,8 +1,4° 10,3+ 1,5" 10,7 +1,5° 9,8+0,8"

Konzentration an 7-B-OH-Cholesterol [ug/g Leber]
7-R-OH-Cholesterol ' 2,04 +0,64 2 1,68 +0,59 2 0,94 +0,52° 0,94 +0,41° 1,02 +0,29 ° 0,47 +0,16 ¢

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; TBARS: Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen, 7-R-OH-
Cholesterol: 7-R-Hydroxy-Cholesterol
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3.4 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf

die Hamolyseneigung der Erythrozyten

Als Parameter zur Charakterisierung der Hamolyseneigung der Erythrozyten dienten
sowohl die in vitro-Hamolyseneigung der Erythrozyten in hypotonen
Kochsalzlosungen, als auch die Konzentration an freiem Hb und die Hp-
Bindungskapaziat, sowie die Aktivitat der LDH und der sauren Phosphatase im
Plasma.

3.4.1 Hamolyseneigung der Erythrozyten in hypotonen Kochsalzldsungen

Bei der Hamolyseneigung der Erythrozyten bestand bei einer NaCl-Konzentration
von 0,38 % eine Interaktion des Faktors Vitamin E-Konzentration in der Diat und der
Art des Diatfettes (Tabelle 22).

Bei den anderen verwendeten NaCl-Konzentrationen konnte aufgrund der hohen
Standardabweichung die Signifikanz dieser Faktoren nicht statistisch gesichert
werden. Tendentiell (p<0,15) bestanden Interaktionen der Faktoren Diatfett und

Vitamin E-Konzentration in der Diat.

Bei einer NaCl-Konzentration von 0,38 % war der Anteil der hamolysierten
Erythrozyten bei den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hoher als bei
den Gruppen, deren Diat Lachsadl enthielt.

Bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt, fUhrte eine Zunahme der Vitamin E-
Konzentration in der Diat bei allen verwendeten NaCl-Konzentrationen in der Regel
zu einem signifikanten Anstieg der hamolysierten Erythrozyten.

Im Gegensatz dazu hatten die verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen bei den
Gruppen, deren Diat Schweineschmalz als Diatfett enthielt, bei allen verwendeten

NaCl-Konzentrationen keinen Effekt auf den Anteil an hamolysierten Erythrozyten.
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Tab. 22: Hamolyseresistenz der Erythrozyten in hypotonen Natriumchloridldsungen im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diét]

Anteil der hamolysierten Erythrozyten [%]

NaCl 0,38 % ' 62,9+258"° 68,3+14,9° 734+222® 894+12,82 83,3+17,3% 87,0+1592 80,3+14,0° 83,6 +10,0?
NaCl 0,405 % 54,4+26,7° 58,4+ 16,9® 62,9+20,2® 74,1+19,5% 63,7+21,5% 68,0+14,4° 63,1+184% 68,1+9,5°
NaCl 0,43 % 24,9 +20,8° 293+152° 26,3+12,8° 43,3+20,62 259+10,1° 30,5+224° 27,3+228° 36,5+10,2%
NaCl 0,455 % 11,5+10,4°> 144+7,1° 16,9+11,6%® 27,8+226% 114+98° 13,0+6,5° 9,81+11,0° 145+7,2°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test (p<0,05),
1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1- Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; NaCl: Natriumchloridiésung

Tab. 23: Konzentration der Hamolysemarker im Plasma im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Dit] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
freies Hb [mg/dl Plasma)' 254+147° 136+6,0° 259+146% 17,9+81® 127+26° 12,2+54°
saure Phosphatase [U/g Protein]> 0,47 £0,17° 0,66+0,20® 0,76+0,16% 0,63+0,19% 0,49+0,14° 0,49+0,10"
LDH [U/g Protein]® 420+1,09° 6,80+248% 6,17+1,39° 6,19+1,00® 561+210® 532+1,89%
Hp-Bindungskapazitit 7,81+1,24° 6,89+1,33° 7,74+0,89° 990+1,92®® 968+1,80° 115+2,2?

[g gebundenes Hb/l Plasmal’

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; Hb: Hamoglobin; LDH: Laktatdehydro-
genase; Hp: Haptoglobin, U: 1 ymol umgesetztes Substrat pro Minute
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3.4.2 Konzentration der Hamolysemarker im Plasma

Die Konzentration der Hamolysemarker freies Hb, die Aktivitat der sauren
Phosphatase und der LDH sowie die Hp-Bindungskapazitat waren im
unterschiedlichen Mal3e von den Faktoren Diatfett und Konzentration an Vitamin E in
der Diat abhangig (Tabelle 23).

Die Konzentration an freiem Hb im Plasma wurde sowohl durch die Art des
Diatfettes, als auch durch die Vitamin E-Konzentration in der Diat beeinflusst.

Die Konzentration an freiem Hb war im Plasma der Ratten, deren Diat Lachsal
enthielt, hoher als im Plasma der Tiere, deren Diat Schweineschmalz enthielt.
Zwischen den Gruppen, deren Diat Lachsol und 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg
Diat enthielt, bestand kein Unterschied in der Konzentration an freiem Hb im Plasma.
Jedoch war bei den Gruppen, deren Diat 1.000 IE Vitamin E/kg Diat und Lachsol
enthielt, die Konzentration an freiem Hb um ca. 48 % niedriger als bei den Gruppen
deren Diat 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt.

Bei den Tieren, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten, hatten die Vitamin E-
Konzentrationen keinen signifikanten Effekt auf die Konzentration an freiem Hb. Die
Konzentration an freiem Hb sank jedoch nominal mit zunehmender Vitamin E-

Konzentration in der Diat ab.

Bei der Aktivitat der sauren Phosphatase bestand eine Interaktion der Faktoren Art
des Diatfettes und der Vitamin E-Konzentration in der Diat.

Eine Steigerung der Vitamin E-Zufuhr von 100 auf 10.000 IE Vitamin E/kg Diat flhrte
bei den Tieren, deren Diat Lachsdl enthielt, zu einem Anstieg der Aktivitat der sauren
Phosphatase im Plasma um ca. 61 %.

Im Gegensatz dazu fuhrte eine Steigerung der Vitamin E-Konzentration in der Diat
bei den Tieren, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten, zu einem Absinken der
Aktivitat der sauren Phosphatase um ca. 30 %.

Bei der Aktivitat der LDH bestand ebenfalls eine Interaktion des Faktors Diatfett und
der Vitamin E-Konzentration in der Diat.
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Eine Steigerung der Vitamin E-Konzentration von 100 IE Vitamin E/kg Diat auf 1.000
bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat fuhrte bei den Gruppen, deren Diat Lachsoal
enthielt, zu einer signifikant um ca. 50 % hoheren Aktivitat der LDH.

Bei Verwendung von Schweineschmalz als Diatfett hatten die verschiedenen Vitamin
E-Konzentrationen in der Diat keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitat der LDH.

Die Bindungskapazitat des Hp im Plasma wurde lediglich von der Art des
eingesetzten Diatfettes beeinflusst.

Die Bindungskapazitat des Hp war bei den Ratten, die Lachsdl als Diatfett erhielten,
niedriger als bei den Tieren, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten.

Die verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen in der Diat hatten bei den Gruppen,
die mit der Diat Lachsodl erhielten, keinen Effekt auf die Bindungskapazitat des Hp.
Jedoch war bei der Gruppe, deren Diat Schweineschmalz und 10.000 IE Vitamin
E/kg Diat enthielt, die Bindungskapazitat des Hp signifikant um ca. 20 % hoher, als
bei der Gruppe, deren Diaten Schweineschmalz und 1.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielten.

3.5 Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen der Diat und der Art der Diatfette auf
Parameter des Lipidstoffwechsels

Als Parameter zur Charakterisierung des Lipidstoffwechsels wurden die
Konzentrationen an Triglyceriden und Cholesterin im Plasma, in den
Lipoproteinfraktionen und in der Leber, sowie die Fettsaurenzusammensetzung der
Phospholipidfraktionen der Leber, als auch die Fettsaurenzusammensetzung der
Erythrozytenmembran und die Konzentration an Cholesterin in  der

Erythrozytenmembran untersucht.
3.5.1 Konzentration an Triglyceriden in verschiedenen Geweben
In beiden Versuchen hatte die Art des eingesetzten Diatfettes einen signifikanten

Einfluss auf die Konzentration der Triglyceride im Plasma und in den
Lipoproteinfraktionen (Tabellen 24 und 25).
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Die Ratten, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hatten generell signifikant bzw.
nominal hohere Konzentrationen an Triglyceriden im Plasma, in der VLDL-, HDL-
und LDL-Fraktion, als die Ratten, deren Diat Lachsdl als Diatfett enthielt.

Die Vitamin E-Konzentrationen hatten in beiden Versuchen bei beiden verwendeten
Diatfetten keine gerichteten Effekte auf die Konzentration der Triglyceride im Plasma,
in der VLDL-, HDL und LDL-Fraktion.

In beiden Versuchen hatten weder die eingesetzten Diatfette, noch die
verschiedenen Vitamin E-Konzentrationen in der Diat einen signifikanten Einfluss auf
die Konzentration der Triglyceride in der Leber. Lediglich im zweiten Versuch nahm,
bei hohen Vitamin E-Konzentrationen in der Diat, die Konzentration der Triglyceride
in der Leber der Gruppen, deren Diat Lachsal enthielt, ab.

3.5.2 Konzentration an Cholesterin in verschiedenen Geweben

Die Konzentration an Cholesterin im Plasma, in der VLDL-, LDL- und in der HDL-
Fraktion wurde in beiden Versuchen signifikant durch die Art des Diatfettes
beeinflusst (Tabellen 26 und 27).

Die Tiere, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hatten in beiden Versuchen
signifikant bzw. nominal hohere Konzentrationen an Cholesterin im Plasma und in
den Lipoproteinfraktionen als die Tiere, deren Diat Lachsdl enthielt. Die Vitamin E-
Konzentrationen in der Diat hatten in beiden Versuchen keine gerichteten Effekte auf
die Konzentration an Cholesterin in den Lipoproteinfraktionen und im Plasma.

Die Konzentration an Cholesterin in der Leber wurde in beiden Versuchen
entsprechend ANOVA weder durch die Art des Diatfettes, noch durch die Vitamin E-

Konzentration beeinflusst.
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Tab. 24: Konzentration der Triglyceride im Plasma, in den Lipoproteinfraktionen und in der Leber im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz
Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Plasma [mmol/l]'  0,39+0,12° 0,55+ 0,09° 0,60 +0,16 0,52 +0,12° 0,90 £0,39° 0,88 + 0,29° 0,85 +0,18° 1,16 +0,45°
VLDL [mmol/l]’ 0,10 £0,04°¢ 0,21 +0,08*° 0,22 +0,06*° 0,17 + 0,04° 0,32 +0,08° 0,31 +0,15° 0,41+ 0,132 0,46 +0,18?
HDL [mmol/l]’ 0,06 +0,01° 0,07 +0,02° 0,07 +0,02° 0,07 +0,01° 0,06 +0,02° 0,09 + 0,022 0,09 + 0,02 0,07 +0,01°
LDL [mmol/]’ 0,16 +0,13° 0,16 +0,08° 0,20+ 0,11° 0,20 + 0,14° 0,38 + 0,32 0,34 +0,26® 0,22 +0,14° 0,48 + 0,23°
Leber [mmol/g] 16,4 + 4,8 174+44 179+48 191+54 206+2,7 186+26 19,9+41 17,9+ 3,2
a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test

(p<0,05), 1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett; IE: Internationale Einheiten; VLDL: Lipoproteine sehr geringer Dichte (Very Low Density Lipoprotein), HDL:
Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoprotein), LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low Density Lipoprotein)

Tab. 25: Konzentration der Triglyceride im Plasma, in den Lipoproteinfraktionen und in der Leber im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Plasma [mmol/I]"* 0,55+0,11° 0,53+0,12° 0,50 +0,12° 0,94+0,26% 0,79+0,16° 0,81+0,11%
VLDL [mmol/l]’ 0,33+0,17%* 0,33+0,13% 0,22 +0,14°>  047+0,21%  0,34+0,18%® 0,36 +0,14 %
HDL [mmol/l]*2 0,03+0,01® 0,01+0,01¢ 0,02+0,01°  0,04+0,01® 0,05+0,01° 0,03 +0,01°
LDL [mmol/]’ 0,18 +0,05° 0,17 £0,07 *° 0,13 + 0,06° 0,26 + 0,08? 0,21 +0,07° 0,29 + 0,06 @
Leber [mmol/g] 18,8+8,6®  12,7+4,6" 11,1+ 3,0° 20,2+6,0° 13,6+ 7,7% 15,6 + 11,4%

a,b,c,d: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test (p<0,05), 1,2:
Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E; IE: Internationale Einheiten, VLDL: Lipoproteine sehr geringer Dichte (Very Low Density Lipoprotein), HDL:
Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoprotein), LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low Density Lipoprotein)
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Tab. 26: Konzentration an Cholesterin im Plasma, in den Lipoproteinfraktionen und in der Leber im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Plasma [mmol/I]’ 1,38 +0,18° 1,51+0,38° 1,51+0,38° 1,32 +0,29° 2,08 +0,45° 2,14+ 0,44° 255+ 0,31° 2,18 +0,34°"
VLDL [mmol/l]’ 0,07 +0,03° 0,12 +0,06® 0,07 + 0,04° 0,07 + 0,03° 0,13 +0,07*® 0,16 + 0,07® 0,12 +0,08®® 0,11 + 0,06°
HDL [mmol/I]’ 0,59 + 0,15 0,64 +0,22° 0,71 +0,25° 0,59 +0,09° 1,08 +0,21% 1,23+0,37% 1,22+0,32% 1,11 +0,22°
LDL [mmol/]’ 0,72 +0,35° 0,77 +0,18%® 0,71 +0,25° 0,68 + 0,27° 0,98 + 0,42% 0,87 + 0,58% 1,17 +0,37% 0,98 + 0,472
Leber [mmol/g] 9,30+1,42 11,3+3,8 983+0,89 924+141 906+231 911+1,52 9,08+2,38 8,00+2,31

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test

(p<0,05), 1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett; IE: Internationale Einheiten, VLDL: Lipoproteine sehr geringer Dichte (Very Low Density Lipoprotein), HDL:
Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoprotein), LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low Density Lipoprotein)

Tab. 27: Konzentration an Cholesterin im Plasma, in den Lipoproteinfraktionen und in der Leber im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Dit] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Plasma [mmol/I]’ 0,94 + 0,18° 0,99+0,14° 0,97 +0,23° 2,11 +0,15° 2,05 +0,19° 1,98 +0,17°
VLDL [mmol/l]’ 0,14 + 0,032 0,13+0,07% 0,14 +0,03° 0,16 + 0,122 0,17 + 0,10° 0,08 + 0,03°
HDL [mmol/l]’ 0,51 +0,13° 0,51 +0,09° 0,46 +0,09° 1,02 + 0,15° 0,94 +0,19° 0,95+ 0,142
LDL [mmol/]’ 0,33+0,11° 0,43+0,10° 0,47 +0,13° 0,99 + 0,132 0,98 + 1,10? 1,01 £ 0,15°
Leber [mmol/g] 12,7 + 2,42 11,9+31® 921+218° 10,1 + 3,4% 11,1 + 4,4% 9,90 + 3,31%°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test (p<0,05),

1: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett; IE: Internationale Einheiten; VLDL: Lipoproteine sehr geringer Dichte (Very Low Density Lipoprotein), HDL:
Lipoproteine hoher Dichte (High Density Lipoprotein), LDL: Lipoproteine geringer Dichte (Low Density Lipoprotein)
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3.5.3 Konzentration an Cholesterin in der Erythrozytenmembran

Entsprechend zweifaktorieller Varianzanalyse hatte weder die Art des Diatfettes,
noch die Vitamin E-Konzentration in der Diat einen Einfluss auf die Konzentration an
Cholesterin in der Erythrozytenmemban.

Die Konzentration an Cholesterin in der Erythrozytenmembran lag bei allen
Diatgruppen bei durchschnittlich 2,7 pymol/ml Erythrozyten.

3.5.4 Konzentration an Triglyceriden im Kot und scheinbare Verdaulichkeit der
Triglyceride

Entsprechend ANOVA hatten weder die Art des Diatfettes, noch die Konzentration an
Vitamin E einen Einfluss auf die Konzentration an Triglyceriden im Kot und die
scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride (Tabellen 28 und 29).

Im ersten Versuch war die Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin im Kot in
der 8. Versuchswoche hoher als in der 4. Versuchswoche. Im zweiten Versuch trat
dieser Effekt nicht auf.

Auf die scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride hatten weder die Konzentration an
Vitamin E in der Diat, noch die Art des eingesetzten Diatfettes einen Einfluss. Die
Verdaulichkeit der Triglyceride war in beiden Versuchen bei beiden Diatfetten sehr
hoch und lag im Mittel bei ca. 99,7 %.

3.5.5 Konzentration an Cholesterin im Kot

Weder die Art des Diatfettes, noch die Vitamin E-Konzentration in der Diat hatte

einen Einfluss auf die Konzentration an Cholesterin im Kot (Tabellen 28 und 29).

Lediglich im ersten Versuch war die Konzentration an Cholesterin im Kot in beiden
Versuchswochen bei den Tieren, deren Diat Lachsol und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt, hoher als bei den Tieren, deren Diat Lachsol und 100, 500 bzw. 3.000 IE
Vitamin E/kg Diat enthielt. Dieser Effekt trat bei Verwendung von Schweineschmalz
nicht auf.
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Tab. 28: Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin im Kot und scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diét]

Triglyceridkonzentration im Kot [umol/g]

Woche 4 262+050 251+ 0,26 320+ 0,71 221+025 262+0,38 290+0,41 3,11+0,11 2,92+0,15
Woche 8 3,81+1,51 351+ 040 350+1,22 3,82+051 431+271 352+120 3,73+0,41 4,61+1,91
Triglyceridverdaulichkeit [%]

Woche 4 99,8+0,1 99,8+0,1 99,7 + 0,1 99,7+0,1 99,6+0,3 99,7+0,1 99,7 + 0,1 99,6 + 0,2
Woche 8 99,7+0,1 99,7+0,1 99,7 + 0,1 99,7+0,1 99,4+0,3 99,7+0,1 99,6 + 0,1 99,6 + 0,2
Cholesterinkonzentration im Kot [umol/g]

Woche 4 2,83+0,3° 2,17+0,26° 246+0,14° 3,82+0,36° 3,57 +0,27*® 269+0,4° 2,74+0,46° 3,04 +0,22°
Woche 8 411+1,1° 355+0,09° 3,52+0,57° 541+0,84% 400+0,23° 3,87+1,21° 3,43+0,55° 3,87 +0,43°

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), IE: Internationale Einheiten

Tab. 29: Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin im Kot und scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride im zweiten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Triglycerdikonzentration im Kot [umol/g]

Woche 4 1,40 £ 0,90 1,51+ 0,62 2,10 £ 0,91 1,20 + 0,51 1,50 + 0,93 1,92 + 1,81
Woche 8 1,04 + 0,81 1,40 £ 0,93 1,30 £ 0,89 1,60 + 1,00 1,10 £ 0,61 2,41 +1,21
Triglyceridverdaulichkeit [%]

Woche 4 99,9+0,1 99,9+0,1 99,8 £ 0,1 99,9+0,1 99,9+0,1 99,8 £ 0,1
Woche 8 99,9+0,1 99,9+0,1 99,9+0,1 99,8 + 0,1 99,9+0,1 99,8 £ 0,1
Cholesterinkonzentration im Kot [umol/g]

Woche 4 8,00 +1,70 8,21+ 3,20 7,72+1,48 8,40 + 2,21 8,51 + 2,81 7,81+1,10
Woche 8 8,51+3,11*" 6,93+ 1,14° 8,00 +1,11° 10,8 +1,7° 10,2 + 2,97° 6,11+1,71°

a,b: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test (p<0,05),
IE: Internationale Einheiten
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Im zweiten Versuch hatten die Vitamin E-Konzentrationen in der Diat in beiden
Versuchswochen bei beiden eingesetzten Diatfetten keine gerichteten Effekte auf die
Konzentration an Cholesterin im Kot.

3.5.6 Fettsdaurenzusammensetzung der Neutrallipid-, Phosphatidylethanolamin- und

Phosphatidylcholinfraktion der Leberphospholipide

Die Art des eingesetzten Diatfettes hatte signifikante Effekte auf die
Fettsdurenzusammensetzung der Neutrallipid-, PE- und PC-Fraktion in der Leber
(Tabellen 30, 31 und 32). Jedoch hatten die Vitamin E-Konzentrationen in der Diat
generell keine gerichteten Effekte auf die Fettsaurenzusammensetzung dieser
Phospholipidfraktionen in der Leber.

In der Neutrallipidfraktion der Tiere, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten,
waren die Gewichtsprozente der SFA, der einfach ungesattigten Fettsauren
(Monounsaturated Fatty Acids-MUFA), der Omega-6-PUFA (n-6) und der Quotient
von Omega-6-PUFA/Omega-3-PUFA (n-6-PUFA/n-3-PUFA) hoher als bei den
Tieren, die Lachsdl als Diatfett erhielten.

Im Gegensatz dazu hatten die Tiere, deren Diat Lachsol enthielt, in der
Neutrallipidfraktion der Leber hohere Gewichtsprozente an Gesamt-PUFA und an n-
3-PUFA als die Tiere, denen Schweineschmalz als Diatfett gegeben wurde.

In der PE-Fraktion der Leber hatten die Tiere, die Lachsdl als Diatfett erhielten,
hohere Gewichtsprozente an n-3-PUFA und an Gesamt-PUFA als die Tiere, deren
Diat Schweineschmalz enthielt. Bei Futterung von Schweineschmalz waren die
Gewichtsprozente an n-6-PUFA und MUFA und der Quotient von n-6-PUFA/n-3-
PUFA hoher als bei Futterung von Lachsal.

Im Gegensatz zur Neutrallipidfraktion wurden die Gewichtsprozente der SFA nicht
durch die eingesetzten Diatfette beeinflusst.

In der PC-Fraktion der Leber waren bei Verwendung von Schweineschmalz als
Diatfett die Gewichtsprozente an n-6-PUFA der Quotient von n-6-PUFA/n-3-PUFA,
sowie die Gewichtsprozente an Gesamt-PUFA hoher als bei Verwendung von
Lachsadl als Diatfett.
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Die Gruppen, deren Diat Lachsol als Diatfett enthielt, hatten hohere
Gewichtsprozente an MUFA und n-3-PUFA als die Gruppen, deren Diat
Schweineschmalz enthielt. Im Gegensatz zur Neutrallipidfraktion wurden die
Gewichtsprozente der SFA in der PC-Fraktion nicht durch die Art der eingesetzten
Diatfette beeinflusst.



Ergebnisse

58

Tab. 30: Fettsaurenzusammensetzung der Neutrallipidfraktion in der Leber im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Dit]

Gewichtsprozente [g/100 g Fettsdauren]

>SFA' 277+15° 281+22% 292+32% 302+27%® 321+27° 285+23° 292+38% 328+352
C14:0 "*° 0,90 £0,10°  0,90+0,70° 0,84 +0,13° 1,12+0,46% 0,78+0,12° 0,65+0,08° 0,96+0,22° 0,91+0,21°
C16:0 "3 228+1,7°¢ 23,7+1,7° 242+23° 257+23° 272+39° 228+1,9° 253+4,1° 29,3+3,5°
c18:0° 4,03+0,90° 352+1,20° 3,21+1,32°> 3,31+0,79° 4,12+1,49%® 502+0,97% 2,90+0,70° 2,60+0,36°
SMUFA' 31,2+2,2° 326+1,1° 331+53° 299+23° 457+4,6° 426+3,8% 453+27° 447+11°
c16:1' 6,00+0,91° 6,98+1,41% 6,51+1,34°> 589+1,11° 501+0,72" 538+1,23° 581+1,01¢ 564+1,82¢
C18:1 n-9' 26,9 +2,6° 27,7+1,7° 288+56° 265+21° 440+6,4°2 405+4,9% 429+54°2 442 +1,0°
C18:1 n-7 '? 2,60 +1,03° 342+1,19 2098+0,85° 2,82+0,39%® 1,39+219° 1,84+205° 2,15+287° 232+1,05°
C20:1 "23 1,70+0,26° 1,42+0,14° 1,33+0,24° 1,47+0,34° 0,22+0,05° 0,23+0,05° 0,25+0,06° 0,29+0,08°
SPUFA' 279+1,6° 258+3,9% 249+27% 259+382% 12,3+3,9° 16,4 +3,3° 125+29° 115+3,5¢
>n-6-PUFA "3 895+201° 7,02+1,85° 7,13+2,71° 6,09+0,89¢ 154 +6,4° 21,9+4,8% 143+36° 13,0 + 3,9°
C18:2 n-6' 491+0,72° 432+0,69° 4,28+0,65° 4,41+0,66° 6,64+0,88% 6,77+1,72% 793+1,51% 7,69+246°2
C20:2 n-6' 0,11 +0,06° 0,08+0,04¢ 0,06+0,03° 0,07+0,03° 0,51+0,22° 0,64+0,11% 0,63+0,42® 0,46+0,16°
C20:3 n-6' 0,35+0,11%  0,31+0,12® 0,30+0,17% 0,41+0,54% 0,19+0,20° 0,21 +0,06° 0,13+0,06° 0,11 +0,03°
C20:4 n-6'23 1,78 +0,61¢ 1,16 +0,75° 1,25+1,11° 0,71+0,16° 4,01+2,99° 6,63+1,34% 2.81+1,34° 238+0,77°¢
C22:4 n-6' 0,06 £0,01® 0,06+0,01® 0,06+0,01® 0,08+0,01° 0,14 +0,04® 0,19+0,07% 0,15+0,09% 0,17 +0,05°
>n-3-PUFA 206+1,1° 199+3,6% 19,1+1,6° 204+32% 0,79+0,41° 1,45+0,28° 0,87+0,45° 0,69+0,20¢
C20:5 n-3' 531+0,70° 525+0,87% 464+1,01° 498+1,11° 0,14+0,04° 0,16+0,04° 0,18+0,12° 0,12+0,06°
C22:5 n-3'3 458+0,48% 4,34+0,78% 4,11+0,53% 4,87+0,66% 0,13+0,06° 0,22+0,05° 0,19+0,13° 0,09+0,03°
C22:6 n-3' 10,8 +0,9°2 10,3+2,4 10,3+1,7% 10,6+1,7%° 056+0,36° 1,06+0,24° 055+0,21° 0,48+0,16°
n-6-PL11FAln-3- 0,44+0,11% 0,36+0,11¢ 0,37+0,13¢ 0,30 +0,03¢ 20,6 +4,8° 152 +1,5° 18,3+4,8" 18,8 +2,6°
PUFA

PUFA/SFA' 1,00 +0,09° 0,93+0,23° 0,86+0,09° 0,87+0,19° 0,39+0,17° 0,58+0,14¢ 0,44 +0,18° 0,36+0,12°

a,b,c,d,e,f: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E, IE: Internationale Einheiten ; SFA: gesattigte Fettsduren (saturated fatty
acids), MUFA: einfachungesattigte Fettsauren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungeséattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids); n-6: Omega-
6-PUFA; n-3: Omega-3-PUFA
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Tab. 31: Fettsaurenzusammensetzung der Leberphosphatidylethanolaminfraktion im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Gewichtsprozente [g/100 g Fettsduren]

YSFA 37,7+4,8% 351+1,7° 357+44° 359+15° 354+1,3° 343+33°> 351+1,7° 352+1,8°
C14:0 "° 0,81+0,28° 0,79+0,18°> 0,63+0,18° 0,67 £0,19° 0,74+0,17° 0,95+0,14® 0,98+0,29% 0,67 +0,22°
C16:0 184+21° 197+21° 20,3+2,3° 212+17° 215+1,8" 242+282 216+26° 199+3,3°
C18:0 ' 166+2,7% 146+26° 148+41° 141+14° 132+3,9° 916+1,1° 124+3,7° 145+20°
YMUFA 2 217+6,4° 225+44° 204+6,4° 206+25° 30,2+6,2° 37,0+3,92 312+6,7° 257+4,6°
Cc16:1? 412+0,88° 501+1,36% 4,34+1,41° 4,37+0,65° 411+1,11° 590+1,69% 4,30+0,68° 3,21+0,69°
C18:1n-9 23 123+4,7° 12,7+29° 116+41° 116+1,9° 231+6,12 278+25% 226+49% 18,1+3,0°
C18:1 n-7 385+0,36 3,97+0,71 364+113 3,86+0,25 3,49+0,53 363+1,01 4,11+059 3,68+0,46
C20:1 '? 1,04 +0,16% 0,86 +0,11° 0,82+0,15° 0,85+0,14° 0,25+0,09° 0,17 +£0,04° 0,20+0,07° 0,15+0,01°
YPUFA "2 343+81% 355+3,9% 364+29% 369+33% 282+509° 214+52° 276+53° 315+49%®
Yn-6-PUFA "2 10,7+4,1° 9,86+2,00° 11,4+2,7° 10,7+0,8° 21,3+3,9° 171+41° 218+39° 245+41°2
C18:2 n-6 2 554 +1,00° 4,72+0,77° 525+1,13° 537+0,57° 7,46+0,55% 6,94+203% 891+1,51% 8,71+1,49°
C20:2n-6"' 0,14 +0,04¢ 0,11+0,02¢ 0,12+0,03° 0,13+0,03¢ 0,51 +0,15° 0,42+0,29° 0,57 +0,07° 0,65+0,13°
C20:3 n-6 '? 0,92 +0,28% 0,67+0,16° 0,79+0,19° 0,71+0,06® 0,55+0,13° 0,33+0,15° 0,49+0,18° 0,63+0,10°
C20:4 n-6 "3 529+1,00° 4,37+1,23° 466+157° 4,49+0,53° 12,8+34° 944 +261° 119+3,7° 146+2,72
C22:4 n-6 '? 0,16 £0,07° 0,16+0,11° 0,07 +0,01¢ 0,09+0,05¢ 0,40+0,06® 0,28+0,01° 0,29+0,02° 0,34+0,07°
Yn-3-PUFA 234+482 255+27% 249+19% 26,1+32% 663+1,85° 416+1,25° 557+126° 6,61+1,24°
C20:5 n-3' 567+0,61° 6,04+1,60® 6,52+1,23% 6,31+0,48% 0,37 +0,18° 0,32+0,07° 0,33+0,11° 0,21 +0,03°
C22:5n-3" 3,39+0,62% 3,31+0,45° 3,26+0,49% 362+0,33% 0,35+0,11° 0,27 +0,03° 0,45+0,16° 0,59+0,16°
C22:6 n-3' 153+2,4% 162+1,8% 151+1,3% 162+272 591+1,89° 4,14+0,60° 4,93+0,63° 6,01+1,06°
nF;(fj-Il:kllfﬂn% 0,49+0,11° 0,39+0,07° 0,46+0,12° 0,42+0,07° 3,35+0,64% 4,33+0,94° 3,97+0,42% 3,74+0,63°
PUFA/SFA' 1,27 +0,80° 0,99+0,13° 0,99+0,15° 0,98+0,14° 1,30+0,24°> 1,78+0,85% 1,31+0,25°> 1,15+0,29"

a,b,c,d: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; SFA: gesattigte Fettsauren (saturated fatty
acids), MUFA: einfachungesattigte Fettsauren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids), n-3: Omega-
3-PUFA, n-6: Omega-6-PUFA
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Tab. 32: Fettsaurenzusammensetzung der Leberphosphatidylcholinfrakion im ersten Versuch

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E 100 500 3.000 10.000 100 500 3.000 10.000
[IE/kg Diat]

Gewichtsprozente [g/100 g Fettsauren]

YSFA 476+3,82 488+51°2 442+6,7° 463+1,7% 503+72% 455+46° 459+22° 446+1,0°
C14:0 *° 0,33+0,03°* 0,32+0,05° 0,35+0,17° 0,30 +0,05° 0,27+0,07° 0,21+0,03° 0,43+0,11% 0,47 +0,13°
C16:0 ' 249+212 259+29% 241+12% 238+09% 219+42° 1960+21° 20,0+0,9° 18,3+1,2°
C18:0 ' 223+21° 226+3,7° 219+3,0° 222+22° 31,0+7,00 257+27° 255+1,9° 258+1,3°
YMUFA "2 123+26%° 145+182 16,1+91% 119+13° 101+1,7° 914+262° 114+19° 8,63+221°
c16:1’ 1,99+0,28% 2,22+0,392 247+1,48% 1,89+0,27% 0,82+0,53°> 1,07+0,22°> 1,17+0,13* 1,02+0,18°
C18:1n9'’ 7,43+2,10° 8,31+1,222 7,91+0,79% 7,10+0,79° 6,97 +0,97° 6,64+0,75° 7,65+1,58% 566+1,48°
C18:1 n-7 '? 2,83+0,24% 317+1,05% 265+0,61* 221+0,31° 215+0,46° 2,11+0,46° 2,50+0,31° 2,08+0,43"
C20:1 "23 0,79 +0,14% 0,78+0,17% 0,64 +0,08° 0,62+0,11° 0,14+0,04° 0,14+0,03° 0,14 +0,05° 0,12+0,03¢
YPUFA '? 33,0+34° 318+64° 352+43° 375+1,1% 323+75° 391+6,4°% 374+312% 401+1,8?
>n-6-PUFA " 147+16% 136+21¢ 13,8+3,7¢ 14,4 +0,1¢ 284+6,1° 317+52° 317+24°> 344+16°
C18:2n-6° 463+1,03° 4,10+0,47% 4,11+0,75% 3,65+047° 3,98+0,555% 4,12+0,86% 5,10+0,86% 4,81+0,87°
C20:2 n-6 "*° 0,18+0,03¢ 0,16+0,02¢ 0,14+0,03% 0,15+0,02¢ 0,72+0,14° 0,74+0,11° 0,86+0,12° 1,25+0,22°
C20:3n-6 '3 1,14+0,18% 1,10+0,17% 1,04+0,33® 1,07+0,11* 0,43+0,15" 0,53+0,19° 0,62+0,14¢ 0,75+0,11°
C20:4 n-6' 8,91+0,87° 8,26+166° 847+289° 956+041° 237+59° 263+46% 251+28° 275+14°2
C22:4n-6 ' 0,08 +£0,03° 0,07+0,01° 0,07+0,01° 0,08+0,02° 0,26+0,11* 0,31+0,03* 0,22+0,02° 0,28 +0,04 2
¥n-3-PUFA "2 183+30° 181+51° 214+26° 229+132% 363+265" 734+146° 552+1,18° 556+0,32°
C20:5 n-3' 6,31 +1,12° 6,20+1,57* 6,89+1,88*° 6,71+0,72° 0,35+0,32° 0,32+0,54°> 0,25+ 0,14° 0,14 +0,03°
C22:5 n-3' 1,96 +0,55° 1,87+0,57° 2,61+0,97° 2,84+0,41® 0,41+0,14° 0,38+0,04° 0,52+0,12° 0,34 +0,01°
C22:6 n-3 "3 10,2 +2,0° 10,1+36° 119+1,8° 134+11® 5091+0,49° 6,24+1,32° 5,09+1,07° 5,37+0,41¢
n-6-PUFA/n-3-PUFA"® 0,83+0,17° 0,79+0,22° 0,66+0,21° 0,63+006" 513+1,98° 437+052¢ 593+1,07° 6,20+0,36°2
PUFA/SFA? 1,46+0,27% 163+0,53% 1,27+0,23° 1,24+0,07° 1,79+0,79% 123+047° 123+0,14° 1,12+0,07°

a,b,c,d,e,f: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; SFA: gesattigte Fettsauren (saturated fatty
acids); MUFA: einfachungesattigte Fettsauren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids); n-3: Omega-
3-PUFA, n6: Omega-6-PUFA
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3.5.7 Fettsdaurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran

Die Fettsdurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran wurde durch die
eingesetzten Diatfette beeinflusst (Tabelle 33). Der Faktor Vitamin E-Konzentration in
der Diat hatte keine gerichteten Effekte auf die Fettsaurenzusammensetzung der
Erythrozytenmembran.

Bei den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, war die Summe der n-6-
PUFA und der Quotient von n-6-PUFA/n-3-PUFA grol3er als bei den Gruppen, deren
Diat Lachsodl enthielt.

Die Futterung von Lachsdl als Diatfett hatte einen hoheren Anteil an SFA und n-3-
PUFA in der Erythrozytenmembran zur Folge.

Die Gewichtsprozente der MUFA und PUFA und der Quotient von PUFA/SFA in der

Erythrozytenmembran wurden nicht durch die verwendeten Diatfette beeinflusst.
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Tab. 33: Fettsdurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran

Diatfett Lachsol Schweineschmalz

Vitamin E [IE/kg Diat] 100 1.000 10.000 100 1.000 10.000
Gewichtsprozente [g/100 g Fettsauren]

YSFA' 40,8+ 5,6° 435+ 2,6° 40,7 + 3,9° 38,5+ 3,6% 36,8+ 3,2° 385+ 3,7%®
C14:0 1,29 + 0,422 0,82+ 0,14° 1,11 £ 0,332 0,85+ 0,36° 1,29 + 0,722 1,17 £+ 0,532
c16:0 '3 356+ 2,52 357+ 1,12 242+ 30° 291+ 2,3° 30,1+ 0,6° 30,8+ 1,2°
Cc18:0 '3 132+ 1,6° 13,4+ 0,9° 149+ 47° 181+ 4,12 156+ 1,42 158+ 1,1
SMUFA 13,8+ 2,7 151+ 1,2 13,3+ 1,2 14,1+ 41 13,6 + 2,4 132+ 1,2
Cc16:1 "2 2,10+ 0,512 1,69+ 0,22° 1,47 + 0,28° 1,34+ 1,412 1,27 + 1,05% 0,95+ 0,29°
C18:1 n-9' 9,00 + 1,49° 9,90+ 0,90®® 8,91+ 0,79° 11,3+ 2,82 11,3+ 1,62 109+ 1,22
C18:1 n-7 '3 412 + 0,29° 379+ 0,12%® 429+ 0,792 3,60+ 0,80° 3,39 + 0,38" 3,20 + 0,30°
Cc20:1' 0,60 + 0,192 0,71+ 0,112 0,72+ 0,122 0,41 + 0,30° 0,50 + 0,202 0,40 + 0,20°
SPUFA 321+ 1,3 34,4+ 0,9 32,3+ 4,3 335+ 4,9 339+ 3,1 351+ 2,9
>n-6-PUFA' 11,1+ 1,5° 13,3+ 0,7° 12,2+ 1,7° 26,5+ 50° 258+ 3,4° 26,8+ 3,6°
C18:2 n-6 23 340+ 0,31° 3,51+ 0,29° 3,29+ 0,20° 7,20 + 0,80° 7,40+ 0,71° 8,11+ 0,60°
C20:3n-6 '3 0,59 + 0,20° 0,50 + 0,05° 0,60+ 0,11° 0,70+ 0,13° 0,90 + 0,122 0,70 + 0,09°
C20:4 n-6' 8,00 + 1,00° 9,50 + 0,61° 9,50 + 1,50° 215+ 4,432 212+ 29?2 20,8+ 2,72
C22:4 n-6' 0,35+ 0,01° 0,19 + 0,02° 0,21+ 0,11° 1,39+ 0,42° 1,59 + 0,34° 1,43+ 0,29°
Yn-3-PUFA 23 16,8+ 2,6° 19,7 + 1,32 17,4 + 3,3° 2,60 + 0,49° 2,71+ 0,39°¢ 2,79+ 0,49°
C20:5 n-3 "3 9,10 + 1,43" 10,7+ 0,72 9,20 + 1,70° 0,69+ 0,50° 0,47 + 0,27° 0,46 + 0,15°
C22:5n-3 23 2,50 + 0,80° 3,40+ 0,462 3,11+ 0,592 0,62+ 0,22° 0,71+ 0,11°¢ 0,82+ 0,21°
C22:6 n-3' 510+ 0,662 561+ 0,612 510+ 1,102 1,42 + 0,49° 1,22 + 0,24° 1,54 + 0,36°
n-6-PUFA/n-3-PUFA’ 0,67 £ 0,07° 0,68 + 0,05° 0,71 + 0,05° 10,7 + 3,0° 9,81+ 2,152 9,86+ 2,512
PUFA/SFA' 0,80 + 0,11° 0,79 + 0,06° 0,80 + 0,13" 0,88+ 0,142 0,93+ 0,11° 0,92+ 0,102

a,b,c: unterschiedliche hochgestellte Kleinbuchstaben markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen im Mittelwertsvergleich mit Fisher-Test
(p<0,05), 1,2,3: Signifikanz der Faktoren (p<0,05): 1-Fett, 2-Vitamin E, 3-Fett*Vitamin E; IE: Internationale Einheiten; SFA: gesattigte Fettsauren (saturated fatty
acids), MUFA: einfachungesattigte Fettsauren (monounsaturated fatty acids), PUFA: mehrfachungesattigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids), n-3: Omega-

3-PUFA, n6: Omega-6-PUFA
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung hoher Vitamin E-Zulagen auf Parameter
des antioxidativen Schutzsystems und auf Parameter der Lipidperoxidation von
Ratten untersucht werden. Anhand dieser Parameter sollte gepruft werden, ob
prooxidative Effekte sehr hoher Vitamin E-Dosierungen in vivo auftreten konnen.

Da mogliche prooxidative Wirkungen hoher Vitamin E-Zulagen durch ein Diatfett,
welches einen hohen Anteil an PUFA hat, verstarkt werden wurde Lachsdl als ein
Diatfett gewahlt. Lachsol hat einen hohen Anteil an n-3-PUFA, welche sehr
oxidationsempfindlich sind (MALIS et al. 1990, ZSIGMOND et al. 1990, SAITO und
NAKATSUGAWA 1994, CHIANG und TSAI 1995, VALK und HORNSTRA 2000). Als
weiteres Diatfett wurde Schweineschmalz als ein Fett mit einem hohen Anteil an SFA
verwendet. Bei Verwendung von Schweineschmalz ist eine geringere oxidative

Belastung als bei Verwendung von Lachsdl zu erwarten.

Als Versuchstiere dienten wachsende mannliche Sprague-Dawley-Ratten.

Die eingesetzten Vitamin E-Konzentrationen betrugen im ersten Versuch 100, 500,
3.000 und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat und im zweiten Versuch 100, 1.000 und
10.000 IE Vitamin E/kg Diéat.

Die niedrigsten verwendeten Vitamin E-Konzentrationen von 100 IE Vitamin E/kg
Diat deckten den Mindestbedarf an Vitamin E von beiden Diatgruppen. Dieser
Mindestbedarf an Vitamin E wurde entsprechend der Fettsaurenzusammensetzung
der Diatfette nach MUGGLI (1994) errechnet und betrug fur die Gruppen, die mit der
Diat Schweineschmalz erhielten, ca. 15 IE Vitamin E/kg Diat und fur die Gruppen,
deren Diat Lachsdl enthielt, ca. 52 |IE Vitamin E/kg Diat.

In toxikologischen Studien an Ratten wurde als hochste getestete Vitamin E-
Dosierung ohne toxische Effekte ca. 7,5 g Vitamin E/kg Korpergewicht (KGW)
angegeben (KAPPUS und DIPLOCK 1992). Da die Tiere bei den verwendeten
Vitamin E-Zulagen von 10.000 IE Vitamin E/kg Diat ca. 0,8 g Vitamin E/kg KGW'
taglich aufnahmen, konnen toxische Effekte durch die hohen Vitamin E-Zulagen

ausgeschlossen werden.

" bei der Berechnung wurde von einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 20g/Tag/Tier und einem
durchschnittlichen Gewicht der Tiere von 250 g ausgegangen
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Vitamin E wurde als DL-o-Tocopherylacetat zugelegt, da es stabiler als a-Tocopherol

ist.

4.1 Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung der Tiere

Um einen Einfluss der verwendeten Vitamin E-Konzentrationen und der Diatfette auf
die Futteraufnahme zu untersuchen, wurden die Tiere im ersten Versuch ad libitum
gefuttert.

Zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen konnten keine Unterschiede in
der Futteraufnahme und auch nicht in der Gewichtsentwicklung der Ratten
nachgewiesen werden. Bei Futterungsversuchen mit Meerschweinchen (BARJA et
al. 1991) und bei Futterungsversuchen mit Ratten (CHIANG und TSAI 1995)
beeinflussten hohe Vitamin E-Zulagen ebenfalls nicht die Futteraufnahme und auch
nicht die Gewichtsentwicklung der Tiere. Sogar eine Vitamin E-Zulage von 25.000 IE
Vitamin E/kg Diat hatte in einer Studie von YANG und DESAI (1977) keinen Einfluss
auf die Futteraufnahme und die Gewichtsentwicklung mannlicher Sprague-Dawley-
Ratten.

Im zweiten Versuch wurden die Tiere restriktiv gefuttert. Auch im zweiten Versuch
gab es keine Unterschiede in der Gewichtsentwicklung zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen.

4.2  Charakterisierung des antioxidativen Schutzsystems
4.2.1 Vitamin E-Status und —Stoffwechsel

Die Konzentration an a-Tocopherol in verschiedenen Geweben diente in der eigenen
Studie zum einen der Beschreibung des Vitamin E-Status und zum anderen der
Charakterisierung des antioxidativen Schutzsystems der Ratten.

Generell war die Konzentration an o-Tocopherol in den untersuchten Geweben bei
den Tieren, deren Diat Schweineschmalz enthielt, hoher als bei den Tieren, deren
Diat Lachsal als Diatfett enthielt. Die Zufuhr von Lachsdl fuhrt zur Inkorporierung von
n-3-PUFA in die Membran (NALBONE et al. 1989, MALIS et al. 1990, ZSIGMOND et
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al. 1990, PADMANABHAN et al. 1993, KIRCHGESSNER et al. 1994, SAITO und
NAKATSUGAWA 1994, SEN et al. 1997). Aufgrund der hohen Sensitivitat der n-3-
PUFA fur Peroxidationsprozesse entsteht deshalb bei Gabe von n-3-PUFA-reichen
Diatfetten ein erhodhter postabsorptiver Vitamin E-Verbrauch (NALBONE et al. 1989,
MALIS et al. 1990, EDER und KIRCHGESSNER 1994, GUTTERIDGE 1995, VALK
und HORNSTRA 2000).

Weiterhin kommt es im Intestinaltrakt zu Interaktionen zwischen Vitamin E und den
PUFA (IBRAHIM et al. 1997). Als Ursachen dieser Interaktionen werden folgende
Moglichkeiten diskutiert: die PUFA verbessern die Ldslichkeit des Vitamins in der
Mizelle, somit wird der Trennungskoeffizient zwischen Mizelle und Zellmembran
verschoben. Weiterhin ist es moglich, dass die PUFA die Mizelle vergrof3ern und
somit die Diffusionsrate zur Zellmembran verzogern. AuRerdem konnen die PUFA
die negativen Ladungen auf der Mizellenoberflache vermehren und deshalb die
Diffusion zur negativ geladenen Zellmembran erschweren (ELMADFA und
LEITZMANN 1990).

In der vorliegenden Studie stieg erwartungsgemal® die Konzentration an o-
Tocopherol in den untersuchten Geweben mit zunehmender Vitamin E-Konzentration
in der Diat an. Das Ausmal® des Konzentrationsanstieges variierte jedoch in den
verschiedenen Geweben. Wie zu erwarten war, wurden sowohl die hochsten
Konzentrationen an o-Tocopherol, als auch die hochsten Konzentrationsanstiege in
Leber und Fettgewebe gemessen. Es ist bekannt, dass sich a-Tocopherol aufgrund
seines lipophilen Charakters bevorzugt in lipidreichen Geweben wie dem
Abdominalfett anreichert (TOMASSI und SILANO 1996, WANG und QUINN 1999).
Die Leber ist das Hauptspeicher- und Kontrollorgan im Vitamin E-Stoffwechsel
(BURTON 1990, TRABER et al. 1993, CADENAS et al. 1995, MUTAKU et al. 1998,
WANG und QUINN 1999). In der Leber befindet sich sogar ein 30 kDa und ein 14,2
kDa Bindungsprotein fur o-Tocopherol (CHOW 1989, TRABER et al. 1993, DUTTA-
ROY et al. 1993, HUANG und SHAW 1994, GARROW et al. 2000).

Sowohl die Konzentration an a-Tocopherol, als auch der Konzentrationsanstieg an o-
Tocopherol im Plasma, in den LDL und in den Erythrozyten war deutlich geringer als
im Leber- und Fettgewebe. Die Haupttransportfraktion fur Vitamin E im Plasma ist die
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LDL-Fraktion (WANG und QUINN 1999). Nach der Resorption der Tocopherole im
Darm werden die fettloslichen Vitamine in Chylomikronen inkorporiert. Anschlief3end
gelangt das a-Tocopherol uber Chylomikronen-Remnants in die Leber und wird dort
in VLDL inkorporiert. Das VLDL wird wiederum in den Blutkreislauf sezerniert. Dort
findet ein rascher Austausch des o-Tocopherol zwischen den Lipoproteinfraktionen
VLDL, LDL und HDL statt (BURTON 1990, BIESALSKI und GRIMM 1999).

Zwischen dem Plasma und den Erythrozyten findet ebenfalls ein dynamischer
Austausch an o-Tocopherol statt. Die Konzentration an o-Tocopherol in den
Erythrozyten korreliert somit mit dem Plasmaspiegel, ist jedoch deutlich geringer als
im Plasma (LEHMANN 1981, CHOW 1989). In der vorliegenden Studie war die
Konzentration an a-Tocopherol im Plasma ca. um das dreifache hoher als in den
Erythrozyten. In einer Studie von LEHMANN (1981) war die Konzentration an o-
Tocopherol bei unterschiedlichen Vitamin E-Zulagestufen ebenfalls um das doppelte
bis dreifache hoher als in den Erythrozyten.

Als Parameter des Vitamin E-Stoffwechsels wurde die scheinbare Verdaulichkeit von
o-Tocopherol bestimmt. Die Ausscheidung des Vitamin E erfolgt hauptsachlich fakal
als Tocopherylquinon, Tocopherylhydroquinon und deren Polymerisationsprodukte
(ELMADFA und LEITZMANN 1990, TRABER und SIES 1996, GASSMANN 1997,
ESTERBAUER und HAYN 1997). Die endogenen Verluste an Vitamin E Uber die
Galle sind sehr gering, so dass die im Kot nachweisbaren Mengen an o-Tocopherol
aus unvollstandiger Absorption, aus Zellabschilferung und aus der Sekretion von
Mukosazellen stammen (ESTERBAUER und HAYN 1997).

Im vorliegenden Versuch wurde die scheinbare Verdaulichkeit von a-Tocopherol in
der 4. und 8. Versuchswoche bestimmt.

Zwischen den beiden verwendeten Diatfetten bestanden keine Unterschiede in der
scheinbaren Verdaulichkeit von a-Tocopherol. Die Konzentration an a-Tocopherol im
Kot nahm mit steigender Vitamin E-Dosierung in der Diat zu. Die scheinbare
Verdaulichkeit sank demzufolge mit steigender Vitamin E-Zulage ab. Sie lag bei den
Tieren, deren Diat 100 |IE Vitamin E/kg Diat enthielt bei ca. 86 %. LIUZZI et al. (1998)

fanden bei wachsenden Ratten bei einer Zulage an Vitamin E entsprechend den
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Bedarfsempfehlungen des AIN von 27 |E Vitamin E/kg Diat eine scheinbare
Verdaulichkeit von Vitamin E von ca. 90%.

Jedoch war die scheinbare Verdaulichkeit in der vorliegenden Studie mit 70%, bei
einer Vitamin E-Konzentration von 10.000 IE Vitamin E/kg Diat, sehr hoch und lag
somit deutlich Uber den in der Literatur angegebenen Werten. So fanden
SCHMANDKE et al. (1969) beim Menschen bei einer Dosierung von 2.000 mg o-
Tocopherol/kg Diat (entspricht ca. 2980 IE Vitamin E/kg Diéit)2 eine Absorptionsrate
von 55,2%. Von ELMADFA und LEITZMANN (1990) und ESTERBAUER und HAYN
(1997) wird die im Mittel absorbierte Menge an Vitamin E beim Menschen mit 30%
angegeben. Bei hoheren Vitamin E-Zulagen wurde die Absorptionsrate von Vitamin
E bei Ratten mit 20-25 % angegeben (RAJARAM et al. 1974).

4.2.2 Konzentration an Ascorbinsaure (Vitamin C) im Plasma

Im vorliegenden Versuch wurde Vitamin C als weiterer Parameter zur

Charakterisierung des antioxidativen Schutzsystems bestimmt.

Als Vitamin C definiert man Verbindungen des mit dem Ubergang von zwei
Elektronen  verbundenen  Redoxsystems  L-Ascorbinsdure, = Semidehydro-
ascorbinsaure und Dehydroascorbinsaure (MAIANI et al. 1993, GASSMANN 1998).
Vitamin C ist ein hochwirksames wasserlosliches Antioxidans und reagiert direkt mit
Superoxidanionen, Hydroxylradikalen und Lipidhydroperoxiden (BUETTNER 1993,
LIU und LEE 1998).

In vitro regeneriert die Ascorbinsdure das a«-Tocoperol, indem sie das o-
Tocopheroxylradikal reduziert (NIKI 1988, VATASSERY et al. 1989, HALPNER et al.
1998). In vivo-Studien fuhrten jedoch =zu unterschiedlichen und teilweise
widerspruchlichen Ergebnissen. Der ,Vitamin E Spareffekt” von Vitamin C konnte von
einigen Autoren nachgewiesen werden (JACOB et al. 1988, LIU und LEE 1998)
wahrend andere Autoren diesen Effekt in Studien an Meerschweinchen widerlegt
haben (DILLARD et al. 1984, BURTON et al. 1990).

* 1 mg o-Tocopherol entspricht 1,49 IE Vitamin E
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Die Ratte verfugt, im Gegensatz zum Menschen, Uber das Enzym L-Gulonsaure-
gamma-lacton-Oxidase und ist somit in der Lage, Vitamin C zu synthetisieren
(GASSMANN 1998). Die Ascorbat-Eigensynthese der Ratte wird von PAULING
(1986) mit 26-58 mg Vitamin C/kg KGW pro Tag angegeben.

In den eigenen Versuchen war die Konzentration an Ascorbinsaure im Plasma bei
den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, signifikant hoher als bei den
Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt. Aufgrund der hohen Oxidationssensitivitat der
n-3-PUFA im Lachsdl entsteht ein hoherer endogener Vitamin C-Verbrauch (SAITO
und NAKATSUGAWA 1994, MOISON und VAN BEIJERSBERGEN 2001).
Bemerkenswert war, dass die Konzentration an Ascorbinsdure im Plasma der
Gruppen, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, um ca. 22 % (Lachsol)
bzw. 10 % (Schweineschmalz) hoher war als bei den Gruppen, deren Diat 100 bzw.
1.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt. Dieses Ergebnis widerlegt die Hypothese eines
prooxidativen Effektes der hohen Vitamin E-Dosierungen, da bei oxidativem Stref3
ein Absinken der Konzentration an Vitamin C in den Geweben zu erwarten ware. So
beschreiben LIU und LEE (1998) bei Futterung von oxidierten Fetten an
Meerschweinchen ein Absinken der Vitamin C-Konzentration im Plasma.

4.2.3 Aktivitat antioxidativer Enzyme in der Leber bzw. im Plasma

Die Enzymaktivitaten der SOD, der GSH-Px und der Katalase geben Hinweise Uber
das antioxidative Schutzsystem der Ratten, sowie uber mogliche prooxidative Effekte

der verwendeten Diaten.

Superoxiddismutase

Die SOD (EC 1.156.1.1.) katalysiert die Dismutationsreaktion der
Superoxidanionenradikale zu Wasserstoffperoxid (WEISINGER und FRIDOVICH
1973, DE ROSA et al. 1980, MARKLUND 1984, ZIDENBERG-CHERR et al. 1983,
HUU et al. 1984). In der Saugetierleber findet man sowohl eine Mangan-haltige SOD
(Mn-SOD) mit einem Molekulargewicht von 80.000 Dalton, die in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert ist, als auch eine cytosolische Cu-Zn-SOD mit einem
Molekulargewicht von 32.000 Dalton (DE ROSA et al. 1980, ZIDENBERG-CHERR et
al. 1983). Neben diesen beiden Formen existiert noch eine extrazellulare SOD (EC-
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SOD). Die Kupfer-Zink-haltige EC-SOD, ein tetrameres Glykoprotein, wurde in
Saugetierspezies  nachgewiesen (MARKLUND 1984, HALLIWELL und
GUTTERIDGE 1988).

In den eigenen Untersuchungen wurde nur die cytosolische Cu-Zn-SOD in der Leber
erfaldt.

Die Diatfette hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat der SOD. Daraus
lant sich schlullfolgern, dass in der eigenen Studie die verschiedenen Vitamin E-
Zulagen ausreichend waren, um den oxidativen Effekt des verwendeten Lachsols zu
kompensieren. Bei Mausen, die Fischdl und 1.000 IE Vitamin E/kg Diat erhielten,
fanden IBRAHIM et al. (1997) eine geringere Aktivitat der SOD in der Leber als bei
Mausen, die Schweineschmalz als Diatfett erhielten. Mogliche Ursachen fur die
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen dieser Studie und den eigenen Ergebnissen
konnen in der verwendeten Spezies (Ratte vs. Maus), in der Versuchsdauer (8
Wochen vs. 4 Wochen) und in der Zusammensetzung der Diat (10 % Fischdl vs. 8 %
Fischal) begrundet sein.

In der vorliegenden Studie war bei beiden eingesetzten Diatfetten die Aktivitat der
SOD bei den Tieren, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, um 49 %
(Lachsdl) bzw. um 31 % (Schweineschmalz) geringer als bei den Tieren, deren Diat
100 IE Vitamin E/ kg Diat enthielt. Eine exzessive Zufuhr an exogenen Antioxidantien
kann zu einer Suppremierung von endogenen Antioxidantien fuhren (BARJA et al.
1994), denn Vitamin E kann die Bildung von Superoxidanionenradikalen vermindern
(MEHTA et al. 1999). In humanen Endothelzellen der Koronararterien konnte eine
Downregulation der SOD-codierenden Gene durch Vitamin E nachgewiesen werden
(MEHTA und LI 2001).

Der Einfluss von Vitamin E auf die Aktivitat der SOD wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Bei Verwendung von Fischdl als Diatfett und hohen Vitamin E-Zulagen von
1.000 IE Vitamin E/kg Diat konnte ebenfalls am Modelltier Affe (KAASGAARD et al.
1992) und am Modelltier Maus (IBRAHIM et al. 1997) eine geringere Aktivitat der
SOD als bei den Kontrollgruppen nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu fanden PULLA-REDDY und LOKESH (1994), sowie SUAREZ et
al. (1999) bei Ratten, denen Fischdl und eine hohere Dosierung an Vitamin E
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verabreicht wurde, eine hohere Aktivitat der hepatischen SOD als bei den Ratten, die
Fischol und eine niedrige Vitamin E-Dosierung erhielten.

Oxidativer Strel3 kann ebenfalls ein Absinken der Aktivitat der SOD hervorrufen
(SARKAR et al. 1995, IBRAHIM et al. 1997, KINALSKI et al. 1999, GULTEKIN et al.
2001).

Glutathionperoxidase

Die GSH-Px (EC 1.11.1.9.), ein selenhaltiges Enzym, reduziert Wasserstoffperoxid
und organische Hydroperoxide zu Wasser bzw. organischen Hydroxyverbindungen.
GSH ist bei dieser Reaktion der Wasserstoffdonator (O'BRIEN 1988, WENDEL und
JAESCHKE 1988, THOMAS et al. 1990, SALLMANN et al. 1991). Die GSH-PX ist im
Cytosol und in der mitochondrialen Matrix lokalisiert (O'BRIEN 1988, BIESALSKI und
FRANK 1995). Neben der ,klassischen” GSH-Px gibt es noch eine gastrointestinale
Form, eine glykolysierte Form im Plasma und die membranassoziierte Phospholipid-
Hydroperoxid-GSH-Px (PHGSH-Px) (TAKAHASHI et al. 1987, URSINI 1988, CHU et
al. 1993, URSINI et al. 1995). Weiterhin existiert noch eine selenunabhangige GSH-
Px, die kein Wasserstoffperoxid abbaut. Dieses Enzym ist jedoch im Plasma und in
der Leber von Huhn, Kalb und Ratte nicht vorhanden (SCHOLZ et al. 1981).

In der vorliegenden Studie wurde die Aktivitat der selenabhangigen GSH-Px im
Plasma und im Lebercytosol untersucht.

Die eingesetzten Diatfette beeinflussten nicht die Aktivitat der GSH-Px in der Leber.
Auch die Aktivitat der GSH-Px im Plasma wurde nicht durch die Art der eingesetzten
Diatfette beeinflusst. In einem Versuch von ATALAY et al. (2000) fuhrte Fischdl als
Diatfett bei einer Vitamin E-Zulage von 500 mg a-Tocopherol/kg KGW/Tag im
Gegensatz zu Sojadl als Diatfett zu einer Erhdhung der Aktivitat der GSH-Px in der
Leber der Ratte. Die Aktivitatserhohung des Enzyms kompensiert den oxidativen
Effekt des Fischols (ATALAY et al. 2000). Man kann jedoch davon ausgehen, dass in
der eigenen Studie dieser prooxidative Effekt des Lachsdls durch die hohen Vitamin

E-Zulagen mit der Diat ausreichend kompensiert wurde.

Zwischen den Gruppen, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat bzw. 100 IE Vitamin
E/kg Diat enthielt, bestanden bei beiden eingesetzten Diatfetten keine Unterschiede
in der Aktivitat der GSH-Px im Plasma bzw. in der Leber. In Studien an
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Meerschweinchen (CADENAS et al. 1995, ROJAS et al. 1996) zeigte sich ebenfalls
kein Effekt hoherer Vitamin E-Zulagen (1.500 IE Vitamin E/kg Diat) auf die Aktivitat
der hepatischen GSH-Px.

Katalase

Die Katalase (EC 1.11.1.6.) hat eine hohe Substratspezifitat fur \Wasserstoffperoxid
und ist in der Lage, 10° Molekiile Substrat pro Sekunde abzubauen. Das Enzym ist in
den Peroxisomen der Zelle lokalisiert (CHANCE et al. 1979, WEISS und KUMAR
1988, BIESALSKI und FRANK 1995). Das aktive Zentrum der Katalase ist Fe'
Protoporphyrin (CHANCE et al. 1979). Alle 4 Untereinheiten des Molekuls werden
mittels NADPH stabilisiert, um das Enzym vor der oxidierenden Wirkung des
Substrats zu schutzen (GAETANI et al. 1989).

In der eigenen Studie konnten zwischen den beiden eingesetzten Diatfetten keine
Unterschiede in der Aktivitat der Katalase nachgewiesen werden. Man kann
wiederum davon ausgehen, dass die eingesetzten Vitamin E-Zulagen ausreichend
waren, um den prooxidativen Effekt des Lachsdls zu kompensieren. Am Modelltier
Maus wurde ein ahnlicher Befund nachgewiesen (IBRAHIM et al. 1997).

Zwischen den Ratten, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat bzw. 100 IE Vitamin
E/kg Diat enthielt, bestanden ebenfalls bei beiden eingesetzten Diatfetten keine
Unterschiede in der Aktivitat der Katalase. Es ist bekannt, dass die Aktivitat der
Katalase eng mit oxidativem Strel3 korreliert (DE CRAEMER et al. 1994, ATALAY et
al. 2000). Bei induziertem oxidativen Strel3 konnte eine verringerte Aktivitat der
Katalase in Rattenerythrozyten nachgewiesen werden (TRIVEDI et al. 1997).

Der Einfluss von oxidativem Strel3 auf die Aktivitat antioxidativer Enzyme wird in der
Literatur sehr kontrovers diskutiert. In verschiedenen Studien fuhrte oxidativer Strel
zu einer Aktivitatserhohung der antioxidativen Enzyme (AJIT und DARAD 1988,
BOADI et al. 1991, ATALAY et al. 2000). Im Gegensatz dazu konnten andere
Studien bei oxidativem Stref® eine abnehmende Aktivitat der antioxidativen Enzyme
nachweisen (SARKAR et al. 1995, KINALSKI et al. 1999, GULTEKIN et al. 2001).
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In der vorliegenden Studie war lediglich die Aktivitat der SOD bei den Tieren, deren
Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, geringer als bei den Kontrollgruppen (100
IE Vitamin E/kg Diat). Zwischen den Tieren, die mit der Diat 10.000 IE Vitamin E/kg
Diat erhielten, und den Tieren, welche 100 IE Vitamin E/kg Diat erhielten, bestanden
keine Unterschiede in der Aktivitat der GSH-Px bzw. der Katalase. Somit ergeben die
Ergebnisse der Enzymaktivitaten der antioxidativen Enzyme in der Leber bzw. im
Plasma keinen direkten Hinweis auf eine prooxidative Wirkung der hohen Vitamin E-
Zulagen.

4.2.4 Konzentration an Glutathion in der Leber

Die Konzentration an GSH ist ein weiterer Parameter zur Charakterisierung des
antioxidativen Schutzsystems in der Leber.

GSH ist ein schwefelhaltiges Tripeptid, welches endogen aus den Aminosauren
Glutaminsaure, Cystein und Glycin in der Leber mit Hilfe der Enzyme y-
Glutamylcystein-Synthetase und GSH-Synthetase synthetisiert wird (WENDEL und
JAESCHKE 1988, BRAY und TAYLOR 1993, MEISTER 1994, MALMEZAT et al.
2000). GSH ist das Substrat fur die GSH-Px. Bei der Reduktion der Hydroperoxide
wird das GSH oxidiert und es entsteht GSSG, welches mit Hilfe der NADPH-
abhangigen Glutathionreduktase wieder zu GSH regeneriert wird (BRAY und
TAYLOR 1993, MEISTER 1994, KINALSKI et al. 1999, MALMEZAT et al. 2000).
GSH kann auch direkt mit freien Radikalen reagieren und ist weiterhin befahigt, das
Tocopheroxylradikal zu reduzieren und somit Vitamin E zu regenerieren (BURTON
1990, BRAY und TAYLOR 1993, PALAMANDA und KEHRER 1993, MEISTER 1994,
KINALSKI et al. 1999).

In den eigenen Versuchen hatten die Diatfette einen signifikanten Einfluss auf die
Konzentration an GSH in der Leber. Die Konzentration an GSH war bei den Tieren,
deren Diat Lachsdl enthielt, hGher als bei den Tieren, deren Diat Schweineschmalz
enthielt. Die hohere Konzentration an GSH ist eine Folge der Adaptation an den
durch das Fischdl induzierten oxidativen Strel3 (IBRAHIM et al. 1997). Der oxidative
Strel wird durch den hohen Gehalt an oxidationssensitiven n-3-PUFA, die sich bei

Fatterung von Fischdl in den Geweben anreichern, ausgelost. Weiterhin induziert
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Fischol die peroxisomale R-Oxidation, deren Reaktionsprodukt unter anderem
Wasserstoffperoxid ist (ATALAY et al. 2000), welches den oxidativen Effekt des
LachsOls intensiviert. Im Gegensatz dazu fanden SAITO und NAKATSUGAWA
(1994) an Ratten bei Futterung von Lachsol eine geringere Konzentration an GSH

als bei Futterung von Schweineschmalz.

In der vorliegenden Studie hatten die Vitamin E-Zulagen in der Diat nur auf die GSH-
Konzentration der Gruppen einen Einfluss, deren Diat Lachsdl enthielt. Bei den
Tieren, deren Diat 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, war die Konzentration an
GSH um 15 % geringer als bei den Gruppen, deren Diat 100 IE Vitamin E/kg Diat
enthielt. Die hohen Vitamin E-Supplementierungen konnten zu einer reduzierten
Synthese an GSH und somit zu einer ,GSH-Sparwirkung® fihren (CHO und CHOI
1994). Weiterhin fuhrt auch oxidativer Strel, infolge eines hoheren Verbrauchs an
GSH, zu einer geringeren Konzentration an GSH (KUMAR und DARAD 1988,
SARKAR et al. 1995, KINALSKI et al. 1999, ALEYNIK et al. 1999).

Da im vorliegenden Versuch jedoch kein Effekt der verwendeten hohen Vitamin E-
Zulagen auf die Aktivitat der GSH-Px vorlag, kann man davon ausgehen, dass die
geringere Konzentration an GSH nicht auf einen prooxidativen Effekt der hohen
Vitamin E-Zulagen in der Diat, sondern auf den von CHO und CHOI (1994)

erwahnten ,Spareffekt” zurickzufuhren ist.

4.2.5 Lag-Time nach Kupfer-induzierter Oxidation der Lipoproteine geringer Dichte

und maximale Konzentration an konjugierten Dienen

Im vorliegenden Versuch wurde die in vitro-Oxidationsempfindlichkeit der LDL nach
Kupfer-induzierter Oxidation betrachtet. Die Lag-Time und die maximale
Konzentration an konjugierten Dienen wurden als Parameter zur Charakterisierung
des antioxidativen Schutzsystems ermittelt. Die Lag-Time ermdglicht auRerdem eine
Beurteilung der  Empfindlichkeit der LDL gegenuber in  vitro-Lipid-

peroxidationsprozessen.

Bei der Lipidperoxidation werden die PUFA in den LDL abgebaut und es bilden sich
Lipidhydroperoxide mit konjugierten Doppelbindungen (konjugierte Diene) und
Aldehyde (DIEBER-ROTHENEDER et al. 1991). Die in den LDL gebildeten



Diskussion 74

Peroxidationsprodukte konnen mit den Aminosaurenseitenketten des Apoprotein B
im LDL reagieren und somit neue Epitope von LDL bilden (PANIANGVATI et al.
1995, TRABER und SIES 1996). Dieses oxidativ modifizierte LDL fordert auf
unterschiedliche Weise atherosklerotische Prozesse. Die oxidative Modifizierung des
LDL am Apo B 100 Protein erhoht die LDL Aufnahme durch Makrophagen und kann
zur Bildung von atherosklerotischen Plaques fuhren (ESTERBAUER et al. 1992,
STEINBRECHER et al. 1997). Weiterhin hat oxidiertes LDL chemotaktische und
cytotoxische Eigenschaften (STEINBERG et al. 1989).

Die Oxidation der LDL findet in drei Phasen statt: In der ersten, der sogenannten
Lag-Phase oder Lag-Time, werden die endogenen Antioxidantien in den LDL
verbraucht und es findet noch keine oder nur eine geringe Lipidperoxidation statt. Die
Lag-Time ist somit zum einem ein Mal} fur die ,Versorgung“ der LDL mit lipophilen
Antioxidantien und gibt zum anderem Aufschluld Uber die Empfindlichkeit der LDL
gegenuber der in vitro-Lipidperoxidation.

Nachdem die endogenen lipophilen Antioxidantien verbraucht wurden, steigt in der
Propagationsphase der Gehalt an Lipidhydroperoxiden mit konjugierter Dienstruktur
in den LDL stark an. In der dritten sogenannten Dekompensationsphase sinkt der
Gehalt an konjugierten Dienen (ESTERBAUER et al. 1989 b, ESTERBAUER et al.
1993).

In der eigenen Studie wurde die Lag-Time der LDL durch die Art der eingesetzten
Diatfette beeinflusst. Bei Verwendung von Schweineschmalz als Diatfett war die Lag-
Time der LDL nach Kupfer-induzierter Oxidation ca. doppelt so lang wie bei
Verwendung von Lachsol. Die Verwendung von Fischdl als Diatfett fuhrt zu einer
erhohten Einlagerung von oxidationsempfindlichen n-3-PUFA in die LDL und somit
zu einer erhohten Empfindlichkeit der LDL gegenuber der Lipidperoxidation
(HARATS et al. 1991, SUZUKAWA et al. 1995, RAMIREZ et al. 1998). Bei Fltterung
von Fischodl an Ratten konnte neben der erhdhten in vitro-Oxidationsempfindlichkeit
der LDL auch eine gesteigerte Konzentration an TBARS in den LDL und im Plasma
nachgewiesen werden (SUZUKAWA et al. 1995).

Der Effekt von Fischdl auf die Lag-Time der LDL ist jedoch dosisabhangig. In einer
Humanstudie von HIGGINS et al. (2000) fuhrte eine geringe Zufuhr an Fischdl von
0,9 g/Tag zu keiner Steigerung der Oxidationsempfindlichkeit der LDL.
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Die Vitamin E-Konzentrationen in der Diat hatten keinen signifikanten Effekt auf die
Lag-Time. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass in der eigenen Studie bereits eine
Vitamin E-Zulage von 100 IE Vitamin E/kg Diat ausreichte, um die LDL vor erhohter
Lipidperoxidation durch die Verwendung von hochungesattigten Fettsauren zu
schutzen. Es ist bekannt, dass die Vitamin E-Konzentration in den LDL positiv mit der
Lag-Time korreliert (DIEBER-ROTHENEDER et al. 1991, BAKALOVA et al. 1996,
KONTUSH et al. 1996). In einem Futterungsversuch von KEANEY et al. (1994) an
Kaninchen resultierte aus einer Erhohung der Vitamin E-Zulage von 1.000 IE Vitamin
E/kg Diat auf 10.000 IE Vitamin E/kg Diat eine deutlich verlangerte Lag-Time.

Die maximale Konzentration an konjugierten Dienen wurde in der vorliegenden
Studie weder durch die verschiedenen Diatfette noch durch die verschiedenen
Vitamin E-Konzentrationen in der Diat beeinflusst. Es ware jedoch zu erwarten
gewesen, dass bei Verwendung von Lachsdl hohere Konzentrationen an
konjugierten Dienen nachweisbar sind. Man kann wiederum davon ausgehen, dass
die Vitamin E-Konzentrationen von 100 IE Vitamin E/kg Diat bereits ausreichend
waren, um die LDL vor der erhdhten Lipidperoxidation bei Verwendung von Lachsol

zu schiutzen.

Die eigenen Resultate ergaben keinen Hinweis auf einen prooxidativen Effekt der
hohen Vitamin E-Zulagen auf die LDL-Fraktion.

4.3 Parameter der Lipidperoxidation

Die Bestimmung von Parametern der Lipidperoxidation in vivo erweist sich als
schwierig. Zum einen ist die Anreicherung von Markern der Lipidperoxidation im Blut
gering, denn die in vivo-Lipidperoxidation findet nur in begrenzten Abschnitten in der
Zelle statt (ESTERBAUER 1996). Weiterhin werden viele der
Lipidperoxidationsprodukte schnell detoxifiziert und metabolisiert, so dass erhohte
Konzentrationen an Lipidperoxidationsprodukten oft nur fur kurze Zeit und erst nach
starker oxidativer Belastung im Organismus vorkommen. So enthalten die Zellen und
Korperflussigkeiten von gesunden Individuen oft nur sehr geringe Konzentrationen
an Lipidperoxidationsprodukten. Aufgrund dieser Fakten ist es schwierig, geeignete
Parameter zur Bestimmung der Lipidperoxidation zu finden (ESTERBAUER 1996). In
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der eigenen Studie wurde als ein in vitro Parameter der Lipidperoxidation die
Konzentration an TBARS in Leber und Plasma verwendet. Als ein in vivo Parameter
der Lipidperoxidation diente die Konzentration an 7-3-OH-Cholesterol in der Leber.

4.3.1 Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen in Leber und Plasma

Im vorliegenden Versuch wurde die Konzentration an MDA mittels des TBA-Testes in
Leber und Plasma als ein in vitro-Parameter der Lipidperoxidation gemessen.

Eines der wesentlichen Produkte, die als TBARS gemessen werden, ist das MDA,
welches als ein sekundares Lipidperoxidationsprodukt bei der Defragmentation von
PUFA mit mehr als 2 oder 3 Doppelbindungen entsteht (DRAPER et al. 1986,
DAVIES und GOLDBERG 1987, MORSEL und MEUSEL 1990, DIAZ-VELEZ et al.
1996). Aufgrund seiner hohen Reaktivitat kann MDA mit Proteinen, Nukleinsauren,
Phospholipiden und der DNA reagieren (SUMMERFIELD und TAPPEL 1984,
DRAPER et al. 1986, DRAPER et al. 1988).

Die Bestimmung der TBARS wird in der Literatur jedoch sehr kontrovers diskutiert.
So werden die meisten Aldehyde, die mit dem Test ermittelt werden, erst wahrend
des Reaktionsansatzes gebildet (DRAPER et al. 1986, GUTTERIDGE und
HALLIWELL 1990, TATUM et al. 1990). AuBerdem ist die Methode relativ
unspezifisch, da auch Gallenpigmente, Aminosauren und Kohlenhydrate im Plasma
mit der TBA reagieren und Chromogene bilden konnen (GUTTERIDGE und
HALLIWELL 1990, ESTERBAUER 1996). Die TBARS sind somit lediglich ein
Indikator fur die Peroxidationsneigung von Gewebeproben in vitro unter den
gegebenen Bedingungen des TBA-Testes (BUCKINGHAM 1985, STANGL et al.
2000).

In den eigenen Untersuchungen war die Konzentration an TBARS im Plasma der
Tiere, deren Diat Lachsdl enthielt, erwartungsgemal signifikant hoher als im Plasma
der Tiere, deren Diat Schweineschmalz enthielt. In der Gruppe, deren Diat Lachsoal
und 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, war auch die Konzentration an TBARS in der
Leber am hochsten. Diese erhohte Konzentration an TBARS ist ein Hinweis auf eine
erhohte Sensitivitdt der hepatischen Lipidstrukturen gegenuber peroxidativen
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Prozessen (STANGL et al. 2000). Es konnte bereits mehrfach in
Futterungsversuchen an Mausen bzw. Ratten nachgewiesen werden, dass der
Einsatz von Fischdl als Diatfett zu erhohten Konzentrationen an TBARS in
verschiedenen Geweben fuhrt (DRAPER et al. 1986, SAITO und NAKATSUGAWA
1994, SUZUKAWA et al. 1995, IBRAHIM et al. 1997, STANGL et al. 2000). Die
Ursache liegt in der erhohten Bildung von MDA aufgrund der hohen
Peroxidationsneigung der n-3-PUFA aus dem Fischdl (KINALSKI et al. 1999). Man
kann jedoch davon ausgehen, dass die Induktion der peroxidativen Prozesse von der
Dosierung des Fischols abhangig ist. In einer Studie von ANDO et al. (2000) am
Modelltier Ratte fuhrte eine Zulage von 50 g Fischol/kg Diat nicht zu einer
Induzierung der Bildung von TBARS.

Wie zu erwarten, war die Konzentration an TBARS bei den Tieren, deren Diat
Lachsol und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, im Plasma um ca. 57% und in der
Leber um ca. 30 % geringer als bei den Ratten, die 100 IE Vitamin E/kg Diat
erhielten. Hohe Vitamin E Zulagen reduzieren bei Futterung von Lachsdl aufgrund
ihrer antioxidativen Wirkung die Bildung von TBARS (BUCKINGHAM 1985, HARATS
et al. 1991, IBRAHIM et al. 1997, SUAREZ et al. 1999, GULTEKIN et al. 2001).

Bei Futterung von Schweineschmalz als Diatfett hatten jedoch die Vitamin E-
Konzentrationen in der Diat keine signifikanten Effekte auf die Konzentration an
TBARS. Die Ursache liegt darin, dass Schweineschmalz weniger oxidationssensitiv
ist und somit bei Verwendung von Schweineschmalz als Diatfett geringere Mengen
an TBARS gebildet werden (IBRAHIM et al. 1997).

Bei oxidativem Strel3 wurde ein Konzentrationsanstieg der TBARS in verschiedenen
Geweben nachgewiesen (STEIN et al. 1996, STANGL et al. 2000). Im vorliegenden
Versuch verringerten jedoch die hohen Vitamin E-Zulagen sogar die Bildung von
TBARS. Somit deuten die Ergebnisse der TBARS in Leber und Plasma dieser Studie
nicht auf einen prooxidativen Effekt der hohen Vitamin E-Zulagen hin.

4.3.2 Konzentration an 7-3-Hydroxycholesterol in der Leber

Als ein in vivo-Marker der Lipidperoxidation wurde in der vorliegenden Studie die
Konzentration des Oxysterols 7-3-OH-Cholesterol in der Leber untersucht.
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Oxysterole werden durch die Cholesterinoxidation enzymatisch uber das P-450-
System der Leber und nichtenzymatisch durch freie Radikale gebildet (BREUER und
BJORKHEM 1995, LINSEISEN und WOLFRAM 1998). Das Cholesterinmolekil wird
an der Position C4 oder C7 oxidativ modifiziert. Durch die Abstraktion eines
Wasserstoffmoleklls an der Position C7 entstehen die epimeren Hydroperoxide 7-o-
OH-Cholesterol und 7-R-OH-Cholesterol (PANIANGVATI et al. 1995, CARUSO et al.
1996). Das Epimer 7-B-OH-Cholesterol wird als bevorzugter Marker fur die
Lipidperoxidation verwendet, denn der Uberwiegende Teil des 7-R-OH-Cholesterol ist
nichtenzymatischen Ursprungs und entstammt somit direkt der Lipidperoxidation
(SALONEN et al. 1997). Weiterhin konnte in der Ratte 7-R-OH-Cholesterol endogen
durch oxidativen Strel erzeugt werden (BREUER und BJORKHEM 1995).

In der eigenen Studie wurde die Konzentration an 7-R-OH-Cholesterol signifikant
durch die Art des verwendeten Diatfettes beeinflusst. Die Ratten, deren Diat Lachsol
enthielt, hatten hohere Konzentrationen an 7-3-OH-Cholesterol in der Leber als die
Ratten, deren Diat Schweineschmalz enthielt. Die Anreicherung von PUFA in den
Geweben, welche auf die Futterung von Fischdl zuruckzufuhren ist, fuhrt zu einer
erhohten Oxidationsempfindlichkeit der Lipide (HU et al. 1989, CHO und CHOI
1994). In vitro konnte nachgewiesen werden, dass in Membranlipiden die
Peroxidation von PUFA zu einer oxidativen Bildung von Oxysterolen fuhrt (TERAO et
al. 1985, SEVANIAN und MC LEOD 1987).

Weiterhin hatten in der eigenen Studie die Vitamin E-Zulagen mit der Diat einen
signifikanten Effekt auf die Konzentration an 7-R-OH-Cholesterol. Bei beiden
Diatfetten fuhrte eine Erhohung der Vitamin E-Konzentration auf 10.000 IE Vitamin
E/kg Diat zu einer um 54 % (Lachsol) bzw. um 50 % (Schweineschmalz) geringeren
Konzentration an 7-R3-OH-Cholesterol.

An Zellkulturen konnte festgestellt werden dass der oxidative Strel3, welcher durch
Oxysterole induziert wird, durch a-Tocopherol vermindert werden kann (WILSON et
al. 1997, CANTWELL und DEVERY 1998, MC CLUSKEY et al. 1999). In einer
Humanstudie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass durch eine Supplementierung
mit Antioxidantien (o-Tocopherol und Carotinoiden) die Bildung von Oxysterolen in
den LDL verringert wurde (LINSEISEN et al. 1998, DGE INFO 5/99). Im Gegensatz
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dazu fanden ZHOU et al. (1995) keinen Effekt von a-Tocopherol auf die Bildung von

Oxysterolen in vitro.

In der vorliegenden Studie ergibt der Marker der in vivo Lipidperoxidation 7-R-OH-
Cholesterol keinen Hinweis auf einen prooxidativen Effekt der hohen Vitamin E-
Zulagen. Die hohen Vitamin E-Konzentrationen verringerten sogar die prooxidativen
Effekte des Lachsoals.

4.3.3 Fettsaurenzusammensetzung der Neutrallipid-, Phosphatidylethanolamin- und
Phosphatidylcholinfraktion der Leber

In der eigenen Studie diente die Bestimmung der Fettsdurenzusammensetzung der
Leberphospholipidfraktionen zur Abschatzung moglicher prooxidativer Effekte der
hohen Vitamin E-Zulagen.

Vitamin E moduliert die Struktur biologischer Membranen, indem es die Peroxidation
von ungesattigten Fettsdureresten der Membranphospholipide hemmt und somit zum
Schutz der Membranfluiditat und der Membranfunktion beitragt (GIASUDDIN und
DIPLOCK 1981, KAPPUS und DIPLOCK 1992, VALK und HORNSTRA 2000).
AuRBerdem hat Vitamin E  membranstabilisierende  Effekte  aufgrund
physikochemischer Interaktionen der o-Tocopherolseitenketten mit den
Phospholipidfettsaurenseitenketten (GIASUDDIN und DIPLOCK 1981, BUETTNER
1993, WANG und QUINN 1999).

Wie zu erwarten war, wurde im vorliegenden Versuch die
Fettsaurenzusammensetzung der Phospholipidfraktionen signifikant durch die Art der
eingesetzten Diatfette beeinflusst. Die Futterung von Lachsdl fuhrte zu hoheren
Gewichtsprozenten an n-3-PUFA, geringeren Gewichtsprozenten an n-6-PUFA und
demzufolge zu einem geringeren Quotienten von n-6-PUFA/n-3-PUFA als die
Futterung von Schweineschmalz. Bei Futterung von Fischol werden die n-6-PUFA in
hepatischen Phospholipiden durch n-3-PUFA ersetzt (IRITANI et al. 1988, MALIS et
al. 1990, YEO und HOLUB 1990, CHRISTIANSEN et al. 1991, DAGNELIE et al.
1993, NIOT et al. 1994, SAITO und NAKATSUGAWA 1994, SEN et al. 1997). Da die
Fettsaurenzusammensetzung der Membranen sehr sensitiv gegenuber diatetischer

Manipulation (ZSIGMOND et al. 1990) ist, wird bevorzugt Docosahexaensaure in die
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Membranen eingelagert (NIOT et al. 1994). Docosahexaensaure (C22:6 n-3) kommt
in der vorliegenden Studie im Lachsodl in einer Konzentration von ca. 9g/100g

Fettsauren vor.

Die Vitamin E-Konzentrationen in der Diat hatten im vorliegenden Versuch keine
gerichteten Effekte auf die Fettsaurenzusammensetzung der Phospholipidfraktionen
der Leber. Die Gewichtsprozente der Gesamt-PUFA und die Gewichtsprozente der
Arachidonsaure (C20:4) und der Docosahexaensaure (C22:6), die sehr sensitiv
gegenuber Lipidperoxidationsprozessen sind (SAITO und NAKATSUGAWA 1994,
ZANETTI! und CATALA 2000), wurden durch die verschiedenen Vitamin E-Zulagen in
der Diat nicht beeinflusst. An Rattenlebermitochondrien (MAY und MC CAY 1968)
und an Rattenerythrozyten (KAMEDA et al. 1985) konnte gezeigt werden, dass
induzierter oxidativer Stref3 zu einem Verlust an Arachidonsaure fuhrt. Auch fur die
Gesamt-PUFA konnte bei oxidativen Prozessen ein Verlust an PUFA in den
Membranen nachgewiesen werden (KONTUSH et al. 1996). Da diese beschriebenen
Prozesse in der eigenen Studie nicht nachgewiesen werden konnten, liegt
ausgehend von der Fettsaurenzusammensetzung der Leberphospholipide kein

Hinweis auf prooxidative Wirkungen der hohen Vitamin E-Zulagen vor.

4.4 Einfluss der Vitamin E-Zulagen und der Diatfette auf die Hamolyseneigung der
Erythrozyten

Erythrozyten sind aufgrund des hohen Sauerstoffgehalts und des hohen Anteils an
Hb besonders empfindlich gegenuber oxidativem Strel3. Hb stellt, mit einem Anteil
von 95 % am loslichen Protein in den Erythrozyten, ein Haupttarget fur oxidativen
Strel® dar (DAVIES 1988). In humanen Erythrozyten werden taglich etwa 3 % des
gesamten Hb zu Methamoglobin (MetHb) oxidiert (BARTOSZ 1990). Bei dieser
Reaktion entstehen neben Superoxidanionenradikalen reversible und irreversible
Hemichrome (JAROLIM et al. 1990, GIULIVI et al. 1994). Die
Superoxidanionenradikale reagieren zu Wasserstoffperoxid und reaktiven
Hydroxylradikalen, wobei das Eisen in den Erythrozyten als Katalysator wirkt
(HALLIWELL 1994, GIULIVI et al. 1994). Die irreversiblen Hemichrome bilden
sogenannte ,Heinz-Korper®, binden an die Erythrozytenmembran und fuhren unter

anderem zur Lipidperoxidation, zur Beeinflussung von Membraninteraktionen und zu
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einer gesteigerten Hamolyse (JACOB et al. 1968, PAYNTER und MARTIN 1980,
FLYNN et al. 1983, REINHART et al. 1986, JAROLIM et al. 1990). Die Erythrozyten
werden weiterhin aus dem Plasma mit freien Radikalen konfrontiert (BARTOSZ
1990). Im Plasma entstandene Superoxidanionenradikale und Wasserstoffperoxid
konnen die Erythrozytenmembran durch Anionenkanale passieren (HALLIWELL und
GUTTERIDGE 1988, GUTTERIDGE und HALLIWELL 1990) Somit dienen die
Erythrozyten als ,Auffangbecken® fur freie Radikale aus dem Plasma. Aufgrund der
genannten Mechanismen haben Erythrozyten eine hohe antioxidative Kapazitat
(HALLIWELL und GUTTERIDGE 1988, GUTTERIDGE und HALLIWELL 1990,
GIULIVI et al. 1994).

Das wichtigste lipidisliche kettenbrechende Antioxidans in der
Erythrozytenmembran ist o-Tocopherol (BURTON et al. 1983). Das o-Tocopherol
kann die Erythrozyten effektiv vor der, durch die Autoxidation des Hamoglobins
induzierten, Peroxidation schutzen (PAYNTER und MARTIN 1980, CHIU et al. 1997).
Die Erythrozytenmembran besitzt spezifische Bindungsstellen fur o-Tocopherol
(WALLAT 1986, TOMASSI und SILANO 1996). Das a-Tocopherol ist in sogenannten
Clustern in der hydrophoben Zone der Lipiddoppelschicht der Erythrozytenmembran
lokalisiert (BONINA et al. 1996). Durch die physiko-chemischen Interaktionen
zwischen den Phytylseitenketten des o-Tocopherol mit den Fettsaurenseitenketten
der PUFA der Phospholipide wirkt o-Tocopherol auf’erdem membranstabilisierend
(DIPLOCK und LUCY 1973, PATERSON et al. 1994).

Weiterhin ist o-Tocopherol Uber die o6-Aminolavulinsduredehydratase an der
Regulation der Hamoglobinbiosynthese beteiligt (WANG und QUINN 1999). Die
hamatologische Manifestation eines Vitamin E-Mangels auf3ert sich in hamolytischen
Anamien und in einer gestorten Erythropoese, wobei beim Menschen und bei der
Ratte die Anamie dominiert (PATERSON et al. 1994).

4.41 Osmotische Hamolyseresistenz der Erythrozyten in hypotonen Kochsalz-

[6sungen

Die Messung der Hb-Freisetzung in hypotonen NaCl-Lésungen (osmotischer
Hamolysetest) ist ein sensibler, aber unspezifischer Parameter fur die Beurteilung
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der Stabilitat der Erythrozytenmembran (BUCKINGHAM 1985, EDER und
KIRCHGESSNER 1997). Der osmotische Hamolysetest wird weiterhin als ein
funktioneller Marker zur Beurteilung des Vitamin E-Status herangezogen (ELMADFA
und LEITZMANN 1990, MORISSEY und SHEEHY 1990, KAPPUS und DIPLOCK
1992). So fuhrt ein Vitamin E-Mangel in zahlreichen Studien zu einer erhdhten
Hamolyseempfindlichkeit der Erythrozyten (PAYNTER und MARTIN 1980, VAN-
ZOEREN-GROBEN et al. 1998, SCHINELLA et al. 1999).

In der eigenen Studie bestand hinsichtlich der osmotischen Hamolyseresistenz der
Erythrozyten eine deutliche Interaktion der Faktoren Diatfett und Vitamin E-
Dosierung in der Diat. Diese Interaktion konnte jedoch, aufgrund der hohen
Standardabweichungen, nicht fur alle NaCl-Konzentrationen statistisch gesichert
werden.

Bei gleichzeitiger Futterung von Lachsdl und einer Vitamin E-Zulage von 10.000 IE
Vitamin E/kg Diat stieg der Anteil der hamolysierten Erythrozyten um 42 % (0,38 %
NaCl), um 36 % (0,405 % NacCl), um 73 % (0,43 % NaCl) und sogar um 142 %
(0,455 % NaCl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lachsol, 100 IE Vitamin E/kg Diat).
Im Gegensatz dazu fuhrte eine hohe Vitamin E-Zulage bei gleichzeitiger Futterung
von Schweineschmalz zu keiner gesteigerten in vitro-Hamolyse.

Es ist bekannt, dass die Erythrozytenmembran bei Gabe von Lachsdl sehr sensitiv
gegenuber der Vitamin E-Zulage mit der Diat ist (SUAREZ et al. 1999).
Moglicherweise ist diese erhOhte Sensitivitat der Erythrozytenmembran bei Gabe von
Lachsdl eine Ursache fur die erhdohte Hamolyseneigung der Erythrozyten bei
gleichzeitiger Verwendung von sehr hohen Vitamin E-Konzentrationen. KEN et al.
(1998) fanden an isolierten Rattenerythrozyten nach Gabe von Lachsdl und
gleichzeitigem induziertem oxidativen Strel3 durch Eisen ebenfalls eine verminderte
Hamolyseresistenz. Die verminderte Hamolyseresistenz hat ihre Ursache in der
Anreicherung von oxidationssensitiven hochungesattigten Fettsauren in der
Erythrozytenmembran bei Gabe von Lachsol (HAGVE et al. 1993, KIRCHGESSNER
et al. 1994, PALOZZA et al. 1996).

Eine Korrelation zwischen hohen PUFA/SFA-Quotienten und erhOhter
Hamolyseneigung der Erythrozyten wurde von ELMADFA und HAMMER (1982)
erwahnt. In der eigenen Studie betrug der PUFA/SFA-Quotient des Lachsols 1,1; der
PUFA/SFA-Quotient des Schweineschmalz betrug jedoch lediglich 0,27.



Diskussion 83

Bei einer Studie an Ratten mit 25.000 IE Vitamin E/kg Diat und gleichzeitiger
Verwendung von 10 % Weizenkeimdl konnte jedoch, im Gegensatz zu der eigenen
Studie, keine erhohte Hamolyseneigung der Erythrozyten nachgewiesen werden
(YANG und DESAI 1977). Die Ursache fur die Diskrepanz der eigenen Ergebnisse
mit dieser Studie liegt moglicherweise in der Art des verwendeten Diatfettes (10 %
Lachsdl vs. 10 % Weizenkeimdl) und in der Dauer des Versuches (2 Monate vs. 16
Monate). Weizenkeimdl und Lachsol unterscheiden sich stark in ihren
Fettsaurenspektren (n-3-PUFA-reiches Lachsol vs. n-6-PUFA-reiches Weizen-
keimal).

Eine geringe Zufuhr an Fischdl (6 g/Tag) hatte in einer Humanstudie, bei einer
bedarfsdeckenden Zufuhr an Vitamin E, keine erhohte Hamolyseneigung der
Erythrozyten zur Folge (MABILE et al. 2001). Diese Dosierung entspricht einer
Aufnahme an Lachsol von lediglich 0,1 g/kg KGW, wahrend in der eigenen Studie die
Tiere 8 g Lachsdl/kg KGW aufnahmen.

Die eigenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gleichzeitige Verwendung von
Lachsol und sehr hohen Vitamin E-Zulagen die Hamolyseneigung der Erythrozyten
erhoht. Da jedoch die osmotische Hamolyseresistenz in vitro ein unspezifischer
Parameter ist, wurde weiterhin die Hamolyse in vivo mittels der Hamolysemarker im

Plasma untersucht.

4.4.2 Hamolysemarker im Plasma

Im vorliegenden Versuch wurden zur Charakterisierung der Hamolyseneigung in vivo
die Konzentration an freiem Hb, die Aktivitat der sauren Phosphatase und der LDH

sowie die Hp-Bindungskapazitat im Plasma ermittelt.

Bei der Hamolyse kommt es zum erhohten Austritt von freiem Hb, der sauren
Phosphatase und der LDH aus den Erythrozyten in das Plasma (KRAUS et al. 1997).
Das Enzym LDH ist ein ubiquitar vorkommendes Enzym. LDH ist jedoch in die
anaerobe Glykolyse involviert, welche den Erythrozyten zur Energiegewinnung dient,
und ist deshalb als Hamolysemarker geeignet (KOOLMANN und ROHM 1998).

Freies Hb und Hp sind aufgrund des Katabolismus des Hb, welches aus defekten
Erythrozyten herausdiffundiert, als Hamolysemarker geeignet (EBERLE et al. 1996).
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Hp bindet im Plasma zirkulierendes Hb. Der Hp-Hb-Komplex wird von den
Leberzellen absorbiert und vom retikuloendothelialen System abgebaut (SALONEN
et al. 1996, VITTORI et al. 1999, DELANGHE et al. 2000). Somit wird der Kdrper
einerseits vor Hb-Verlusten geschutzt und andererseits verringert Hp die katalytische
Wirkung des Hb und schitzt somit auch vor der Hb-induzierten Lipidperoxidation
(GUTTERIDGE und HALLIWELL 1990, THOMAS 1992).

In der vorliegenden Studie war der Einfluss der Vitamin E-Konzentrationen auf die
Hamolysemarker im Plasma abhangig von der Art des Diatfettes.

Bei Gabe von Lachsdl als Diatfett und einer Vitamin E-Konzentration von 10.000 IE
Vitamin E/kg Diat stieg sowohl die Aktivitat der LDH (+48 %), als auch die Aktivitat
der sauren Phosphatase (+62 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lachsol, 100 IE
Vitamin E/kg Diat) an. Diese Aktivitatszunahme der sauren Phosphatase und der
LDH deuten darauf hin, dass die sehr hohen Vitamin E-Zulagen von 10.000 IE
Vitamin E/kg Diat bei gleichzeitiger Verwendung von Lachsdl die Hamolyseneigung
der Erythrozyten in vivo erhdhen. In einer Studie von EBERLE et al. (1996) fuhrte
induzierter oxidativer Strel3 zu einem Anstieg der Aktivitat der LDH und zu einer

erhohten Hamolyseneigung der Erythrozyten.

Im Gegensatz dazu sank bei den Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt, die
Aktivitat der LDH und der sauren Phosphatase im Plasma bei einer Vitamin E-Zulage
von 10.000 IE Vitamin E/kg Diat im Vergleich zur Kontrollgruppe (Schweineschmalz,
100 IE Vitamin E/kg Diat) deutlich um 23% bzw. um 32 % ab. Diese Ergebnisse
deuten auf eine verminderte Hamolyseneigung der Erythrozyten bei Verwendung von
Schweineschmalz und hohen Vitamin E-Zulagen hin. In Studien von JAKOBSEN et
al. (1995) an Broilerkuken und ILAVAZHAGAN et al. (2001) an Ratten fuhrte eine
Zufuhr an Vitamin E von 500 IE Vitamin E/kg Diat bzw. 60 |IE Vitamin E/Tag zu einer
geringeren Aktivitat der LDH und somit zu einer geringeren Hamolyse.

In der vorliegenden Studie wurde die Konzentration an freiem Hb und die Hp-
Bindungskapazitat lediglich durch die Art des eingesetzten Diatfettes beeinflusst. Bei
den Ratten, deren Diat Lachsdl enthielt, war die Konzentration an freiem Hb im
Plasma hoher und die Hp-Bindungskapazitat niedriger, als bei den Ratten, deren Diat
Schweineschmalz enthielt. EBERLE et al. (1996) geben an, dass bei einer erhohten
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Hamolyse bei Ratten die Hp-Konzentration im Plasma sinkt und die Konzentration an
freiem Hb im Plasma steigt. Auch VITTORI et al. (1999) stellten bei induzierter
Hamolyse ein Absinken der Hp-Konzentration im Plasma fest. Somit deuten die
Ergebnisse der eigenen Studie auf eine erhohte in vivo Hamolyse bei Verwendung
von Lachsdl als Diatfett hin.

In der eigenen Studie bestanden bei den Lachsolgruppen keine signifikanten
Unterschiede in der Konzentration an freiem Hb und in der Hp-Bindungskapazitat
zwischen den Vitamin E-Zulagestufen 100 bzw. 10.000 IE Vitamin E/kg Diat.

Im Gegensatz dazu fuhrte die gleichzeitige Fltterung von Schweineschmalz und
einer Vitamin E-Zulage von 10.000 IE Vitamin E/kg Diat zu einem nominalen
Absinken der Konzentration an freiem Hb und zu einem signifikanten Anstieg der Hp-
Bindungskapazitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (Schweineschmalz, 100 IE
Vitamin E/kg Diat). Dieses Ergebnis la3t wiederum folgern, dass bei Verwendung
von Schweineschmalz als Diatfett die hohen Vitamin E-Zulagen eine verringerte

Hamolyseempfindlichkeit der Erythrozyten zur Folge hatten.

Die hohen Vitamin E-Konzentrationen hatten bei den Lachsodlgruppen keinen Effekt
auf die Konzentration an freiem Hb und auf die Hp-Bindungskapazitat im Plasma.
Jedoch war die Aktivitat der LDH und der sauren Phosphatase im Plasma bei
gleichzeitiger Zufuhr von hohen Vitamin E-Zulagen und Lachsdl erhoht.

Eine mogliche Ursache fur dieses Ergebnis liegt darin, dass die hohen Vitamin E-
Zulagen in Verbindung mit Lachsdl zu einer veranderten Membranpermeabilitat,
welche zum Beispiel durch eine erhdhte Bildung von ,Heinz Korpern® ausgelost
wurde, und somit zu einem erhdhten Austritt von LDH und der sauren Phosphatase
in das Plasma gefuhrt haben.

Weiterhin ist noch anzumerken, dass die Hamolysemarker nicht nur bei
hamolytischen Prozessen in veranderter Konzentration im Plasma auftreten konnen.
So ist Haptoglobin auch ein Akute-Phase-Protein und kann somit auch bei
entzundlichen Prozessen in veranderter Konzentration vorliegen (KRAUS et al.
1997). Erhohte Konzentrationen an LDH konnen zum Beispiel auch bei
Skelettmuskelerkrankungen auftreten (BUDDECKE 1994).

Somit kann man nicht generell von einer erhohten in vivo-Hamolyseneigung bei

Verwendung von hohen Vitamin E-Zulagen und Lachsal sprechen.
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4.4.3 Aktivitat antioxidativer Enzyme wund Konzentration an Glutathion im

Erythrozytencytosol

Um die Ursachen der erhohten Hamolyseneigung der Erythrozyten in vitro und die
erhohte Aktivitat der in vivo Hamolysemarker saure Phosphatase und LDH bei
gleichzeitiger Futterung von Lachsol und hohen Vitamin E-Zulagen zu untersuchen,
wurde sowohl die Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD, Katalase und GSH-Px,
als auch die Aktivitat der G-6-P-DH und die Konzentration an GSH im
Erythrozytencytosol untersucht.

Das Enzym G-6-P-DH (EC 1.1.1.49) ist ein Enzym des Hexosemonophosphatweges,
welcher in cytosolischen Kompartimenten lokalisiert ist. Dieser Stoffwechselweg
produziert NADPH (NINFALI et al. 1991). Dieses NADPH wiederum dient zum einem
der Stabilisierung der Katalase (GAETANI et al. 1989) und weiterhin der
Regeneration von GSH aus GSSG mittels der Glutathionreduktase (MEISTER 1994,
MALMEZAT et al. 2000).

In den Erythrozyten werden die bei der Autoxidation des Hb enstehenden
Superoxidanionenradikale mit Hilfe der SOD zu Wasserstoffperoxid abgebaut
(HALLIWELL 1984, GIULIVI et al. 1994). Das Wasserstoffperoxid wird wiederum
mittels der Enzyme Katalase und GSH-Px abgebaut (GIULIVI et al. 1994, GAETANI
et al. 1989).

In der vorliegenden Studie wurde die Aktivitat der antioxidativen Enzyme durch die
Interaktion der Faktoren Diatfett und Vitamin E-Konzentration in der Diat beeinflusst.
Generell waren die Enzymaktivitaten bei der Gruppe, deren Diat Lachsol und 100 IE
Vitamin E/kg Diat enthielt, am hochsten. Die hohe Aktivitat der antioxidativen
Enzyme kompensiert den oxidativen Effekt des Lachsdls (OLIVIERI et al. 1988,
ATALAY et al. 2000). So konnten an Ratten bei Futterung von Fischdl, im Vergleich
zur Fatterung von Diatfetten mit einem geringeren Anteil an n-3-PUFA, hohere
hepatische Konzentrationen der antioxidativen Enzyme Katalase, GSH-Px und SOD
nachgewiesen werden (PULLA-REDDY und LOKESH 1994). Bei einer Studie an
Mausen (VENKATRAMAN et al. 1994) konnte gezeigt werden, dass die Futterung
von Fischol die Messenger-Ribonucleinsaure (mRNA)-Konzentration der hepatischen
antioxidativen Enzyme Katalase, SOD und GSH-Px erhonht.
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In den Lachsolgruppen fuhrte eine Zulage von 10.000 IE Vitamin E/kg Diat zu einem
Abfall der Aktivitat der Katalase um 70 %, der GSH-Px um 59 % und der SOD um 33
% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lachsol, 100 IE Vitamin E/kg Diat). Auch die
Aktivitat der G-6-P-DH und die Konzentration an GSH war bei Futterung von Lachsal
und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat um 39 % bzw. um 34 % geringer als bei der
Kontrollgruppe (Lachsdl, 100 IE Vitamin E/kg Diat).

In der vorliegenden Studie hatte jedoch die Futterung von Schweineschmalz und
hohen Vitamin E-Zulagen keine signifikanten Effekte auf die Aktivitat samtlicher
untersuchter antioxidativer Enzyme und keinen Einfluss auf die Aktivitat der G-6-P-
DH, sowie auf die Konzentration an GSH. Man kann somit davon ausgehen, dass
sowohl die verringerte Aktivitat der antioxidativen Enzyme, als auch die erhdhte
Hamolyseneigung der Erythrozyten bei hohen Vitamin E-Zulagen in einem engen
Zusammenhang mit der Gabe von Lachsdl steht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Fischol als Diatfett oxidativen Strel3 bei
Ratten induziert (KUEI et al. 2000) und die Sensitivitat von Erythrozyten gegenuber
oxidativem Stref erhoht (KEN et al. 1998, OARADA et al. 2000).

Es konnte jedoch auch mehrfach nachgewiesen werden, dass bei induziertem
oxidativen Strel3, welcher im vorliegenden Versuch durch die oxidationssensitiven n-
3-PUFA ausgelost und moglicherweise durch die hohen Vitamin E-Zulagen verstarkt
wurde, die Aktivitat antioxidativer Enzyme in den Erythrozyten absinkt (SARKAR et
al. 1995, KINALSKI et al. 1999, VIDYA et al. 2000, GULTEKIN et al. 2001). Weiterhin
konnte nachgewiesen werden, dass bei induziertem oxidativen Strel3 die
Konzentration an GSH in den Erythrozyten abnimmt (SARKAR et al. 1997,
RATHORE et al. 2000).

Die exzessive Zufuhr an Vitamin E kann moglicherweise dazu fluhren, dass sich die
regulatorischen Prozesse des antioxidativen Schutzsystems umkehren und somit zu
einer Suppremierung der Komponenten des antioxidativen Schutzsystems flhren
(CADENAS et al. 1995). Moglicherweise hemmen in der vorliegenden Studie die
hohen Vitamin E-Zulagen in Anwesenheit von Fischdl die Induzierung der
Genexpression der antioxidativen Enzyme. An kultivierten Muskelzellen der
Rattenaorta konnte eine Downregulation der Genexpression der SOD bei einer
Langzeitinkubation mit Vitamin E nachgewiesen werden (PIN et al. 1999).
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An Monozyten konnte gezeigt werden, dass o-Tocopherol die Phosphorylierung und
Translokation der cytosolischen Untereinheit p*’ P der NADPH-Oxidase hemmt.
Beide Prozesse sind jedoch notwendig, um die NADPH-Oxidase in ihre aktive Form
zu Uberfuhren. Da die NADPH-Oxidase in Monozyten die Bildung von
Superoxidanionenradikalen aus molekularen Sauerstoff induziert, hemmt somit «-
Tocopherol die Bildung von Superoxidanionenradikalen (CACHIA et al. 1998,
MEYDANI et al. 2001). Auch in humanen Endothelzellen der Koronararterien wurde
die Upregulation der Expression der SOD-mRNA und des SOD Proteins bei hohen
Vitamin E-Zulagen blockiert (MEHTA und LI 2001). Diese Mechanismen sind
moglicherweise die Ursache fur die verminderte Aktivitat der SOD in den
Erythrozyten bei gleichzeitiger Verwendung von Lachso6l und 10.000 IE Vitamin E/kg
Diat in der eigenen Studie. Es ist jedoch anzumerken, dass der reife Erythrozyt
keinen Zellkern besitzt (THEWS et al. 1991) und somit eine Beeinflussung der
Genexpression antioxidativer Enzyme im reifen Erythrozyten durch Lachsdl und
Vitamin E nicht moglich ist.

Somit konnten Lachsdl und Vitamin E lediglich wahrend der Erythropoese einen
Effekt auf die Genexpression antioxidativer Enzyme in den kernhaltigen Vorstufen
der Erythrozyten (Proerythroblasten und Makroblasten) (THEWS et al. 1991)
auslosen. Diese These ist jedoch rein spekulativ und wirde genauere
Untersuchungen erfordern.

Eine geringere Aktivitat der Erythrozyten-SOD fuhrt dazu, dass weniger
Wasserstoffperoxid produziert wird. Demzufolge wird theoretisch auch weniger
Katalase und GSH-Px bendtigt, um das Wasserstoffperoxid abzubauen. Weiterhin
fuhrt die geringere Aktivitdt der G-6-P-DH dazu, dass weniger NADPH fur die
Stabilisierung der Katalase und fur die Regeneration von GSH mittels
Glutathionreduktase zur Verfigung steht (SARKAR et al. 1995). Ein verringerter
intrazellularer Pool an GSH fuhrt wiederum zu einem Absinken der Aktivitat der GSH-
Px (GIULIVI et al. 1994). Bei Vitamin E-defizitaren Ratten, bei Ratten mit Cadmium-
Intoxikation und bei Ratten, die oxidativem Strel3 durch Hypoxie ausgesetzt wurden,
fuhrte eine verringerte G-6-P-DH Aktivitat zu einer geringeren Aktivitat der GSH-Px
und zu einer geringeren Konzentration an GSH (NINFALI et al. 1991, SARKAR et al.
1995, ILAVAZHAGAN et al. 2001). Auch ein genetischer Defekt, welcher eine

verringerte Konzentration der G-6-P-DH zur Folge hat, fihrt zu geringeren NADPH-
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Konzentrationen (GAETANI et al. 1989). Aulerdem scheint das NADPH aus dem
Hexosemonophosphatweg fur die Regeneration der Tocopheroxylradikale notwendig
zu sein (KAGAN et al. 1990).

Aufgrund der verringerten Enzymaktivitaten ist es moglich, dass sich reaktive
Sauerstoffspezies in den Erythrozyten anreichern. Zusatzlich konnen Radikale aus
dem Plasma die Erythrozytenmembran durch Anionenkanale passieren (CHANCE et
al. 1979, GUTTERIDGE und HALLIWELL 1990). Es konnte an Ratten gezeigt
werden, dass reaktive Sauerstoffspezies wiederum die Aktivitat der SOD verringern
(SCHINELLA et al. 1999).

Eine verringerte Aktivitat der Katalase und eine geringe Konzentration an GSH fuhrt
zur Bildung von MetHb und somit zu einer erhohten Hamolyseempfindlichkeit der
Erythrozyten (EATON et al. 1971, GILUIVI et al. 1994). SUTTON et al. (1976)
konnten nachweisen, dass bei Abwesenheit der Enzyme Katalase und SOD eine bis
zu 4 mal héhere MetHb-Bildung stattfindet, als bei ,normalen® Enzymaktivitaten. Eine
geringe Konzentration an GSH kann weiterhin zu strukturellen Lasionen der
Membranproteine der Erythrozyten fuhren (KURATA et al. 1994), welche wiederum
zu einem Austritt von Hb, LDH und saure Phosphatase ins Plasma fuhren kann
(KRAUS et al. 1997). Bei einem genetischen Defekt fur G-6-P-DH besteht eine
erhohte Sensitivitat der Erythrozyten gegenuber Lipidperoxidation (TARLOV und
KELLERMEYER 1961, CLEMENS et al. 1985, LUZZATTO und MEHTA 1990).

In der vorliegenden Studie kann man somit davon ausgehen, dass die verringerten
Enzymaktivitaten der antioxidativen Enzyme und die verringerte Konzentration an
GSH eine Ursache fur die erhohte Hamolyseneigung der Erythrozyten bei
gleichzeitiger Gabe von Lachsdl und hohen Vitamin E-Zulagen sind. Man kann
daraus die Hypothese ableiten, dass dieser verminderte antioxidative Status der
Erythrozyten zu Lipidperoxidation und Proteindegradationen geflhrt hat.

4.4.4 Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen im Erythrozyten-
cytosol

Als ein eher unspezifischer, aber haufig verwendeter Parameter der Lipid-
peroxidation in den Erythrozyten wurde in der vorliegenden Studie die Konzentration
an TBARS im Erythrozytencytosol bestimmt.
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Die Konzentration an TBARS im Erythrozytencytosol war bei der Gruppe, deren Diat
Lachsol und 100 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, am hochsten.

Durch den hohen Anteil an n-3-PUFA im Lachsdl werden in der
Erythrozytenmembran oxidationsempfindliche hochungesattigte Fettsauren
angereichert (MEAD 1980, PALOZZA et al. 1996), wahrend bei Verwendung von
Schweineschmalz ein deutlich geringerer Anteil an diesen hochungesattigten
Fettsauren nachgewiesen werden konnte. Durch die veranderte Membranfettsduren-
zusammensetzung verandert sich auch die Empfindlichkeit der Erythrozyten
gegenuber oxidativem Strel3 (PALOZZA et al. 1996), so dass die Konzentration an

TBARS bei Gabe von Schweineschmalz geringer war, als bei Gabe von Lachsal.

Erwartungsgemal sank in der vorliegenden Studie die Konzentration an TBARS bei
den Tieren, deren Diat Lachsol und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, im Vergleich
zur  Kontrollgruppe nominal ab. Es konnte bereits mehrfach Dbei
Fischolsupplementierten Ratten gezeigt werden, dass aufgrund der antioxidativen
Eigenschaften des Vitamin E die Konzentration an TBARS bei Zulage von Vitamin E
in den Geweben abnimmt (KEN et al. 1998, SUAREZ et al. 1999, GULTEKIN et al.
2001).

Die Konzentration an TBARS im Erythrozytencytosol war bei den Gruppen, die mit

der Diat Schweineschmalz erhielten, unabhangig von der Vitamin E-Zufuhr.

Die eigenen Ergebnisse bezuglich der Konzentration an TBARS stehen zunachst in
Diskrepanz zu der Hypothese, dass die gesunkene Enzymaktivitat in den
Erythrozyten, aufgrund von Lachsolfutterung und hohen Vitamin E-Dosierungen, zu
einer erhohten Lipidperoxidation in den Erythrozyten fuhrt. Mogliche Ursachen fur
diese Diskrepanz liegen zum einen im TBA-Test. Es ist bekannt, dass die TBARS
lediglich ein Indikator fur die Peroxidationsneigung von Geweben in vitro unter
Bedingungen des jeweiligen TBA-Testes sind (BUCKINGHAM 1985, STANGL et al.
2000). Die mit dem TBA-Test erfalRten Aldehyde sind weiterhin lediglich nur eines
von vielen Produkten der Lipidperoxidation. MDA kann aullerdem mit den
Aminosaurenseitenketten der Proteine Schiff sche Basen bilden. Diese Reaktion
kann dazu fuhren, dass das gebundene MDA nicht mit erfal3t wird und somit kann
das Ausmal} der Lipidperoxidation unterschatzt werden (DAVIES und GOLDBERG

1987). Es ist jedoch schwierig, andere Marker der Lipidperoxidation oder sogar freie
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Radikale direkt zu bestimmen. Freie Radikale sind sehr kurzlebig und kommen nur in
geringer Konzentration in den Geweben vor (HALLIWELL et al. 1992). Weiterhin ist
noch anzumerken, dass oxidative Schaden an Erythrozyten auch zu
Proteindegradationen fuhren kdnnen, welche eine intrazellulare Akkumulation von
,Heinz-Korpern“ und somit eine erhohte Hamolyse zur Folge haben (PAYNTER und
MARTIN 1980, FLYNN et al. 1983, REINHART et al. 1986, JAROLIM et al. 1990).
Mit dem TBA-Test werden jedoch mogliche Proteindegradationen nicht erfaf3t.

Aus den genannten Grunden schliel3t das Ergebnis der TBARS nicht zwingend aus,
dass es bei Futterung von hohen Vitamin E-Zulagen und Lachsdl, aufgrund der
gesunkenen Enzymaktivitaten in den Erythrozyten, zu einer vermehrten
Anreicherung von reaktiven Sauerstoffspezies und somit zu erhohter

Lipidperoxidation und Proteindegradation gekommen ist.

4.4.5 Fettsdurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran

Eine weitere mogliche Ursache fur die erhohte Hamolyseneigung ist eine verringerte
Fluiditat der Erythrozytenmembran (KAMEDA et al. 1985, YANAGAWA et al. 1999).
Um mogliche Veranderungen der Fluiditat der Membran zu beurteilen, wurde die
Konzentration an  Cholesterin in der Erythrozytenmembran und die
Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran bestimmt. Die Fluiditat der
Membran ist unter anderem von deren Fettsaurenzusammensetzung abhangig. Mit
steigender Anzahl an ungesattigten Fettsauren steigt die Fluiditat der Membran, da
die Doppelbindungen der PUFA Veranderungen in der semikristallinen
Membranstruktur verursachen (KOOLMAN und ROHM 1998).

Cholesterin senkt die Membranfluiditat und die Permeabilitat fur polare Stoffe
(SILBERNAGEL und DESPOPOULUS 2001). Cholesterin behindert in vitro die cis-
trans-Isomerisierungen an den Doppelbindungen und fuhrt somit zu einer engeren
Packung der Acylketten (TATJIMA und GEHRSFELD 1978, STILWELL et al. 1994).
Dieser sogenannte ,condensing effect® fuhrt zu der Verringerung der
Membranpermeabilitat (DEMEL et al. 1972). Eine verringerte Konzentration an
Cholesterin wirde zu einer Disorganisation in der Lipiddoppelschicht fuhren (MAY
und MC CAY 1968).
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Es ist bekannt, dass die Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran von
der Fettsaurenzusammensetzung des eingesetzten Diatfettes abhangig ist. In der
eigenen Studie waren bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt, die
Gewichtsprozente an n-3-PUFA hoher und die Gewichtsprozente an n-6-PUFA
niedriger und demzufolge der Quotient von n-6-PUFA/n-3-PUFA geringer, als bei den
Gruppen, deren Diat Schweineschmalz enthielt. Es ist bekannt, dass bei Futterung
von Fischol die Konzentration an n-3-PUFA in der Erythrozytenmembran steigt
(HAGVE et al. 1993).

Die Vitamin E-Zulagen mit der Diat hatten jedoch keine gerichteten Effekte auf die
Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozytenmembran. Die Gewichtsprozente der
Gesamt-PUFA und die Gewichtsprozente der Arachidonsaure (C20:4) und der
Docosahexaensaure (C22:6), welche sehr sensitiv gegenuber Lipid-
peroxidationsprozessen sind (SAITO und NAKATSUGAWA 1994, ZANETTI und
CATALA 2000), wurden nicht durch die verschiedenen Vitamin E-Zulagen mit der
Diat beeinflusst. Eine reduzierte Fluiditat der Membran wirde jedoch mit einem
verringerten Anteil an PUFA und einem hoheren Anteil an SFA einhergehen
(KEDDAD et al. 1996). Induzierter oxidativer Stref fuhrt in Studien von MAY und MC
CAY (1968), RICE-EVANS und HOCHSTEIN (1981) und KAMEDA et al. (1985) zu
einer geringeren Konzentration an Arachidonsaure in den Erythrozyten und somit zu

einer verringerten Membranfluiditat, sowie zu einer erhohten Hamolyse.

Weder die Art des eingesetzten Diatfettes, noch die verschiedenen Vitamin E-
Konzentrationen hatten einen Einfluss auf die Konzentration an Cholesterin in der

Erythrozytenmembran.

Ausgehend von den eigenen Ergebnissen und den Literaturberichten lat sich
schluf’folgern, dass die Vitamin E-Zulagen keinen Effekt auf die
Lipidzusammensetzung und die Cholesterinkonzentration in der Erythrozyten-
membran und somit wahrscheinlich auch nicht auf die Fluiditdt der Membran hatten.
Es ergab sich somit kein Hinweis, dass die Ursache fur die erhohte
Hamolyseneigung der Erythrozyten bei Futterung von Lachsoél und hohen Vitamin E-
Zulagen in einer veranderten Fluiditat lag.
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4.5 Parameter des Lipidstoffwechsels
4.5.1 Konzentration an Triglyceriden und Cholesterin im Plasma, in den Lipoprotein-
fraktionen und in der Leber

Sowohl im ersten, als auch im zweiten Futterungsversuch war die Konzentration an
Triglyceriden im Plasma und in den Lipoproteinfraktionen bei den Ratten, deren Diat
Lachsdl enthielt, geringer als bei den Ratten, deren Diat Schweineschmalz enthielt.
Die Konzentration an Triglyceriden in der Leber war nur im ersten Versuch bei den
Gruppen, die mit der Diat Lachsdl erhielten, nominal geringer als bei den Gruppen,
deren Diat Schweineschmalz enthielt. Der hypotriglyceridamische Effekt von Fischol
wurde in zahlreichen Studien beschrieben (NESTEL et al. 1984, ZSIGMOND et al.
1990, MEYDANI et al. 1991, NAIR et al. 1993, NIOT et al. 1994, SONG et al. 2000).
Es ist bekannt, dass Fischdl hepatische lipogene Enzyme wie Fettsaure-Synthase
und Acetyl-Coenzym A-Carboxylase hemmt (HARRIS et al. 1983, NIOT et al. 1994,
YEO und HOLUB 1990, EDER und KIRCHGESSNER 1998, IKEDA et al. 1998,
HIROKO et al. 1999) und die Verfugbarkeit der Fettsauren fur die Lipidsynthese in
der Leber vermindert (WILLUMSEN et al. 1993). Deshalb wird die hepatische
Sekretion von VLDL inhibiert (HEROLD und KINSELLA 1986, YEO und HOLUB
1990, MEYDANI et al. 1991, VIDGREN et al. 1997). Weiterhin stimuliert Fischdl die
hepatische peroxisomale [B-Oxidation (SANDERS et al. 1985, YEO und HOLUB
1990, CHEN et al. 1993, TAKASHI et al. 2000).

Die Konzentrationen an Cholesterin waren im ersten Versuch und im zweiten
Versuch im Plasma, in der LDL und in der HDL-Fraktion bei den Gruppen, deren Diat
Lachsal enthielt, niedriger als bei den Gruppen, die Schweineschmalz erhielten.
Auch der ,Cholesterinsenkende Effekt® des Fischols wurde in zahlreichen Studien
beschrieben (ZSIGMOND et al. 1990, MEYDANI et al. 1991, CHIANG und TSAI
1995, FREMONT et al. 1995). Zum einen hemmt Fischol die VLDL-Synthese in der
Leber und zum anderen reduziert Fischol die Aktivitat des Enzyms R-3-Hydroxy-3-
methyl-glutaryl-Coenzym A-Reduktase (3-HMG-CoA-Reduktase) (CHIANG und TSAI
1995, SUGANO et al. 1997), welches in die Cholesterinbiosynthese involviert ist.

Die Vitamin E-Zulagen hatten in beiden Versuchen keine gerichteten Effekte auf die
Konzentration an Triglyceriden und an Cholesterin in den Geweben.
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Der Einfluss hoher Vitamin E-Dosierungen auf die Konzentration an Triglyceriden
und Cholesterin wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert. So konnte in einer
Studie bei einer Vitamin E-Zulage von 500 mg Vitamin E/kg Diat an Ratten ein Effekt
auf die Konzentration an Triglyceriden in der Leber nachgewiesen werden
(LEVANDER et al. 1973). In verschiedenen Humanstudien ist die Konzentration an
Triglyceriden (SCHWARTZ und RUTHERFORD 1981, KAPPUS und DIPLOCK 1992)
bzw. an Cholesterin (HOWARD et al. 1982, KAPPUS und DIPLOCK 1992) bei hohen
Vitamin E-Zulagen gestiegen. Andere Humanstudien wiederum zeigen keine Effekte
hoher Vitamin E-Zulagen auf die Konzentration an Triglyceriden bzw. Cholesterin im
Plasma und in den Lipoproteinfraktionen (TSAIl et al. 1978, BIERENBAUM et al.
1985, HATAM und KAYDEN 1981).

Sowohl die Konzentrationen an Triglyceriden und Cholesterin im Kot, als auch die
scheinbare Verdaulichkeit der Triglyceride wurden weder durch die eingesetzten
Diatfette noch durch die verschiedenen Vitamin E-Zulagen mit der Diat beeinflusst.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass lediglich die verwendeten
Diatfette einen gesicherten Einfluss auf die Konzentration an Triglyceriden und
Cholesterin in den verschiedenen Geweben hatten, nicht jedoch die
unterschiedlichen Vitamin E-Zulagen.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Wirkungen hoher Vitamin E-Zulagen
auf Parameter des antioxidativen Schutzsystems und der Lipidperoxidation zu
untersuchen. Anhand dieser Parameter sollten mogliche prooxidative Wirkungen

einer exzessiven Vitamin E-Zufuhr in vivo gepruft werden.

Zu diesem Zweck wurden zwei zwei-faktorielle Futterungsversuche mit mannlichen
Sprague-Dawley-Ratten durchgefuhrt. Die Tiere erhielten mit der Diat zwei
verschiedene Diatfette (Lachsol bzw. Schweineschmalz) und verschiedene Vitamin
E-Zulagen (100, 500, 1.000, 3.000, 10.000 IE Vitamin E/kg Diat).

Die Ergebnisse der eigenen Studie und zahlreiche Literaturberichte lassen diese
Folgerungen zu:

Aufgrund der gemessenen Aktivitdten verschiedener antioxidativer Enzyme in der
Leber, der Empfindlichkeit der LDL gegenuber Kupfer-induzierter Oxidation, der
Parameter der Lipidperoxidation und der Fettsdurenzusammensetzung der
Leberphospholipidfraktionen konnten keine direkten prooxidativen Effekte der hohen

Vitamin E-Zulagen nachgewiesen werden.

Die Hamolyseneigung der Erythrozyten in vitro und die Aktivitat der Hamolysemarker
LDH und saure Phosphatase war bei Gabe hoher Vitamin E-Zulagen erhoht, jedoch
ausschlieBlich bei Verwendung von Lachsdl als Diatfett. Die Ursache der erhohten
Hamolyseneigung der Erythrozyten bei Verwendung von Lachsol und hohen Vitamin
E-Zulagen scheint nicht eine direkte prooxidative Wirkung des Vitamin E zu sein.
Aufgrund der ermittelten Resultate ist es eher wahrscheinlich, dass die erhodhte
Hamolyseneigung in einer verminderten Aktivitat der antioxidativen Enzyme, der G-6-
P-DH und in einer verringerten Konzentration an GSH im Erythrozytencytosol
begrundet ist. Aufgrund dieses verringerten antioxidativen Status ist es moglich, dass
sich reaktive Sauerstoffspezies in den Erythrozyten anreichern und das vermehrt
MetHb in den Erythrozyten gebildet wird.

Somit kann man zusammenfassend ableiten, dass die verwendeten Vitamin E

Megadosierungen anhand der gemessenen Parameter in der vorliegenden Studie
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keine prooxidativen Effekte in vivo hervorgerufen haben. Die Hamolyseneigung der
Erythrozyten wurde jedoch sekundar, Uber eine Modifizierung der antioxidativen
Enzyme der Erythrozyten bei Zulage hoher Vitamin E-Dosierungen und n-3-PUFA-
reichen Diatfetten, erhoht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnen nicht direkt auf den Menschen
ubertragen werden. Es 1al3t sich jedoch schlussfolgern, dass sehr hohe Dosierungen
an Vitamin E negative Wirkungen auf das antioxidative Schutzsystem der
Erythrozyten haben konnen und das hohe Vitamin E-Dosierungen, vor allem in
Verbindung mit hochungesattigten Diatfetten, nicht unkontrolliert supplementiert

werden sollten.

Aus der behandelten Thematik ergibt sich die interessante Fragestellung, welche
genauen molekularbiologischen Mechanismen der verminderten Enzymaktivitat der
antioxidativen Enzyme in den Erythrozyten zugrunde liegen und ob die hohen
Vitamin E-Zulagen in Verbindung mit Lachsol die Genexpression der antioxidativen
Enzyme wahrend der Erythropoese in den kernhaltigen Vorlauferzellen der

Erythrozyten beeinflussen.
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6. Zusammenfassung

Bei in vitro-Studien an mizellaren Suspensionen und an isolierten Lipoproteinen
geringer Dichte (Low Density Lipoprotein-LDL) konnten prooxidative Wirkungen von
hohen Vitamin E-Dosierungen nachgewiesen werden (MUKAI et al. 1993, Lipids 28
(8), 747-752). Als Ursache dieses prooxidativen Effektes wurde die Reaktion der
Tocopheroxylradikale mit anderen Peroxylradikalen diskutiert. Eine Studie an
Legehennen deutet sogar auf einen prooxidativen Effekt von hohen Vitamin E-
Zulagen in vivo hin (SUNDER et al. 1999, Arch Anim Nutr 52, 185-194).

Ausgehend von diesen Befunden sollte in dieser Studie die Wirkung einer
exzessiven Vitamin E-Zufuhr auf Parameter des antioxidativen Schutzsystems und
auf Parameter der Lipidperoxidation von Ratten untersucht werden. Anhand dieser
Parameter sollten mogliche prooxidative Wirkungen der hohen Vitamin E-Zulagen in

vivo gepruft werden.

Zu diesem Zweck wurden zwei zwei-faktorielle Futterungsversuche mit mannlichen
Ratten durchgefuhrt. Im ersten Versuch erhielten 8 Versuchsgruppen und im zweiten
Versuch 6 Versuchsgruppen mit einer semisynthetischen Diat 4 verschiedene (100,
500, 3.000, 10.000 IE Vitamin E/kg Diat) bzw. 3 verschiedene Vitamin E-
Dosierungen (100, 1.000, 10.000 IE Vitamin E/kg Diat) uber einen Zeitraum von 56
Tagen. Die Diaten enthielten als Diatfett Lachsol (100 g/kg Diat) bzw.
Schweineschmalz (100 g/kg Diat).

Es wurden Parameter des antioxidativen Schutzsystems, die Hamolyseneigung der
Erythrozyten in vitro und in vivo, Parameter der Lipidperoxidation und Parameter des
Lipidstoffwechsels untersucht.

Die durchgefuhrten Untersuchungen lieferten folgende Ergebnisse:
Sowohl die Gewichtsentwicklung als auch die Futteraufnahme der Ratten waren
unabhangig von den Vitamin E-Dosierungen und den eingesetzten Diatfetten.

Die Untersuchungen der Parameter des antioxidativen Schutzsystems ergaben
folgende Resultate:
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Die Konzentration an Vitamin E in den Geweben stieg mit zunehmender Vitamin E-
Dosierung in der Diat an. Bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt, war die
Konzentration an Vitamin E in den Geweben niedriger als bei den Gruppen, deren
Diat Schweineschmalz enthielt. Die Konzentration an Vitamin E im Kot nahm
ebenfalls mit steigender Vitamin E-Konzentration in der Diat zu. Die scheinbare
Verdaulichkeit sank bei den hohen Vitamin E-Zulagen ab.

Die Konzentration an Vitamin C im Plasma war bei den Gruppen, deren Diat
Schweineschmalz enthielt, hdher als bei den Gruppen, deren Diat Lachsdl enthielt.
Bei beiden eingesetzten Diatfetten nahm die Konzentration an Vitamin C im Plasma
bei Gabe von hohen Vitamin E-Dosierungen zu.

Die Aktivitat der Superoxiddismutase in der Leber sank bei der Gabe von hohen
Vitamin E-Zulagen ab. Die hohen Vitamin E-Konzentrationen hatten jedoch, bei
beiden eingesetzten Diatfetten, keinen Effekt auf die Aktivitat der antioxidativen
Enzyme Katalase und Glutathionperoxidase und auf die Konzentration an Glutathion
in der Leber bzw. im Plasma.

Die Oxidationsempfindlichkeit der LDL nach Kupfer-induzierter Oxidation wurde
ebenfalls nicht durch die verschiedenen Vitamin E-Dosierungen beeinflusst.

Die Parameter des antioxidativen Schutzsystems ergaben keinen Hinweis auf einen

prooxidativen Effekt der hohen Vitamin E-Dosierungen.

Die Untersuchungen der Parameter der Lipidperoxidation lieferten folgende
Ergebnisse:

Die Konzentration an Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBARS) und die
Konzentration an 7-R-Hydroxycholesterol sank nominal bzw. signifikant bei den
Behandlungsgruppen, die hohe Vitamin E-Zulagen erhielten, ab.

Die Parameter der Lipidperoxidation deuten somit nicht auf einen prooxidativen
Effekt der hohen Vitamin E-Zulagen hin.

Die Fettsaurenzusammensetzung der Leberphospholipide wurde ebenfalls nicht
durch die verschiedenen Vitamin E-Zulagen beeinflusst und ergibt somit auch keinen

Hinweis auf einen prooxidativen Effekt der hohen Vitamin E-Zulagen.

Die Untersuchungen der Hamolyseneigung der Erythrozyten und der antioxidativen
Enzyme der Erythrozyten ergaben folgende Resultate:
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Die in vitro-Hamolyseneigung der Erythrozyten und die Aktivitat der in vivo-
Hamolysemarker Laktatdehydrogenase und saure Phosphatase im Plasma nahm bei
den Gruppen, deren Diat Lachsol und 10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, signifikant
gegenuber den anderen Behandlungsgruppen zu.

Der antioxidative Status der Erythrozyten war bei den Ratten, deren Diat Lachsol und
10.000 IE Vitamin E/kg Diat enthielt, gegenuber den anderen Behandlungsgruppen

vermindert.

Die Untersuchung von Parametern zur Charakterisierung der Fluiditat der
Erythrozytenmembran lieferten folgende Resultate:

Die hohen Vitamin E-Zulagen hatten keine Effekte auf die Fettsauren-
zusammensetzung und die Konzentration an Cholesterin in der Erythrozyten-

membran.

Die Untersuchung der Parameter des Lipidstoffwechsels hatte folgendes Ergebnis:
Die hohen Vitamin E-Zulagen hatten weiterhin keine gerichteten Effekte auf

Parameter des Lipidstoffwechsels.

Aus den Ergebnissen ladt sich schluf3folgern, dass in der eigenen Studie die hohen
Vitamin E-Zulagen keine direkten prooxidativen Effekte hervorgerufen haben.
Bemerkenswert war jedoch, dass in der eigenen Studie die hohen Vitamin E-Zulagen
die Hamolyseneigung der Erythrozyten in vitro und die Aktivitat der in vivo
Hamolysemarker saure Phosphatase und Laktatdehydrogenase erhoht haben.
Dieser Effekt trat jedoch nur bei gleichzeitiger Verwendung von Lachsol auf. Die
erhohte Hamolyseneigung der Erythrozyten durfte eine sekundare Folge der
verminderten Aktivitdt der antioxidativen Enzyme in den Erythozyten, bei
gleichzeitiger Verwendung von hohen Vitamin E-Zulagen und Lachsdl, sein. Diese
verminderte Aktivitat der antioxidativen Enzyme kann zu einer Anreicherung von
reaktiven Sauerstoffspezies und zu einer erhohten Bildung von Met-Hamoglobin in

den Erythrozyten fuhren.
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6. Summary

Tocopherol at high concentrations can develop a prooxidant activity in micellar
dispersions and in isolated low density lipoprotein (LDL) (MUKAI et al., 1993, Lipids
28 (8), 747-752). The hydrogen abstraction from tocopherol produces a tocopheroxyl
radical which combines with another peroxyl radical. An investigation with laying
hens showed that extremely high dosages of vitamin E may act as an prooxidant
even in vivo (SUNDER et al., 1999, Arch Anim Nutr 52, 185-194). This study was
carried out to investigate effects of high dietary vitamin E concentrations of
parameters of the oxidative defence system and of parameters of the lipid
peroxidation in rats fed different types of fat. This parameters investigate possible
prooxidative effects of high dosages of vitamin E.

In the first experiment eight groups and in the second experiment six groups of male
Sprague-Dawley rats were fed semisynthetic diets containing 10% of salmon oil or
lard and different concentrations of DL-alpha-tocopheryl-acetate in 4 (100, 500,
3.000, 10.000 IE Vitamin E/kg diet) and 3 levels (100, 1.000, 10.000 IE Vitamin E/kg

diet) respectively, for a period of 56 days.

The concentrations of vitamin E in different tissues, parameters of the oxidative
defence system, parameters of the lipid peroxidation and parameters of the lipid

metabolism were determined.

From these investigations the following results were obtained:

Feed intake and body weight gain were not influenced by the dietary vitamin E level.

From the investigations of the oxidative defence system the following results were
obtained:

The increase of tocopherol concentrations in different tissues by high dietary vitamin
E was higher in the groups fed lard than in the groups fed salmon oil. The
concentration of tocopherol in the faeces increased by high dietary vitamin E levels
and the apparent digestibility of vitamin E decreased by high dietary vitamin E levels.
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The vitamin C concentration in plasma was higher in the groups fed lard, than in the
groups fed salmon oil. Feeding very high levels of vitamin E increased the vitamin C
concentration in plasma in both fat groups.

The activity of superoxide dismutase in liver decreased in rats fed high dietary levels
of vitamin E. The activity of glutathione peroxidase in plasma and liver and the
activity of catalase in liver were not influenced by the dietary vitamin E level.

The susceptibility of LDL to in vitro-induced oxidation was not influenced by the
dietary vitamin E level.

According to the parameters determined, there was no evidence of a direct

prooxidative effect of high dietary vitamin E concentrations.

From the investigations of the parameters of the lipid peroxidation following results
were obtained:

Feeding high concentrations of vitamin E decreased the concentration of
thiobarbituric acid substances (TBARS) in plasma and liver and the concentration of
7-R-hydroxy-cholesterol in liver.

According to the parameters determined, there was no evidence of a direct

prooxidative effect of high dietary vitamin E concentrations.

The fatty acid composition of liver phospholipids were not influenced by the dietary

vitamin E level.

From the investigations of the parameters of hemolysis following results were
obtained:

Feeding high levels of vitamin E increased the in vitro-osmotic fragility of erythrocytes
in rats fed salmon oil, but not in rats fed lard. Feeding high dietary vitamin E levels
increased the activity of in vivo hemolysis parameters acid phosphatase and lactate
dehydrogenase. The activities of superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase and the concentration of glutathione in erythrocytes decreased in rats fed

salmon oil by very high vitamin E concentrations.

From the investigations from the parameters of the fluidity of the erythrocyte

membrane following results were obtained:
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The fatty acid composition and the concentration of cholesterol of the erythrocyte

membrane was not influenced by high dietary vitamin E levels.

From the investigations of the paramters of lipid metabolism followin results were
obtained:
The parameters of the lipid metabolism were not influenced by high dietary vitamin E

levels.

In conclusion, there was no evidence of a direct prooxidative effect of high dietary
vitamin E concentrations. However, feeding diets with high concentrations of vitamin
E increased in vitro and in vivo hemolysis, particulary by feeding salmon oil. The
increased in vitro and in vivo hemolysis could be induced by decreased activities of
antioxidative enzymes in erythrocytes. This lowered activities of antioxidative
enzymes could lead to increased levels of reactive oxygene species and of met-
hemoglobin in erythrocytes.
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