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1. Einleitung

1.1. Eisenstoffwechsel und Eisentiberladung

Eisen qoidt ene wichtige Rolle im menschlichen Organismus. Der gesamte
Eisengehalt betrdgt bem Mann etwa 50 mg/kg Korpergewicht und bel der Frau
etwa 35 mgkg Korpergewicht. Der geringere Eisenbestand der Frau wird auf
den ehdhten Velust durch Mendruation, Schwangerschaft und  Stillzeit
zurtickgefuihrt. Das Eisen befindet Sch zu 67 % im Hamoglobin, zu ca 30 % im
Ferritin, 3 - 4 % im Myoglobin, ca. 0,1 % in Enzymen (Katdase, Cytochrom ¢)
und im Plaama 0,1 - 0,2 % an Transferrin gebunden. Das Plasma des Gesunden
enthdt kein fredes Eisen. Neben saner essatidlen  Bedeutung  ds
Spurendement hat Eisen auch toxische Wirkungen. Diese bestehen in erdter
Linie in der kadytischen Funktion bel der Bildung von Sauerstoffradikaen,
auf die spdter néher eingegangen wird. Die eiseninduzierten Radikale reagieren
mit DNA, Proteinen und Lipiden (Imlay et a, 1988, Stadtmann,1992).

1.1.1. Intestinale Eisenabsor ption

Die Absorption des Nahrungseisens efolgt vor alem im Duodenum und im
oberen Jgunum auf verschiedenen Wegen: as porphyrin-gebundenes Eisen, as
wasserlddliche Fe?*- Chelate sowie dls freie Fe?*-lonen,

Das Ham-Molekil wird im Magen unter Proteinasawirkung vom Protein
abgetrennt und das Eisen zu Fe** oxidiert, so dass Hamin entsteht, welches ds
intaktes Molekil in die Mukosazdle gdangt, wo der Porphyrinring durch
Hamoxigenase gespdten und das Eisen freigesetzt wird. Ein kleiner Tel des
Hamins passet unveréndet die Zdle und wird im Blutplasma an Hamopexin
gebunden.



Zwelwertige Eisenionen werden von den Mukosazdlen rascher aufgenommen
ds drewertige. Im Zytoplasma wird das Eisen an en Proten, das dem
Trandferrin dhnlich i, gebunden.

Die intetinde Absorptionsrate wird durch erniedrigtes Depoteisen  und
gimulierte Erythropoese gesteigert.

Ein Tel des Eisens, das Uber die Mukosa aufgenommen wird, wird innerhab
weniger Stunden an das Plasma abgegeben, en Teal durch Feritin
aufgenommen.  Ferritin-gebundenes Eisen wird entweder an das Zytoplasma
abgegeben oder Uber den Darm ausgeschieden.

1.1.2. Transferrin

Eisen wird im Pasma Ubewiegend an Transferrin  gebunden transportiert.
Tranderrin wird vorwiegend in den Hepaozyten synthetisert. Es besteht aus
ener glykolyserten Polypeptidkette mit ener Molekilmasse von ca 90000
Dalton. Es bindet 2 Atome Fe** je Molekiil und dient dem Transport des Eisens
von der intestinden Absorptionsstelle bzw. den Orten des Hamoglobinabbaus
zum Knochenmark und anderen esenverbrauchenden und -speichernden
Geweben. Tranderinrezeptoren finden dch auf dlen dch telenden Zdlen. Die
Expresson des Tranderinrezeptors seigt be  Zdlproliferation und wird ds
Mal3 fur das Wachsdumspotentid von in-vivo Tumoren genutzt (Kihn, 1989).
De Transferrinrezeptor bestent aus zwe identischen Untereinheiten mit ener
molekulaalen Mase von 95000 Ddton. Die Expresson  von
Tranderinrezeptoren deigt mit  abnehmender  Verflgbarkeit von Eisen und
snkt bel zunehmendem Eisenbestand.

Die Gesamtmenge des Plasmatransferrins 3 bis 4 ng muf3 t&glich bis zu 10 md
an die hamoglobinbildenden Zdlen herangefiihrt werden, da taglich 25 bis 30
mg Eisen fir die Hamoglobinsynthese bendtigt werden. Die Transportkapazitét
des Tranderrinswird nur zu weniger ds einem Drittel genutzt.

Die Konzentration des Transferrins betrégt 2,5 - 3,95 mg/l (Gabbe et d., 1982).
Konzentrationserniedrigungen  kénnen zB.  durch  Leberzdlinsuffizienz,



Manutrition, Proteinverlus und kongenitde Atrandferinamie  bedingt  sain.
Aulerdem kommt es im Rahmen von Entziindungen, Traumata, Verbrennungen
Zur Trandferrinerniedrigung. Be Eisenmangd deigt die
Serumtransferrinkonzentration, be endogener oder exogener Eisentberladung

ankt e

1.1.3. Depoteisen

Eisen wird intrazdluld& an Feritin und Hamosderin gebunden gespeichert.
Ferritin it ein sphérisches hochmolekulares Protein (Molmasse 450000 D),
welches aus eing Hille von 20 bis 24 glykosylierten Proteinuntereinheiten
besteht, die enen Kern aus Eisenhydroxidphosphat umgeben. Pro Molekdl
Feritin - konnen 4500 Atome Eisen aufgenommen werden. Bindung und
Ablésung des Eisens vom Feritin gehen mit ener  Reduktions-  bzw.
Oxidationsreaktion einher. F&** wird wéhrend oder nach der Bindung an
Ferritin zu Fe** oxidiet und dadurch am Molekill fixiert. Die Ablésung erfolgt
durch Reduktion.

Die physologische Bedeutung besteht in Speicherung, Trangport und Abbau
des Eisens Da die Hohe des Seumferitins mit der Hohe des
Gesamtkorpereisen-Pools korrdiert, hat das Serumferritin hierin seine klinische
Bedeutung. Serumferritin unterscheidet gch von Ferritin aus Gewebe durch
sine verldngete Habwertzeit, die fir Serumferitin 30 Stunden betrégt im
Gegensatz zu 3 his 30 Minuten im Gewebe. Be erschopfte Eisenspeichern
duch Esenmangd finden dch weniger ds 12 pgl Feriting  be
Eisentiberladung mehr as 300 pg/l.

Hamosdein is ebenfdls en Eisen-Proten-Komplex, der im Vergleich mit
Faritin  kaum wasserlédich ig¢ und die weniger vefligbae Form des
Speicheresens  dargdlt. Es  entsteht  wahrscheinlich aus  Feritin nach
prolongierter zelluldrer Eisenspeicherung.



1.1.4. Eisenmetabolismusin Saugerzellen

An Tranderin gebundenes Eisen wird nach vortbergehender Bindung an
ZdIimembranrezeptoren durch PRinozytose aufgenommen. Intektes esenfreies
Tranderrin wird durch Exozytose nach extrazelluldr abgegeben. Bel Passage
durch die Mitochondrienmembran wird Eisen reduziet und an Strukturen der
mitochondridlen Matrix gebunden, von wo es wahrend der Hamsynthese in den
Erythroblasten freigesetzt wird. Andere Mechanismen der Eisenaufnahme in
Sugerzellen and Absorption, Hissgphasenendozytose oder Aufnahme  von
nicht-transferrin-gebundenem  Eisen, insbesondere wenn  Trandferrink mit Eisen
gesittigt ist. Diese Mechanismen spiden besonders bel der Eisenaufnahme in
die Hepaozyten und der eseninduzieten  Organschédigung  bel
Eisenliberladung eine wichtige Rolle.



1.2. Vitamin E

Seitdem das Vitamin E 1922 entdeckt wurde, ist vid Uber diesen Stoff
bekannt geworden. Als Vitamin E werden 8 natrlich vorkommende
chemisch nahe vewandte Verbindungen bezeichnet, die aus enem
Chromanadlring mit zwe bis vier Methylgruppen und ener gedtigten oder
ungesdttigten Cis-Satenkette bestehen. Die acht nairlichen  Vitamin-E-
Verbindungen gliedern gch in vier Tocopherole (a-, b-, ¢ und
d- Tocopherol) mit ungesdttigter Seitenkette und vier Tocotrienole (a-, b-,
g und d- Tocotrienole). All-rac-a-Tocopherol ist das tota-synthetische
Vitamin E bestehend aus acht Stereoisomeren, von denen RRR-a-Tocopherol
das wirksamge it. RRR- und SRR-a-Tocopherol snd verschiedene
Konfigurationen des a - Tocopheral. Vitamin E it lipidiédich.

1.2.1. Resorption, Transport und Stoffwechsel

Vitamin E wird im Darm hydrolysert, so dass nur freile Tocopherole mit den
Fetten in die Lymphe geangen. Es werden 25-30 % des a-Tocopherols
resorbiert  (Bieri, 1983). Von dort gdangt es ds Bedandtel der
Chylomikronen ins Blut und wird rasch an die Plasmdipoproteine abgegeben.
Vitamin E ig ene lipophile Subgtanz, die zusammen mit den Plasmdipiden
im Blutkreidauf trangportiert wird.  Ein spezifischer Carrier im Plasma wurde
nicht gefunden. Man fand ene hochgradige Korrdation zwischen dem
Tocopherol-Plasmaspiegd und den Gesamtplasmalipiden, dem
Gesamtplasmacholesterin und LDL (Bieri, 1983, Chow, 1985, Kayden,
1983). Traber (1990) beobachtete, dass sch RRR-a-, SRR-a- und ¢
Tocopherol direkt nach der Gabe in gleichen Konzentrationen im Plasma
fanden und 24 Stunden nach der Gabe RRR-a-Tocopherol dominierte. In
ener weteren Arbet wurde gezeigt, dass be Patienten mit familidrem

Vitamin E-Mangd die Fahigket fehlte, a-Tocopherol, das in den



Chylomikronen und im Plasma rasch nach de  intestinden Absorption
andieg, in die durch die Leber gebildeten Lipoproteine (VLDL) enzubauen.
Damit wurde vermutet, dass diesen Patienten en Tocopherol-bindendes
Protein der Leber fehlt, das in der Lage wé&re RRR-a-Tocopherol an die
VLDL (very low dengty lipoproteins) abzugeben (Traber, 1990(2)).

Fur die Rattenleber wurde ein a-Tocopherol-bindendes Protein (a-TTP) von
Sato (1991) und Yoshida (1992) identifiziert. Im Jahre 1995 wurde dann die
cDNA des a-Tocopherol-bindenden Proteins des Menschen durch Avrita et al.
identifiziert. Dieses Protein bestehend aus 278 Aminosauren und entspricht zu
9 % dem a-TTP der Ratte. Es wurde bisher nur in den Leberzelen
gefunden. AulRerdem wurde be  Patienten mit der sdtenen  autosomd
rezessven Ataxie, die mit Vitamin E-Mangd enhergeht (AVED, Ataxia with
isolated vitamin E defiency), Mutaionen des a-TTP identifiziert (Ouahchi et
al, 1995).

1.2.2. Funktion des Vitamin E

Die wichtiggte Funktion des Vitamin E besteht in dem Schutz der Zdle vor
Lipidperoxidation. Dabel handdt es sch um ene Kettenresktion, die durch
die Radikde des Sauerdtoffs ausgelost werden kann und die Lipide und
Protene von zdlul&en Membranen angreft. Medlionen, wie z.B. Eisen,
konnen diese Kettenresktion katdysieren. Zum Schutz vor Lipidperoxidation
dienen zdluld&re Abwehrsyseme, wie das GlutathionPeroxidase-System, die
Superoxid-Dismutase und die Katadase sowie die Vitamine E und C. Dabel ig
Vitamin E das enzige lipidiodiche kettenabbrechende Antioxidant (Burton et
al., 1983, Ingold et d., 1987), das sch in den Membranen befindet, wahrend

die anderen im Zytoplasma wirken.



1.2.3. Rolledes Vitamin E in den Erythrozyten

Erythrozyten snd Sauerstoff und seinen Radikaen besonders ausgesetzt. Aus
dem Zdlinngen fihrt die kontinuierliche Umwandiung von Oxyhd@moglobin
zu Methdmoglobin zur Entstehung des Superoxidanions (Carrd et d., 1975).
Von auen konnen Hydrogenperoxid und Superoxidanion, die durch
Granulozyten und Macrophagen abgegeben werden, potentiel schédlich fir
die Erythrozyten sein (Salin, 1975, Weiss 1980 und 1981).

Eine neuere Arbet (Bdizzi e d., 1996) zeigte, dass die Bindung von a-
Tocopherol an Erythrozyten reversbd ist und gesdttigt werden kann. Der
Tocopherol-Transport in den Rattenerythrozyten findet mit einem stindlichen
Trangport von 26 % datt. Dabe wird das Vitamin E vom Erythrozyt zum

Dihydrolipoate

ROO- Vitamin E
Dehydro-
ascorbate
a-Lipoate
Ascorbate
Cytochrome
b, (oxidized)
Vitamin E NADH-
ROOH Itamin Cytochromeb,-
Radikal reductase
Cytochrome
b, (reduced)

Abb. 1 Enzymatische und nichtenzymetische Wege des Vitamin E-Recyding
in menschlichen Erythrozytenmembranen (modifiziet nach Condantinescu et
al., 1993)



LDL abgegeben (Slber, 1969). AuRer durch Auffillung aus dem
Pasmdipidpool kann Vitamin E in den Membranen auf enzymatischem
Wege wieder zur Verfligung gestellt werden

Durch Resktion mit Fettsuren entsteht aus Vitamin E das Vitamin E Radika.
Abbildung 1 zeigt verschiedene Wege, wie das Vitamin E Radikd wieder in
Vitamin E zurlckreduziert werden kann. Einer davon it der Abbau von
Ascorbinsdure, die sch wiederum durch Umbau von Dihydrolipoat in a-
Liponsaure reduziet (Kagan et al., 1992). Ein anderer Weg ist der
enzymaische durch die membrangebundene NADH-abhéngige Cytochrom:
bs-Reduktase, die in  den  Erythrozytenmembranen  vorhanden it
(Congtantinescu et d., 1993).

1.2.4. Lokalisation von Vitamin E in Erythrozytenmembranen

Ghycanna) o-3-Fhasphat Kohienwassersiolf-3etenkefien
el fz. 8. Blign.openarsgane)

: Gikophorn B Giykophann & | Ghwaphorn B

| Hamoglobin irin Sipektrin

o] ﬁ:ﬁwwl Projein 2.1 Fromind2  (f-Keter) | Protein 4.1

| Bance 3 !
| -

Abb. 2 Aufbau ener Erythrozytenmembran (mit freundlicher Genehmigung
des Thieme-Verlages, Siegenthaler, 1998)



Um die Effekte, die die Lipidperoxidation auf die Erythrozytenmembranen
haben konnte, zu versehen, i es notwendig, die Struktur der
Erythrozytenmembran zu  kennen. Die Erythrozytenmembran besteht aus
einer Phospholipiddoppelschicht, die sch aus ca 1,3 mg Cholesterol und 3
mg Phospholipiden pro 10™° Zdlen zussmmensetzt. In die Doppemembran
integriet  dnd verschiedene Proteine (Abb. 2). Das besondere an
Erythrozytenmembranen ist, dass die Fahigkeit durch Oxidation geschédigte
Proteine und Lipide zu ersetzten, limitiert ist. Dafir exidieren in dlen Zdlen
wirksame Mechanismen zum Schutz vor Radikden, wie Katalase,
Glutathionperoxidase, Superoxiddismutase sowie die Vitamine E und C.

Ein wichtiger Abwehrmechanismus gegen oxiddive Schaden ig die
Membrangruktur. Bel  Krankheiten, die mit Erythrozytenmembrandefekten
enhergehen, reegieten die  Erythrozyten  enpfindlicher auf  die
Lipidperoxidation as normae Erythrozyten (Stocks et d., 1971 und 1972).
Lipidperoxidation verandet die Membranpermesbilitdé so, dass dge
durchléssger  fir  Kdiumionen wird, dem folgt ene ehohte
Wasserpermesbilitét, die in der Lyse der Erythrozyten resultiert (Chiu e 4d.,
1989). Aulerdem fihrt die Lipidperoxidation zu Zelmembrandeformierung
(Chiu et d., 1989) und vermehrter Rigiditét der Phospholipiddoppe membran
(Dobretsov et d., 1977).

Vitamine E id Bedandtel von Erythrozytenmembranen. Dabel geht die
Hydroxylgruppe nahe der wassrlédichen Sdte eine Hydrogenbindung mit
der Cabonylgruppe der Phospholipide en und die hydrophobe
Phytylsaitengruppe i im Inneren der Membran engebettet (Ekid et d.,
1988). Dies erhtht die Aufnahme und Abgabe in die Membranen, verringert
aber die Beweglichkeit innerhdb und zwischen den Membranen. Es wurde
nachgewiesen, dass die Effektivitée der Inhibition der Lipidperoxidation
durch Vitamin E in Membranen und LDL geinger i, ds in homogener
Losung (Niki, 1993). Die laterde Beweglichkeit des a-Tocopherol it im
Gegensatz zur vertikden sehr hoch (Ekid e a., 1988), was daftr spricht,

dass der sghr kleine Antel an a-Tocopherol im Vergleich zu den



Phospholipiden deren Oxidation effektiv  unterdriicken kann (Niki, 1993).
Alpha-Tocopherol i in  beden Hdften ener Lipiddoppemembran
lokalisiert, mit der hydrophileren Seite ndher der Lipid-Wasser-Uberganges.
Die Methylgruppe an Postion 5 in der inneren Schicht muR mindestens 40 A
vom Wasserlibergang der aul3eren Schicht entfernt sein (Perly et ., 1985).

10



1.3. Thalassamie

1.3.1. Pathologie

Be der Thdassamie handdt es sch um ene heterogene Krankheitsgruppe,
der ene gendtisch bedingte Synthesshemmung ener beziglich der
Aminosiuresequenz normaden a- oder b-Kette des Hamoglobins, zu Grunde
liegt. Die Thaassamien resultieren aus der Interaktion unterschiedlicher
molekularer Defekte. Die Klassfikation efolgt danach, welche Globinketten
vermindert gebildet werden, in die Subtypen a-, b-,db-,d- und gdb-
Thdassimien. Die b-Thdassamien dnd in Itdien und Griechenland am
haufiggen, die a-Thaassimien in Sidogtasen. Die Erythrozytenlebensdauer
it in der Regd verkirzt. Ursache hierfir sind die im Uberschul® vorhandenen
komplementdren Polypeptidketten, die as Di- und Tetramere indabile, rasch
denaturierende  H&moproteine bilden. Je nach klinischem  Schweregrad
werden die Thdassimien in ene Thdassdmia mgor (homozygote b-
Thdassamie), intermedia (hd&ufig homozygote oder doppet heterozygote
Anlage d@ner lechten b-Thdassdmie) und minor (leichte oder keine Andmie
be morphologisch auffdlligen Erythrozyten) eingetelt. Die b-Thaassdmie
mgor entwickelt sch einige Monate nach der Geburt, wenn HbF durch HbA;
esetzt werden sollte Es entsteht eine schwere hypochrome Andmie mit
hochgradiger Aniso-  und  Poikilozytose,  Schiel3schebenzdlen  und
vereinzeten Normoblasten ads Zeichen eines erhdhten Erythrozytenumsatzes
im Blutausstrich. Die Milz nimmt an Grof3e sak zu. Rontgenologisch ig e@n
Bursenschéde ds Folge der  Knochenmarkhyperplase be  ineffektiver
Erythropoese schtbar. Die Kinder snd in ihrer Entwicklung gehemmt und
infektanfallig. Ohne Transfusonsthergpie sterben mehr ads 80 % der Kinder
in den esen 5 Lebengahren. Durch regelmédge Bluttransfusonen werden
Hamoglobinkonzentrationen Uber 9 g/dl angestrebt. Diese snd ale dre bis
vir  Wochen notwendigg Durch  den  ehdhten  Anfdl  der
Erythrozytenabbauprodukte  kommt  es  zur Eisenlberladung ~ mit
schwerwiegenden  Organschéadigungen.  Als  Thergpie  wird  subkutan

11



Dedferrioxamin oder orad Deferiprone verabreicht. Auf3erdem profitieren die
Petienten von Splenektomie und alogener Knochenmarkstransplantation.

1.3.2. Lipidperoxidation, Eisenstatus und Vitamin E

In verschiedenen Studien wurden niedrige Vitamin E-Serumspiegd bel b-
Thaassmiepatienten bestimmt (Zannos-Mariaola et a, 1974, 1978, Stocks et
d, 1972, Rachmilewitz et d, 1976). Es wurde en schitzender Effekt des
Vitamin E gegen Erythrozytenhdmolyse  beobachtet  (Bieri, 1983,
Vatanavicharn, 1985). Thergpie mit enem der Chdatoren reduziet die
Eisenablagerungen, die in  der  cytoplasmatischen  Obefldche  der
Erythrozytenmembranen bei Thalassdmie deponiert snd (Shaev, 1995).

Be den thdassamischen Erythrozyten kommt es zu Verdanderungen an den
Membranen. Die Unterdriickung der Bildung der b-Ketten fihrt zu einer
Akkumulation der a-Ketten, die norma ausgebildet snd. Diese prazipitieren
und bilden intrazdlul&e Einschlisse, die Heinz-Innenkorper genannt werden
(Polliack, 1973). Die Innenkorper interagieren mit der Membran und bilden
sare Membrandbschnitte, die die Veformbarkeit der  Erythrozyten
verringern.  Membranzerstorende Wirkung der unpaarigen Ketten wurden
durch Einschlul von Hamoglobinketten in normade Erythrozyten demondriert
(Repka, 1993, Scott, 1990 und 1993). In diesen Modell-Erythrozyten, die b-
Thdassmie-Erythrozyten entsprachen, konnte die Freigabe geringer Mengen
fraen Eisens von den unpaarigen Hamoglobinketten  Redoxresktionen
initiieren, die glechzatig das Zdlreduktionspotentiad vermindern, welteres
Hamoglobin  reduzielen  und den  Erythrozytenabbau férdern.  Die
esenvermittelte Oxidation von Hamoglobin kann durch enen Eisenchdator
vollgandig inhibiert werden (Scott, 1995). Fur Vitamin E zeigte Scott (1993),
dass de Einschlud von a-Hamoglobin-Ketten in Abwesenheit enes
exogenen Oxidats keinen Effekt auf die Membran-Vitamin E-Konzentration
im Veglech zu Kontrollzdlen hate. Wenn die Zdlen exogenen Oxidantien
auggesstzt waen, nahm die Vitamin E-Konzentration in den mit a-

12



Hamoglobin-Ketten beladenen Zelen schndler ab, ds in den Kontrollen.
Geringe  Konzentrationen an  exogenen Oxidantien flhrten zur schndlen
Oxideation der Membranlipide, Verminderung von Membran-Vitamin E, und
erhohte Oxidation cytoplasmatischer Proteine. Der Verlust der Zdlgabilitét
resultierte in verkirzter Lebenszait der Retikulozyten und Erythrozyten.

Das undabile Hamoglobin der thdassamischen Erythrozyten, in dem
Globinketten defekt oder nicht vorhanden snd, wird zum Hamichrom
oxidiert, noch bevor es intrazdlul& engeschlossen wird. Die Bildung der
Einschluf¥orperchen verursacht oxidativen Stress as Resultat der vermehrten
Produktion von  Sauerdoff-Radikden. Die  enzdnen  Globinketten
autooxidieren vid schndler ds das Hamoglobin-Tetramer und produzieren
dabel oxidiete Hamoglobinketten und Superoxid-Radikae (Brunori, 1975).
Dies zegt, dass dch hinter der Terameform des Hamoglobins en
Schutzmechanismus gegen die Oxidantien der Erythrozyten, wie Hydrogen
Peroxid und Superoxid-Anion, verbirgt, der ba der Thdassimie deutlich
vemindert igt.

Eisenlberladung wird durch Abbau der unreifen Erythrozytenformen und
durch regdmé@ge Uberhthte Eisenaufnehme durch  Bluttransfusonen
verursacht (Pearson, 1975, Risdon, 1975).

Die Toxizitd des Eissns im Blut entsent durch unterschiedliche
Mechanismen: die Erhthung des nicht-tranderrin-gebundenen Eisens be
gesittigtem  Plasmatransferrin - (Worwood, 1983), durch die Akkumulation
von Hamichrom nahe der Membranoberfléche der Erythrozyten
(Rachmilewitz, 1985), durch von saner Globinbindung gddstes Hamin
(Shaklai, 1985) und durch die Anwesenhet dem Feritin  dhnelnder
Eiseresduen der thdassdmischen Erythrozyten (Bauminger, 1979). Diese
Faktoren fuhren zum beschleunigten Abbau der Erythrozyten (Advani, 1992).
Folgende  biochemische Veranderungen wurden  beobachtet:  erhthte
intrazdlul&re  Cdciumkonzentration  (Rachmilewitz,  1985), verminderte
Kdiumkonzentration mit Verlus von Wassr und Veminderung des
Zdlvolumens und osmotischer Hamolyse (Kahane, 1976). Das Reaultat ist
das Schrumpfen der Zdlle, das die Rigiditét der Membran erhoht.
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De Faxches e d. (1999 zegen, das frdes Esen in
Erythrozytenmembranen ene Rolle fir den KCkCotransport spidt.
Deferiprone verringerte freies Eisen der Membranen der b-Thdassdmie-
Erythrozyten, gefolgt von veringeter  KCHCotransport-Aktivitdé  und
vermehrtem Kaium-Zdlinhdlt.

Die Henz-Innenkdrperchen der  Zdlen kbénnen in der Milz  durch
Ausschneiden des umliegenden Membranmaterids entfernt  werden. Dies
erniedrigt das Verhdtnis von Oberfléchenmaterid zum Volumen und fihrt zu
welterer Deformierung und damit zur Verklrzung der Lebenszeit der Zdle
Im peripheren Blut erscheinen die thaassimischen Erythrozyten dann in ener
Vidzahl von peathologischen Formen, wie zZum Bagid
Schief3scheibenzellen, Aniso- und Poikilozytose.

In der b-Thdassemia mgor schent die grolde Bedrohung flr den
Erythrozyten durch eseninduzierte oxidative Schédigung vom Eisen der
Heinz-Innenkdrperchen und moglicherweise auch von den Eisenkomplexen,
die aus den thdassimischen Retikulozyten hervorgehen, auszugehen. Es it
vorgelbar, dass die erhthte Produktion von aktiven oxidativen Substanzen
der isolieten Globinketten zur Akkumulation der Peroxidkonzentration
fuhren kann, die mit Hamoglobin unter Bildung von Eisenkomplexen oder
reaktiverer Formen des Hamoglobins reegieren kann, die in der Lage sind,
oxidative Schadigung hervorzurufen. Aul3erdem kann das Superoxid-Radika
mit den Ferritinresten der Retikulozyten reagieren und dabel Eisen freisetzen,
welches dann die oxidative Schédigung intrazdlul& und in der Membran
katalysieren kann (Rice-Evans, 1990).

Die Bioveflgbarket von membrangebundenen Eisenkomplexen und ihre
Rolle beim oxidativen Abbau thaassimischer Membranen wurde durch
Messung der totalen Eisenretention in den Membranen, die Fahigkeit der
membrangebundenen  Eisenkomplexe die Lipidperoxidation anzuregen und
die Vitamin E-Konzentration im Pasma bestimmt (Rice-Evans, 1989).
Paienten mit erhdhtem membrangebundenen Eisen zeigten ene erhdhte
Lipidperoxidation und erniedrigte Vitamin E-Spiegd.
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1.4. Hamochromatose

Die primé&e Hamochromatose ist ene hereditire Erkrankung des
Eisengtoffwechsdls, die autosomd-rezessv vererbt wird. Die phénotypische
Auspragung i recht unterschiedlich und héngt vermutlich von einer Reihe von
weiteren Faktoren (zum Beisoid Eisengehdt der Nahrung, Alkoholkonsum,
Lebererkrankungen, Geschlecht) ab. Manner erkranken 10 ma héufiger ds
Frauen. Pathophysologisch liegt der Hamochromaose ene vermehrte
intestinde Eisenresorption mit nachfolgender Eisentberladung des Gewebes zu
Grunde. 1996 wurde das verantwortliche Gen, das sogenannte HFE-Gen,
identifiziert. Es kodiert fur enen MHC-1-&hnlichen Komplex, der fir die
Severung  des zdlul&en  Eisentransports  durch  Bindung an  den
Trandferrinrezeptor verantwortlich ist (Levy et a., 1999, Bahram et a., 1999).
HFE-Protein wurde in den Zelen der Krypten des Duodenums gefunden und ist
asoziiert mit bp-Mikroglobulin und dem Transferrinrezeptor (Parkkila et d.,
1997, Waheed et al., 1999). Es wird vermutet, dass das HFE-Protein den
Tranderrinrezeptor-abhangigen  Trangport seuert und  das  durch  die
Genmutation verdnderte HFE-Protein diese Funktion veriert, was zu enem
relativem Eisenmange der Zdlen der Krypten fuhrt. Dies bewirkt wiederum die
vermehrte Expresson des "divdent metal ion transporter 1" (DMT 1), der fir
die Eisenabsorption in den Zdlen des oberen Dinndarms (Kihn, 1999,
Andrews, 1999, Zoller et d., 1999) vermuitlich verantwortlich ist.

Die Vedachtsdiagnose wird bel erhohten Eisenr und Ferritinkonzentrationen
im Serum gestdlt und durch Bestimmung des Lebereisengehdtes durch
Leberbiopse oder durch Biosuszeptometrie in vivo und neuerdings durch
Identifizierung des verantwortlichen Gens gedchet. Die  haufigsen
Symptome des Spdastadiums der Hamochromatose snd Leberzirrhose,
Didbetes mdlitus, Hyperpigmentierung der Haut, endokrine St6rung der
hypotha amisch hypophysaren Achse und Kardiomyopeathie.

Auch be de Hamochromatose kommt es zu ene  ErhShung der
Eisenbdadung. Dies fuhrt zur erhohten Lipidperoxidetion und damit zur
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indirekten Schédigung der Membranen. Es wurde an Moddlen der
Lebereisentiberladung gezeigt, dass Lipidperoxidation zur Verminderung der
membranabhangigen  Mitochondrienfunktionen  wie  Sauergoffmetabolismus
und Cdcium-Trangport fuhrt. Aulderdem gibt es Wirkungen in Lysosomen auf
Huiditd, Membranintegritdt und in Mikrososmen auf Enzymektivitden und
Calciumsequedtration (Britton et al., 1994).

Als Thergpie ig der Aderlad am wirksamgen. Dabel werden mit 500 ml Blut
dem Korper ca 250 mg Eisen entzogen. Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass die eiseninduzierte Leberzirrhose durch hochdoserte Gabe von Vitamin
E vezoget werden kann, indem nichtparenchymde Zdlproliferation durch
Hemmung der Fibrogenese gestoppt wird (Pietrangelo et d., 1995).
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1.5. Problemstellung

Das a-Tocopherol macht den grofden Antell der Tocopherole aus. Von den
Seben weteren Formen <spidt g-Tocopherol die grofde Rolle.  Zur
Bestimmung des Antioxidantienstatus wurde in unserer Abteilung bidang a-
Tocopheral im Plasma mittels HPLC bestimmt.

Es wurde ene Mehode entwickdt, mit der die a- und ¢
Tocopherolkonzentration in den Erythrozytenmembranen mittels
Hochdruckflliss gkeitschromatographie  (HPLC) bestimmt werden kann. Mit
dieser Methode wurde a- und g-Tocopherol in den Erythrozytenmembranen
und im Pasma in éneg Thdassimie-, ener Hamochromatose- und ener
Kontrollgruppe bestimmt. AuRerdem wurden fir diese Probanden die
Paameter des Eisendoffwechsds Faritiny,  Tranderrinsdttigung,  nicht-
trandferringebundenes Eisen und die Leberéisenbdadung bestimmt um den
Zusammenhang zu den Vitaminkonzentrationen im Pasma und in den
Erythrozytenmembranen zu untersuchen.

Weterhin wurde die Auswirkung einer Subgtitution mit ord verdboreichtem a-

Tocopherolacetat bel einer Hamochromatosepatientin getestet.

1.6. Zid der Arbeit

Diese Sudie untersuchte die Bestimmung der a- und g Tocopherol-
Konzentration in hamoglobinfreien Erythrozytenmembranen im Verglech zur
Plasmakonzentration in einer gesunden Kontrollgruppe sowie ener Gruppe

von Patienten mit b-Thaassdmie mgor und Hdmochromatose.
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2. Material und Methoden

2.1. Probanden

Alpha-Tocopherol, Gamma-Tocopherol und Retinol  wurde in  dre
Versuchsgruppen bestimmt: einer Kontrollgruppe aus Normapersonen, ener
Gruppe aus  Thaassamiepatienten und ener Gruppe aus
Hamochromatosepatienten.

Die Kontrollgruppe bestand aus neun gesunden Normadpersonen, funf
weiblichen und vier médnnlichen, im Alter von 23 bis 53 Jahren, die dle ds
Blutspender geeignet waren.

Die zweite Gruppe besand aus 14 Pdtienten aus Bari/ltdien mit der
Diagnose b-Thdassimie mgor. Die acht weblichen und sechs ménnlichen
Probanden waren im Alter von 10 bis 28 Jahren. Anl&3ich eines Termins fur
die Bestimmung de Eisnaufladung der Leber und Milz mittes
Biosusceptometrie  (Berechnung der  Eisenkonzentration durch in  vivo-
Besimmung der magnetischen Eigenschaften), kamen se nach Hamburg.
Die Eisenbeladung der Leber betrug zwischen 0,91 und 9,97 mg Eisen pro
Gramm Leber bzw. Milz. Am Morgen wurde jedem Patienten nichtern
Heparinblut zur Bestimmung der Eisenparameter abgenommen. Aus dieser
Blutprobe wurden zur Vitaminbestimmung 500 ml Plasma engefroren und
1000 m Erythrozyten entnommen, die nach zwemdigem Waschen in
physologischer Kochsdzlésung in zwe  Portionen zu je 400m mit
entsprechendem Zusatz (Sehe unten) bel - 70°C eingefroren wurden.

Die dritte Probandengruppe waren an hereditérer Hamochromatose erkrankte
Patienten, die zum Adelad kamen. Dabe handdte es dsch um  funf
mannliche und funf welbliche Patienten im Alter von 28 bis 87 Jahren. Diese
Petienten zeigten nur eine maddg erhdhte Beladung der Leber mit Eisen (0,2
bis 294 mg Eisen pro Gramm Leber). Ihnen wurde gleichzeitig mit dem
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Aderlald Heparinblut entnommen, das dann zigig auf unten beschriebene Art
und Weise aufgearbeitet wurde.

Zusitzlich wurde ener Hamochromatosepetientin, die einma  wochentlich
zum Adeld? erschien, mit d@nem Vitamin-E-Acetat-Préparat (RRR-a -
Tocopherol-Acetat, Spondyvit, 400 mg téglich) der vom Nationa Research
Council 1989 vorgeschlagenen Menge subgtituiert und der Erfolg durch
waochentliche Messungen Uberprift.

2.2. Gewinnung und Lagerung der Proben

Als Proben zur Vitaminbestimmung wurden den Probanden das Blut in
Heparinmonovetten abgenommen. Daraus wurde je en Tropfen entnommen,
um den Hamoglobingehdt mit enem Hamoglobinphotometer (Diagnostik
Hesangborg Schweden) zu bestimmen. Plasma und Erythrozyten wurden
dann durch Zentrifugieren bel 3500 Umdrehungen pro Minute fir 5 Minuten
in der Zentrifuge Sigma 4K10 getrennt. Das Plasma wurde abpipettiert und
sofort bel -70°C in Kryorohrchen eingefroren. Fir jeden Probanden wurden
vier Kryoréhrchen mit Plasma eingefroren, um spéter jede Probe nur einma
aufzutauen.

Die Erythrozyten wurden in NaCkLosung (0,9%) gevortext, zentrifugiert
und der Uberstand aus NaClLésung und Plasma abpipettiet. Dieser
Vorgang wurde nochma wiederholt. Dann wurden jewells funf ma 500 mi
Erythrozyten in Eppendorf-Behdter pipettiet - zusammen mit 300 ni
Ascobinsdurdosung (0,075 mmol/l) und 300 m EDTA-LOsung (3,75
mmoal/l) - und be -70°C engefroren. Zur Hergelung des Zusaizes zum
Einfrieren der Erythrozyten wurde Ascorbinsiure und EDTA der Firma
Merck verwendet.

Zur Besimmung der Eisenparameter wurde jewells eine 10-ml-Monovette
(Sargtedt) abgenommen. Nachdem das Serum durch Zentrifugation von den
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restlichen Blutbestandteilen getrennt worden ist, wurde es bel -70°C bis zur
Andyse aufbewahrt.

Vor der Messung wurden dle Proben abgedunket be 4°C im Kihlraum
aufgetaut und zligig welterverarbeitet.

2.3. Aufarbeitung der Proben

Plasma

In en Glasreagenzglas wurden 400 m Heparinplasma und 400 m enes
Internen Standards aus einer a-Tocopherol-Acetat-Losung gegeben und 15
Sekunden gevortext. Nach Hinzufiigen von 800 mi n-Hexan wurde fir eine
weltere Minute gevortext und dann zwel Minuten ba 2000 Umdrehungen
pro Minute in der Zentrifuge Sigma 2-15 zentrifugiert. Von der oberen
Phase, die aus n-Hexan und den darin gelosten Lipiden bestand, wurden 400
m abpipettiert und mit Stickstoff zu einer trockenen Masse eingeengt. Durch
Zugabe von 400 m Methanol-Wasser-Gemisch wurden die lipidiédichen
Stoffe zurtickgedst. Nach kurzem Vortexen wurden hiervon 200 m mit der
Hamiltonspritze in die HPLC eingespritzt.

Erythrozytenmembranen

Die Erythrozytenmembranen wurden gewonnen, indem 500 mi gepackte
Erythrozyten in Eppendorfgefdle mit 300 ml Ascorbinsdure- und 300 mi
EDTA-LOsung und 400 mi Wassr hamolyset wurden. Hamolysat und
Membranen wurden durch Zentrifugation bel 14800 g fir 5 Minuten in der
Eppendorfzentrifuge getrennt. Der  Uberstand wurde abdekantiert, die
Membranen noch zwei weitere Mae auf diese Weise gewaschen. Dann war
der Uberstand klar. Der Bodensatz hatte eine dunkerote Farbe. Da diese
kompakte Masse nur mit sehr grolfem Fehler mit der Pipette Uberfihrt
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werden konnte, erfolgte die Waeterverarbeitung im gleichen Eppendorfgefal3,
der jewells mit und ohne Inhdt gewogen wurde.

Das exakte Volumen der Membranen wurde ermittdt, indem das
Eppendorfgefdd mitsamt Inhat gewogen und davon das Gewicht des
Eppendorfgefédlies subtrahiet wurde. Da das maximae Volumen der
Eppendorfgefd3e nur 1500 pl betrug, wurden 300 pl Ethanol, das den
Internen Standard enthdlt, und 600 pl n-Hexan zugesetzt. Mit ener
Tischzentrifuge wurde die Hexanphase vom Ethanol getrennt und 400 pl in
en Glasesgenzglas Ubefihrt, mit Stckstoff eingeengt und mit dem
Methanol-Puffer zurlickgelost. Nach kurzem Vortexen wurden 200 mi mit
der Hamiltonspritze in die HPLC eingespritzt.

2.4. Bestimmung von a - und g-Tocopherol und
all-trans-Retinol mittelsHPLC

Alpha- und Gamma-Tocopherol und dl-trans-Retinol wurden synchron mit
der HPLC-Methode (Hochdruckflissigkeits-Chromatographie) gemessen. Es
wurde ene Intersl-ODS 2-Saule der Firma GAT benutzt. Die Saulenldange
betrug 250,4 mm und der Durchmesser 5 nmm. Die Gradient Pumpe 2249 von
Phamazia LKB abeitete mit ener Geschwindigkeit von 0,7 ml/min, der
einem Druck von 18 MPa entsprach. Als Laufmitte diente ein Gemisch aus
99,5 Prozent Methanol und 0,5 Prozent dreifach degtilliertem Wasser.

Zur Messung von a- und g-Tocopherol wurde ein Fluoreszenzdetektor (RF-
530 von Shimadzu) bel ener Emisson von 325 nm und ener Extinktion von
295 nm verwendet (Abb. 3).

Mit enem UV-Wadlenlangen-Monitor (Knauer) wurden dal-trans-Retindl in
den ergen zehn Minuten bel ener Absorbtion von 323 nm und der Interne
Sandard in den folgenden zwanzig Minuten bel ener Absorbtion von 275
nm gemessen (Abb. 4). Die Laufzeit betrug 30 Minuten.
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Abb.3 HPL C- Chromatogramm mit Fuoreszens-Detektion
von g Tocopheral bel 15,55 Minuten und a - Tocopherol bel 18,63 Minuten

Abb. 4 HPLC-Chromatogranm mit UV-Detektion von Retinol be 555
Minuten, Interner Standard bel 24 Minuten, a - Tocopherol bel 18,6 Minuten
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Kdibration:

Vor Beginn und nach jewels 100 Mef3werten wurde neu kdibriert. Zur a-
Tocopherol-Kdibration wurde die Stocklosung aus 0283 g DL-
a- Tocopherol (Merck, 8282; M=430,72 g/mol) in 50 ml Ethanol 1:1000,
1:1500 1:2000 und 1:5000 in 99,5prozentigem Methanol-Wasser-Gemisch
verdinnt. Aus der 1:5000-Verdinnung wurden weitere Verdinnungen von
1.1, 1.2, 1:3 und 1.4 hergestelt und jeweils 3 ma gemessen. Daraus wurde
die lineare Eichkurve emittdt. Die g Tocopherolkdibration erfolgte anaog
dem a - Tocopheral.

Zur dl-trans-Retinol-Kdibration wurde die Stocklésung aus 0,1 g dl-trans-
Retinol  (Sgma;, M=2865 ¢g/mo) in 50 ml Ethanol 21:1000 in
99,5prozentigem  Methanol-Wasser(tridest)-Gemisch - verdinnt.  Von  dieser
Losung werden jewells dre ma 200 m, 150 m, 100 m, 50 m engespritzt
und aus den Mef3werten die lineare Eichkurve ermittet. Dabel entsprechen
100 m der Verdiinnung 1:1000 und 200m 1:500 etc.

Die a-Tocopherol- bzw. dl-trans-Retinol-Konzentration der Stockldsung
wurde jedesmd photometrisch anhand einer 1:10 Verdinnung mit einem
UV-Spectrometer Pharmacia LBK Biochrom 4060 Uberprift.

Bel jeder Messung lief ein Interner Standard mit. Der Interne Standard
bestand aus ener Stocklosung von 0,6085 g DL-a- Tocopherol-Acetat
(Merck, 8284; M=472,76 g/mal) in 100 ml Ethanol, die nochma 1:1000 in
Ethanol verdinnt wurde. Zur 100-Prozent-Bestimmung wurden 200 mi dieser
Ldsung vier ma eingespritzt.

Methanol, Ethanol und n-Hexan hatten die Quditét LiChrosolv.

Die Richtigkeit der Kadibration konnte mit dem Serum Control Vitamins A
and E No. 036 (Chromsystems) durch einen Ringversuch bestétigt werden.
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2.5. Bestimmung von Serumeisen, totaler Eisenbindungs-
kapazitat, Transferrinsattigung und Serumferritin

Serumeisen wurde mittds  Bathophenanthrolindisulfonat- Standardmethode
(Internationd  Committee for Standardization in  Haematology, 1978)
bestimmt. Ebenfdls mit Bathophenanthrolindisulfonat as Chromogen wurde
die ungesittigte Eisenbindungskapazitédt (UEBK) gemessen.

Totde Eisenbindugskepazitét (TEBK) ig die Summe aus Serumeisen und
UEBK (Gabbe et a., 1982).

Tranderinsitigung wurde aus dem Vehdtnis von Serumeisen zur totalen
Ei senbindungskapazitét berechnet.

Das  Serumferitin wurde  mit Hilfe  ener Sandardiserten
immunradiometrischen  Untersuchungsmethode  (RIA;  Hermann  Biermann
GmbH Bad Nauhem) quantitativ bestimmt.

2.6. Bestimmung des nicht-transferringebundenen Eisens

Zur Bedimmung des nicht-trandferringebundenes Eisen (NTBI, Non
transferrinbound iron) mittels  Atomabsorptionsspekirometrie (AAS) werden
z2u 360 pl Serum 40 pl ener 800 mM Nitriloessgsiure (NTA)-L6sung
gegeben, 15 Minuten sehengelassen und dann 35 Stunden be 3000
Umdrehungen pro Minute in der Ultrefiltrationshilse zentrifugiert. Dabe
passieren dle Stoffe mit enem Molgewicht unter 10000, insbesondere der
NTA-Eisenkomplex, die Membran und sammen sch ds Ultrdfiltrat. Die
Proben werden 1.5 in ener 1% Triton X 100, 0,02 M HNO3-Matrixlésung
verdunnt. Vor dem Messen der Proben gddlte  das
Atomabsorbtionsspektrometer eine Standardkurve, die es sdbsténdig aus der
Matrixlésung und enem Eisengandard (100 pg Feml in 1% HCI, Sigma)
pipettierte. Die Standardkurve umfalde einen Konzentrationsbereich von 30
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— 120 pg/l Eisen (R=0,997). Die Prézison wurde mit zwel Kontrollen von
20 pg/l und 100 pg/l geprift. Ein Autosampler pipettierte jewells drel md 20
pl der vorbereiteten Probe in ein Graphitrohr, indem die Probe aufgeheizt
wurde, wobe de ene Hohlkathode bedampfte. Diese lieferte ene
eementspezifische Linie ba 2483 nm, deren Lichtintendté& dann von einem
Photomultipler gemessen wurde. Das Ergebnis der Messung wurde ds
Extinktion angegeben, die das Verhdtnis der Intensté mit und ohne Probe
beschreibt, und sich proportiona zur Eisenkonzentration verhidt.

2.7. Bestimmung der Eisenaufladung von Leber und Milz

Mittels nichtinvasver Biosuszeptometrie wurde die Eisenkonzentration der
Leber und der Milz bestimmt, die sch aus Hamosdein und Feritineisen
zusammenseizt. Dabae wurde der wesentlich grofiere paramagnetische Effekt
dieser Eisenverbindungen gegeniber den diamagnetischen  Eigenschaften
von biologischen Geweben (vor alem Wasser) ausgenutzt und aus den
gemessenen magnetischen Eigenschaften  die Lebereisenkonzentration
berechnet (Paulson, 1991; Fischer, 1998).

2.8. Auswertung und Berechnung

Die Mef3werte wurden mit einem Merck D-2000 Integrator, der die Kande 1
(UV-WdlenlangenMonitor)  und 2 (FHuoreszenzdetektor)  synchron
speichert, ba Abschwachungen von 2 bis 7 aufgezeichnet und manuell
anhand der Peskhthen in Zentimetern ausgewertet. Da be  niedrigen
Attenuation der Untergrund bis zu 5 mm betrug, wurde die Peskbass Uber
dem ,,Rauschen* angdegt.
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Vitaminkonzentrationen im Plasma

Die a-Tocopherol-Konzentration im Pasma cga [umol/l Plasma bzw.
gepackte Erythrozyten] errechnet sich, wie Glechung 1 zeigt, aus dem
geachten Internen Standard Sg [cm], dem aktudlen Peak des internen
Standards Sy [cm], dem Peak des a-Tocopherols PH [cm], der Steigung der
Eichgeraden ST [cm*l/umol], den dimensondosen Verdinnungsfaktoren
fUr den internen Standard VFs, fir das Plasma- oder Erythrozytenvolumen
VFe und fir die Vedinnung der Eingoritzmenge im HPLC-Sysem VFgym
sowie die Umrechnungsfaktoren der Abschwéchung des Mel3werts zur
Abschwéchung der Eichung fir den Standard F; und fir a - Tocopherol F.

[1]

Die Konzentrationen von g-Tocopherol cgg [pmol/l] und Retinol ca [pmoal/l]

erechnen dch andog unter Berlickschtigung der  unterschiedlichen
Peakhthen PH [cm).

Vitaminkonzentrationen in Erythrozytenmembranen

In Glechung 2 egbt dch de a-Tocopherol-Konzentration der
Erythrozytenmembranen ces  [umol/l  gepackte Erythrozyten] aus dem
geachten internen Standard Sg [cm], dem aktuelen Peak des internen
Standards Sy [cm], dem Peak des a-Tocopherols PH [cm], der Steigung der
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Eichgeraden ST [cm*l/umol], den Verdinnungsfaktoren fir den internen
Standard VFs , das Plasma- oder Erythrozytenvolumen VFg und flr die
Verdinnung der Eingritzmenge im HPLC-Sysem VFgy Sowie die
Umrechnungsfaktoren der Attenuation des Mel3werts zur Attenuation der
Eichung fir den Sandad F; und fir a-Tocopherol F, und enem
Umrechnungdaktor VFyem, der den Volumenantel der Membranen am
vorausgegangen Volumen der Erythrozyten wiedergibt.

[2]

. Se (PH "F, VEe o
w M VF ¢ VF, ' F,

Die Konzentrationen von g-Tocopherol cgg [pmol/l] und Retinol ca [pmol/l]
erechnen dch andog unter Berlickschtigung der  unterschiedlichen
Peakhohen PH [cm].

Die Ergdlung der Eichkurven sowie die datistische Auswetung der
Mel3wverte efolgte mit dem Tabelenkakulationsprogramm Microsoft Excel
7.0. Fur die Standardkurven wurde das Bestimmtheitsmal? verwendet.

Es wurde Mittdwerte sowie die Standardabweichungen verwendet. Im Fdle
ene  Nichtdandardvertellung wurde der  Medianwet und  der
Interquartilenbereich angegeben, sowie der U-Test nach Wilcoxon, Mann &
Whitney (Sachs, 1985) verwendet und p<0,05 as sgnifikant angesehen,
wenn nicht anders angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Methode zur Bestimmung der a -T ocopher olkonzentration

in den Erythrozytenmembranen

Bevor mit diessr Methode a-Tocopherol in den Patientenkollektiven
gemesen wurden, wurde ein Methodennachwels durchgefiihrt. Die  unter
2.3. beschricbene Methode ist eine Modifikation der Methode durch
Rodriguez et d. (1996).

Fior die Mehode zur Messung von a-Tocopherol in  den
Erythrozytenmembranen wurden folgende Konzentrationen der Zusiize an
EDTA und Ascorbinsdure empirisch gefunden. Der optimae EDTA-Zusaz
haite die Konzentration 0,375 mmol/l. Ba hoheren Konzentrationen fédlten
EDTA-Ricksténde aus.

Einen Versuch mit unterschiedlichen Ascorbinsurekonzentrationen zeigt die
Abbildung 5. Be der minimaen Ascorbinsdurekonzentration des Zusatzes
gnkt die a-Tocopherolkonzentration mit jeder weiteren Zentrifugation,
wéahrend se bei der hochsten Konzentration relativ kongtant bleibt. Deshalb
wurde angenommen, dass eine Ascorbinsaurekonzentration des Zusaizes von
mindetens 75 pmol/l notwendig i, um das a-Tocopherol der
Erythrozytenmembranen  vor Verlusen wéhrend der  Aufabetung zu
schiitzen.

In zwel Versuchen wurde nachgewiesen, dass mit diessr Methode dpha-
Tocopherol in den Erythrozytenmembranen gemessen werden kann. Beide
Versuche wurden Vitamin E mit  gepackten Erythrozyten durchgefihrt.
Hierbel waren die Ergebnisse aber nicht reproduzierbar.

Zur dpha-Tocopherol-Messung in den Membranen stand die gleiche Anlage
zur Vefigung, die auch zur Messung im Plasma genutzt wurde. Durch
Eichung auf dpha-Tocopherol-Konzentrationen von 0,8 pmol/l bis 6,8

pmol/l  konnte nachgewiesen werden, dass derat klene Mengen genau
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gemessen werden konnen (SD + 4,2%, R?=0,98). All-trans-Retinol wurde

erwartungsgemdl nicht gefunden.

Quantifizierung von a-Tocopherol in
Erythrozytenmembranen

0,97

0,84

0,71

0,57 B 1*hamolysiert

0,4
O 2*hamolysiert
0,37

rn-Tocopherol-Konzentration [umol

0,24 @ 3*hamolysiert

0 T T T f
0,075umol/l  0,75umol/l 7,5umol/l

Ascorbinsaurezusatz

Abb. 5 a-Tocopherol-Messung in Proben, denen ene bestimmte
Konzentration ~ Ascorbinsdure zugefigt wurde, um die Konstanz der a-
Tocopherol-Konzentration bei 1, 2 und 3mdiger Zentrifugation bei 14800 g
zu Uberprifen. B enem Ascorbinsurezusaiz von 7,5 pmol/l war die a-
Tocopherolkonzentration konstant, unabhangig davon ob 1, 2 oder 3 ma
hamolysert wurde. Be niedrigeren Ascorbinsdurekonzentrationen  wurden
starke Schwankungen gefunden.

Im ersten Versuch zu Uberprifung der Genauigkeit der Methode wurde in
14 Proben Erythrozytenmembranen enes Probanden die dpha-
Tocopherolkonzentration gemessen. Der Mittelwert war 3,37 pmol/l und die
Standardabweichung 1,6 pmol/l. Die a-Tocopherolkonzentration im Plasma
dieses Probanden betrug 67,3 pmol/l. Damit wurde ein Verhdtnis von 0,04

der a-Tocopherolkonzentration in den Erythrozytenmembranen zum Plasma
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emittdt. Der Intene Sandad fUr die Bedimmung in den

Erythrozytenmembranen wurde zu 86,4 Prozent wiedergefunden.

In enem weateren Versuch wurden insgesamt df Proben eines weteren
Probanden an drei unterschiedlichen Tagen gemessen. Der Mittelwert der a-
Tocopherolkonzentration fur dle Proben betrug 14 pmol/l und die
Standardabweichung 04 pmol/l. Die Konzentretionen an den einzelnen
Tagen snd in Abbildung 6 dargesdlt. Die a-Tocopherolkonzentration im
Pasma betrug 36,7 umol/l. Somit betrug das Verhditnis der dpha-
Tocopherolkonzentration in den Erythrozytenmembranen zum Plasma 0,04.
Der Interne Standard zur Bestimmung in  den Erythrozytenmembranen

betrug zu 85,9 Prozent der zugegebenen Konzentration.

25
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a-Tocopherol-Konzentration [umol/

1Teag,n=4 2.Tag,n=4 3.Tag,n=3

Abb. 6 a-Tocopherol-Konzentration eines Probanden gemessen an dre
unterschiedlichen Tagen. Die Abbildung zeigt die Mittedwerte und die
Standardabwel chungen
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3.2. Vitaminkonzentrationen in den Probandengruppen

Die Abbildung 7 zdgt de a-Tocopherol-Konzentration  der

Erythrozytenmembranen und des Plasmas im Vergleich.

Die Abweichungen der Medianwerte und weitere Ergebnisse erscheinen in
den Tabellen 1 bis 3.

60

501

407

e-Tocophero
[umol/l]
i

20

10 Plasma

Membran
Kontrolle

Hamochromatose

Thalassamie

Abb. 7 Dargelung der a-Tocopherolkonzentrationen im Plasma und in den

Erythrozytenmembranen in Kontrall-, Hamochromatose- und
ThalassBmiegruppe
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Tabelle 1 Vitaminkonzentrationen in der Kontrollgruppe (1QB:
I nterquartilenbereich)

a - Tocopherol g Tocopherol Retinol

[umol/] [Umol/] [umolA]

Pasma Membran Pasma Membran Pasma

Anzahl 9 9 9 8 9
Median 58,04 2,37 3,31 0,42 6,02
IQB 41,12 2,03 5,26 0,10 6,35
Maximum 82,85 5,79 11,60 0,67 10,67
Minimum 16,46 1,32 1,55 0,21 1,88

Die Tabdle 1 zeigt die Konzentration an a- und g Tocopherol sowie Retinol
in den Membranen der Erythrozyten und im Plasma der Kontrollgruppe. Die
a-Tocopherolkonzentration in  den  Erythrozytenmembranen  betrug  vier
Prozent der Pasmakonzentration. Die g-Tocopherol-Konzentration betrug
zehn Prozent der a-Tocopherolkonzentration. Dabel  betrug die
Konzentration der Erythrozytenmembranen 13 Prozent der
Pasmakonzentration. Bel einem Pdienten wurde g-Tocopherol in den
Membranen nicht gefunden. Retinol wurde im Pasma gefunden wie
angegeben.
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Tabelle 2 Vitaminkonzentrationen im Peatientenkollektiv mit
Hamochromatose, U- Test gegen Kontrollkollektiv (1QB:
Interquartilenbereich)

a-Tocopherol g Tocopherol Retinol

[umolfl] [umol] [umol]

Plaama Membran Plasama Membran  Plasma

Anzehl 10 10 9 9 10
Median 55,34 2,46 5,98 0,26 7,46
1QB 15,86 1,08 2,60 0,12 2,05
Maximum 66,44 4,02 12,51 0,67 12,45
Minimum 25,57 1,09 3,62 0,16 4,35
P(U-Test) 0,25 0,62 0,23 0,05 0,68

Fur die Vitaminkonzentrationen der Hamochromatosepetienten, wie in
Tabele 2 dagesdlt, zeigt sch im U-Test nach Wilcoxon, Mann und
Whitney, dass die Medianwerte dler Konzentrationen, nicht dgnifikant
verschieden von denen de Kontrollgruppe snd. Die  a-
Tocopherolkonzentration in den Erythrozytenmembranen betrug vier Prozent
der Plasmakonzentration. Die g Tocopherolkonzentration entsprach jewells
zehn Prozent der a - Tocopherolkonzentration, wobel die
Membrankonzentration vier Prozent der Plasmakonzentration betrug. Bel
ene Patientin wurde kein g-Tocopherol gemessen. Retinol wurde bel alen
Probanden im Plasma gefunden.
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Tabelle 3 Vitaminkonzentrationen im Patientenkollektiv mit b-Thaassamie
magor, U-Test gegen Kontrollkollektiv (1QB: Interquartilenbereich)

a - Tocopherol g Tocopherol Retinol

[umoll] [umol] [umolfl]

Pasma Membran Plasma Membran Plasma

Anzahl 13 14 13 14 13

Median 5,90 0,75 1,38 0,17 0,92

1QB 2,60 0,41 0,69 0,17 0,42

Maximum 10,38 1,73 3,95 0,46 1,22

Minimum 1,86 0,23 0,82 0,04 0,45
P(U-Test)  0,0001 0,0001 0,0015 0,0021 0,0001

Tabdle 3 zegt die Vitaminkonzentrationen in den Erythrozytenmembranen
und im Plasma des b-ThaassAmiekollektivs. Ba einem Petienten stand kein
Pasma zur Vefligung Wie man lecht get, lagen hier  die
Vitaminkonzentrationen weit unter denen der anderen Probandengruppen.
Der U-Tet fir die fUunf Mel}grolen zeigte, dass die Gruppe der b-
Thaassdmiepatienten  sgnifikant  verschieden  (p<0,05) von den beden
anderen Probandengruppen war, aul¥er fir g-Tocopherol im Plasma Die a-
Tocopherolkonzentration der  Membranen betrug 13  Prozent der
Pasmakonzentration, wéhrend die Erythrozytenmembran-g-
Tocopherolkonzentration der Membranen 12 Prozent der Plasma-¢-
Tocopherolkonzentration und 23 Prozent der Membran-a-
Tocopherolkonzentration  entsprach.  Die  g-Tocopherolkonzentration  im
Plasma betrug 23 Prozent der Plasma-a-Tocopherolkonzentration. Damit
war hier die gTocopherolkonzentration im Plasma im Verhdtnis zur a-

Tocopherolkonzentration doppelt so hoch wie in der Hamochromatose- und



Kontrollgruppe. Die Retinolkonzentration im Plasma war kleiner als in den

anderen Probandengruppen.

Im folgenden werden die Gruppen untereinander hinsichtlich Threr
Vitaminspiegel verglichen.

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen den Zusammenhang zwischen den
Konzentrationen an o—Tocopherol in Erythrozytenmembranen und im
Plasma fiir alle drei Gruppen. Dabei zeigte sich, dass die Parameter fiir die
Thalassdmiepatienten signifikant korrelierten (r=0,55, p<0,05, n=19). Fiir die
hoheren Konzentrationen an o—Tocopherol in der Kontroll- und in der

Héamochromatosegruppe (n=19) bestand kein statistisch signifikanter

Zusammenhang.
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Abb. 8 Zusammenhang der o-Tocopherol-Konzentration in den
Erythrozytenmembranen und im Plasma fiir die Thalassdmiegruppe (M), die
a-Tocopherol-Konzentration in den Erythrozytenmembranen und im Plasma
korreliert signifikant fiir die Thalassdmiegruppe (r=0,55, p<0,05, n=13).

35

12



Erythrozytenmembran-g-Tocopherol-
Konzentration [umol/l]
<
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Plasma-a-Tocopherol-Konzentration [umol/l]

Abb. 9 Zusammenhang der «-Tocopherol-Konzentration in den
Erythrozytenmembranen und im Plasma fiir die Kontroll-(A) und
Hamochromatosegruppe(<). Es bestand keine lineare Korrelation fiir
Kontroll- und Himochromatosegruppe.
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Konzentration [umol/l]
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Erythrozytenmembran--Tocopherol-

Plasma-y-Tocopherol-Konzentration [pmol/I]

Abb. 10 Zusammenhang der <y-Tocopherol-Konzentration in den
Erythrozytenmembranen und im Plasma fiir die Kontroll-(2),
Hamochromatose-(¢) und Thalassimiegruppe(M), Es besteht eine lineare
Regression (Linie, 1=0,68, p<0,05, n=12) fiir die Thalassdmiegruppe. Es
besteht keine lineare Korrelation fiir Kontroll- und Himochromatosegruppe
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Ein Vergleich der die Membran-y-Tocopherol-Konzentration mit der
Plasma-y-Tocopherol-Konzentration zeigte, wie auch schon fiir o-
Tocopherol in der Gruppe der Thallassimiepatienten, einen statistisch
signifikanten Zusammenhang (r=0,68, p<0,05, n=12). Fiir die Kontroll- und
die Himochromatosegruppe wurde kein statistisch  signifikanter

Zusammenhang gefunden (Abb. 10).

1,8 1
1,6
1,4 1
1,2 1

0,8 -

Konzentration [umol/l]

0,6 -

0,4 -

Erythrozytenmembran-y-Tocopherol-

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Erythrozytenmembran-a-Tocopherol-Konzentration [umol/l]

Abb. 11 Zusammenhang der y- und o-Tocopherolkonzentration in den
Erythrozytenmembranen der Thalassdmiegruppe. Es besteht eine lineare
Regression (r=0,79, p<0,05, n=14)

Die Abbildungen 11 bis 14 zeigen den Zusammenhang der y- und o-
Tocopherolkonzentration in den Erythrozytenmembranen und im Plasma fiir
die drei Probandengruppen.

Fir die Kontrollgruppe betrug die <y-Tocopherolkonzentration der
Erythrozytenmembranen 10 Prozent und im Plasma 6 Prozent der o-
Tocopherolkonzentration. Die v-Tocopherolkonzentration der
Hamochromatosegruppe betrug 10 Prozent der o-Tocopherolkonzentration
fiir Plasma und Erythrozytenmembranen.

Fir die Thalassimiegruppe betrug die <y-Tocopherolkonzentration der

Erythrozytenmembranen 12 Prozent der Plasmakonzentration und 23
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Prozent der Membran-o-Tocopherolkonzentration. Die V-
Tocopherolkonzentration im Plasma betrug 23 Prozent der Plasma-o-
Tocopherolkonzentration. Damit war im  Plasma  die -
Tocopherolkonzentration im Verhéltnis zur «-Tocopherolkonzentration

doppelt so hoch wie im Himochromatose- und Kontrollkollektiv.
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Abb. 12 Zusammenhang der y- und o-Tocopherolkonzentration in den
Erythrozytenmembranen der Kontroll-(A) und Hamochromatosegruppe(< ).
Es besteht eine lineare Korrelation in der Himochromatosegruppe (r=0,68,
n=9, p<0,05) und fiir beide Gruppen (r=0,51, n=17, p<0,05). Fiir die
Kontrollgruppe (r=0,31, n=8) findet sich keine sigifikante Korrelation. Die
Linie entspricht der liecaren Regression fiir beide Gruppen.

Eine signifikante Korrelation der y- zur o-Tocopherolkonzentration fand sich
fiir die Erythrozytenmembranen der Thalassdmiegruppe (1=0,79, n=14,
p<0,05) und der Hidmochromatosegruppe (r=0,68, n=9, p<0,05) sowie die
Gesamtheit aus H&mochromatose- und Kontrollgruppe (1=0,51, n=17,
p<0,05). Fiir die Kontrollgruppe (r=0,31, n=8) allein fand sich keine
signifikante Korrelation. Die y- zur o-Tocopherolkonzentration im Plasma

korrelierten fiir die Thalassdmiegruppe (1=0,79, n=13, p<0,05) signifikant,
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fiir die Hamochromatose- (r=0,54, n=10) und die Kontrollgruppe (r=0,17,
n=10) jedoch nicht.

Plasma-y-Tocopherolkonzentration [umol/l]

0 : ————
0 2 4 6 8 10 12

Plasma-a-Tocopherolkonzentration [umol/l]

Abb. 13 Zusammenhang zwischen der y- und o-Tocopherolkonzentration im

Plasma fiir die Thalassdmiegruppe. Es besteht eine signifikante lineare

Korrelation (r=0,79, p<0,05, n=13)
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Abb. 14 Zusammenhang der y- und o-Tocopherolkonzentration im Plasma
der Kontroll-(A) und Hémochromatosegruppe(<¢). Es besteht keine
signifikante Korrelation in der Himochromatosegruppe (n=10) und in der
Kontrollgruppe (n=8).
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Abb. 15 Zusammenhang zwischen der o-Tocopherol-Konzentration und der
Retinolkonzentration im Plasma fiir die Kontroll-(A), Himochromatose-(<)
und Thalassdmiegruppe(m), Linie=linieare Regression (r=0,91, p<0,001,

n=32) fiir alle Probanden

Die o—Tocopherol-Konzentration und die Retinolkonzentration im Plasma

bezogen auf alle Probanden korellierten signifikant miteinander (r=0,91,

p<0,001, n=32) (Abb. 15).
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Abb. 16 a-Tocopherol-Konzentration in Membranen( A ) und im Plasma(#) der
Thalassdmiegruppe in Abhédngigkeit vom Zeitpunkt der letzten Transfusion
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Die Patienten mit B-Thalassdmie major erhielten regelméBig im Abstand von
einigen Wochen Bluttransfusionen. Demnach handelte es sich bei den
Erythrozyten dieses Kollektivs zu einem nicht unerheblichen Teil um
Spendererythrozyten, deren o-Tocopherol-Konzentration im Normbereich
liegen sollte, wéhrend diese Probanden erniedrigte «o-Tocopherol-
Konzentrationen der Eythrozytenmembranen hatten. Die Abbildung 16 zeigt,
dass die o-Tocopherol-Konzentration in den Erythrozytenmembranen nicht
vom Zeitpunkt der letzten Transfusion abhing. Fiir die o-Tocopherol-
Konzentration im Plasma war ein leichter Abfall, je linger die letzte
Transfusion zuriicklag, zu sehen. Dieser war aber nicht statistisch

signifikant.
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3.3. Vergleich der Vitaminkonzentrationen und der

Eisenparameter

Fiir alle Probanden wurden die Eisenparameter Transferrinsittigung,
Serumferritin, nicht-transferringebundenes Eisen (NTBI) und fiir die
eiseniiberladenen Probanden die Lebereisenbeladung bestimmt.

In der Kontrollgruppe waren Transferrinsittigung (20,0 bis 34,0 %,
Normbereich 20 - 52 %) und Serumferritin (35 - 150 ng/ml, Normbereich 35
- 235 ng/ml) nicht erh6ht. NTBI wurde erwartungsgemass nicht gefunden.
Die an hereditdrer Himochromatose erkrankten 10 Probanden hatten eine
Transferrinséttigung von 12 bis 91 Prozent (Mittelwert 46,6 %, SD £ 27,3 %,
Normbereich 20 - 52 %). Fiir 4 Probanden war die Transferrinsdttigung
erhoht, fir 2 erniedrigt. Die Serumferritinkonzentration betrug 6 bis 795
ng/ml Sie war fir 3 Probanden erhoht und fiir 4 erniedrigt. Die
Lebereisenbeladung war bei allen Probanden erhoht (0,2 bis 2,94 mg Fe/g
Leber, Mittelwert 1,08 mg Fe/g Leber, SD + 0,87 mg Fe/g Leber). NTBI
wurde bei 3 Probanden gefunden (1,51, 2,4 und 4,55 pmol/l).

Alle 14 an Thalassdmie erkrankten Probanden hatten stark erhohte
Eisenparameter. Die Transferrinsittigung war mit 75 - 98 Prozent
(Mittelwert 87,3 %, SD + 5,3 %, Normbereich 20 - 52 %) und die
Serumferritinkonzentration mit 1563 bis 9460 ng/ml (Mittelwert 3902 ng/ml
SD + 2120 ng/ml, Normbereich 35 - 235 ng/ml) stark erhoht. Die
Lebereisenbeladung betrug 0,91 bis 9,97 mg Fe/g Leber (Mittelwert 2,93 mg
Fe/g Leber, SD + 2,23 mg Fe/g Leber). NTBI betrug 0,75 bis 5,52 umol/l.
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Abb. 17 Zusammenhang der o-Tocopherol-Konzentration in den
Erythrozytenmembranen(®) (n=14) und im Plasma(<¢) (n=14) mit der
Eisenbeladung der Leberzellen fiir die Thalassdmiegruppe. Es gibt keine
signifikante lineare Korrelation
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Abb. 18 Zusammenhang der o-Tocopherol-Konzentration in den
Erythrozytenmembranen(®) (n=10) und im Plasma(¢) (n=10) mit der
Eisenbeladung der Leberzellen (BLS) fiir die Himochromatosegruppe. Es
gibt keine signifikante Korrelation
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Weder fiir die Thalassdmie- noch fiir die Himochromatosegruppe konnte ein
Zusammenhang zwischen der Eisenaufladung der Leberzellen und der
o—Tocopherol-Konzentration der Erythrozytenmembranen und des Plasmas
gezeigt werden (Abb. 17 und 18). Auch die Serumferritinkonzentration und
die Transferrinsittigung korrelierten nicht mit der o—Tocopherol-

Konzentration.

Fiir alle Thalassdmiepatienten wurden erhdhte NTBI-Konzentrationen
gemessen. Diese betrugen maximal 5,52 pmol/l. Die Plasma- und Membran-
o—Tocopherol-Konzentration zeigten keinen Zusammenhang mit den NTBI-

Konzentrationen (Abb. 19).
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Abb. 19 Zusammenhang der «a-Tocopherol-Konzentration mit der
Konzentration an  nichttransferringebundenes  Eisen  (NTBI) fiir
Membranen(m) (n=12) und Plasma(<) (n=12) in der Thalassdmiegruppe
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3.4. Vitamin E-Substitution von Himochromatosepatienten

Eine Himochromatosepatientin, die ca. einmal wochentlich durch Aderlal3
therapiert wurde, erhielt ein o—Tocopherol-Acetat-Praparat (RRR-o-
Tocopherol-Acetat, Spondyvit, 400 mg tdglich oral) fiir dret Wochen. Vor
Gabe, nach zwei, drei, vier und 6,5 Wochen wurde die o—Tocopherol-
Konzentration in Plasma und in den Erythrozytenmembranen gemessen. Vor
Beginn der Vitamin E-Substitution lag die o-Tocopherol-Konzentration in
den Erythrozytenmembranen 0,71 pumol/l weit unter der Kontrollgruppe von
1,55 - 11,6 umol/l. Die Abbildung 20 zeigt die Entwicklung nach oraler
Gabe des Vitamin E-Pridparates. Deutlich zu sehen war, dass sowohl im

Plasma, als auch in den Erythrozytenmembranen die o—Tocopherol-

Konzentration
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Abb. 20 Zeitlicher Verlauf der o—Tocopherol-Konzentration einer mit RRR-
o-Tocopherol-Acetat substituierten Patientin im Plasma(<¢) und in den

Erythrozytenmembranen(A). Das Priparat wurde fiir 3 Wochen
eingenommen.
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nach drei Wochen im Verglech zum Beginn deutlich angestiegen war. Die
a - Tocopherol-Konzentration im Plasma stieg um 51,7 Prozent und in den
Erythrozytenmembranen um 165,0 Prozent. Nach drei Wochen entsprach die
a-Tocopherol-Konzentration mit 1,95 pmol/l der Kontrollgruppe. Nach
Absetzen des Prgparates sank die a-Tocopherol-Konzentration wieder, im
Pasma innerhdb ener Woche bis auf den Ausgangswert, in den
Erythrozytenmembranen langsamer. 35 Wochen nach  Absatzen  des
Prgparates, war in den Erythrozytenmembranen die a- Tocopherol-
Konzentration auf den Ausgangswert gesunken.
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4. Diskussion

4.1. Methodische Ergebnisse zur Bestimmung der

a -Tocopherolkonzentration in Erythrozytenmembranen

Es wurden verschiedene Methoden beschrieben, um a-Tocopherol in nicht
hamolyserten  Erythrozyten (GonzdezCorbala e d., 1994) und in
héamoglobinfreen Membranen der Erythrozyten (Acuff e d, 1994, Bieri &
al., 1979, Burton et al., 1982 und 1985, Dodge €t d., 1962, Ingold et al, 1987,
Kayden et a., 1973, Lehmann et a., 1983 und 1988, Vatassery et al., 1993,
Rodriguez, et d., 1996) zu bestimmen. Bis auf wenige Ausnahmen wurde a-
Tocopherol mittels HPLC bestimmt. Nur Kayden (1973) benutzte ene
Dunnschichtchromatographie.

Allen Methoden gemeinsam id, dass die Erythrozyten nach Zentrifugetion
der Blutprobe durch Aspiration vom Plasma befreit und dreée Md in isotoner
Kochsalzlosung gewaschen wurden. Gonzalez-Corbala et a. (1994) l6sten
mittels Ethandl-Pyrogdlol-Gemisch die gepackten Erythrozyten, um darin a-
Tocopherol mittels HPLC zu bestimmen. Alle anderen Autoren befreiten die
Erythrozytenmembranen vom Hamoglobin, in dem de die gepackten
Erythrozyten lyserten. Dies geschah durch Lyse in dedillietem Wassar, dem
Zusiize beigefigt waren, die den Velus von a-Tocopherol verhindern
sollten. Nach jeder Lyse wurden die Proben zentrifugiert und der Uberstand
abdekantiert. Dieser Vorgang mulde en bis zwe Ma wiederholt werden, um
hamoglobinfreie Membranen zu erhdten. Diese konnten dann auf bewdhrte
Weise - durch Losung in enem Alkohol - der Messung durch HPLC oder
ene andere der oben angefihrten Meldmethoden zugefihrt werden. Die
angeflhrten  Methoden  unterschieden  sch  im wesentlichen  durch  die
verwendeten Zusize. Vewendet wurden Ascorbinséure, Ethylendiaminsaure
(EDTA), Butylenhydroxytoluen (BHT) und Sodiumdodecylsulfat (SDS) in
unterschiedlichen  Mischungen und Konzentretionen. Unsere  Methode  zur
Isolierung der Membranen efolgte in Anlehnung an die Beschreibung von
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Rodriguez et d. (1996), die Ascorbinsdure und EDTA ds Zusize
verwendeten. In diessr Studie wurde EDTA in einer Konzentration von 0,375
mmol/l verwendet, da bei dieser Konzentration augenscheinlich vollséndige
Hamolyse ohne Ablagerung von augyfditem EDTA ablaufen konnte. Fir die
Ascorbinsdure wurde eine Konzentration von 7,5 pmol/l ermittelt. Mit diesen
Zusizen wurden die plasmafraen Erythrozyten 3 md zentrifugiert. Dann
war der Bodensatz deutlich entférbt, so dass von vollstandig abgdaufener
Hamolyse ausgegangen werden konnte. Aus diessr Mase wurde nun a-
Tocopherol extrahiert und der Bestimmung mittels HPLC zugefthrt.

Unsre Methode bestimmte die dpha-Tocopherolkonzentration in  den
Erythrozytenmembranen  mit  hinreichender  Genauigkeit und  war
reproduzierbar. Leider war die Laufzet in der HPLC mit 30 Minuten sehr
lang. Andere Autoren ereichten zehn Minuten (Lehmann, 1981, Kayden,
1973). Dafir wurde hier Vitamin A und E glechzatig gemessen, was
wiederum Zet zur Aufabetung ener weteren Probe spat. Da die
Aufarbeitung der Erythrozyten zur Eingabe in die HPLC zrka zwanzig
Minuten dauerte, gingen wiederum nur wenige Minuten verloren, da auf
Grund der Licht- und Warmeempfindlichkeit des Vitamin E die Proben nach
dem Auftauen zigig aufgearbeitet werden mussten und vor dem Eingoritzen
in die HPLC nicht lange stehen durften. Somit war diese Methode zwar
langwierig, aber nicht uneffizient. Mit der in dieser Arbet beschriebenen
Methode konnten bis zu zwanzig Proben am Tag gemessen werden.

Andere Autoren beschrieben dnliche Methoden mit dhnlichen Fehlergrofien.
Zum Vergleich sa hier die Methode von Bieri e d (1979) ewdhnt. Er fand
ene dpha-Tocopherolkorzentration von 441 pmol/l + 039 pmad/l in
Erythrozyten, die er aus zehn Proben eines Probanden ermittdte. In diesem
Fal wurden die Erythrozyten nach dremdigem Waschen in  isotoner
KochsdzZlbsung in ener 1.1 Lésung mit isotoner Kochsazldsung, die 5
Prozent Pyrogdlol enthidt, Ubefihrt und der weteren Aufarbetung zur
HPL C-Methode zugefihrt.
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Andere Autoren benutzten mehr ds eine antioxidative Substanz. Vatassery et
a. (1993) zdgten zum Beguid, dass de geingse Verlus an dpha-
Tocopherol  und  Tocopherolquinone, gemessen in Erythrozyten, ezidt
werden konnte, wenn BHT und Ascorbinsdure gleichzaitig verwendet
wurden. Der Verlust an dpha-Tocopherol wurde durch Bestimmung des
Angiegs von Tocopherolquinone, dem Okxidationsprodukt des dpha-
Tocopherols besimmt. Dieser war am geringsten be Verwendung dler dre
Antioxidantien.

Wédhrend der Andyse von Erythrozytenproben konnen grolere Verluse an
dpha-Tocopherol entstehen. Dies entsprach sowohl unserer Beobachtung ds
auch der von anderen Autoren Der Grund fir den oxidetiven Verlust von
apha-Tocopheral konnte die Anwesenheit von Eisen (Miller et a, 1990) und
den Hamkomponenten (Dix et d., 1985) in den Erythrozyten sein.

Kayden et a. (1973) beschrieben eine Methode, die apha-Tocopherol in
Erythrozyten mittdls Dinnschichtchromatographie  und — Spectrophotometrie
besimmte. Hierbei wurde Ascorbinsdure as Antioxidants verwendet. Dabel
betrug die Ausbeute des Internen Standards im Durchschnitt von jewells
sechs Proben 79 und 70 Prozent bei Bestimmung des apha-Tocopherols in
den Erythrozyten, wahrend se 89 und 92 Prozent im entsprechenden Plasma
betrug.

Mit der von GonzaezCorbdla et d. (1994) beschriebenen Methode wurde
Vitamin E in den plasmafrden Erythrozyten besimmt, ohne de vorher zu
lyseren. Dabel wurden 150 pl Erythrozyten in enen Milliliter Ethanol mit 1
% Pyrogdlol Uberfihrt und dann wie Ublich weter zur Betimmung in der
HPLC aufgearbeitet. Die Genauigkeit der Methode wurde bestimmt durch
zehnmdige Messung ene Probe Dabe betrug die dpha-Tocopherol-
Konzentration im Pasma 1253 pmol/l und in den Erythrozyten 8,7 pmol/l.
Die Standardabweichung betrug 3,85 % im Plasma und 3,80 % in den
Erythrozyten. Gemessen an zehn aufenanderfolgenden Tagen betrug die
Standardabweichung 7,8 % im Plasma und 7,1 % in Erythrozyten. Die
Wiederentdeckung des Internen Standards betrug 92,84 % im Plasma und
94,08 % in Erythrozyten.
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In dieser Studie konnte bel der Bestimmung der a-Tocopherolkonzentration
in den hamoglobinfreen Erythrozytenmembranen der Internen Standard zu
86,4 Prozent fur 14 Proben enes Probanden wiedergefunden und zu 85,9
Prozent ba Messung von 11 Proben enes weteren Probanden an dre
aufeinanderfolgenden Tagen. Diese Ergebnisse snd mit den Ergebnissen von
Kayden et d. (1973) und Gonzaez-Corballa et d. (1994) vergleichbar.

Die Messungen von 14 Proben enes Probanden ergaben 3,17 pumoal/l a-
Tocopherol in den Erythrozytenmembranen mit einer  Standardabweichung
von 1,6 umal/l. Fir einen weteren Probanden fanden wir 1,47 umol/l = 04
pmol/l gemessen an drel aufeinanderfolgenden Tagen (s. Kap. 3.1.).

Rachmilewitz et a. (1979) fanden in hémoglobinfreien
Erythrozytenmembranen und ganzen Erythrozyten a-
Tocopherolkonzentrationen die dgnifikant Ubereindimmten. Ein Versuch a-
Tocopherol in nicht hdmolyserten Erythrozyten zu bestimmen, brachte nicht
ausrel chend reproduzierbare Ergebnisse.
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4.2. Vitamin E und Eisenparameter in den
Probandengruppen

4.2.1. Kontrollgruppe

Fir die Kontrollgruppe bestehend aus 9 gesunden Personen betrug der
Medianwert der a-Tocopherolkonzentration 58,04 pmol/l im Plasma und
liegt damit oberhab des Normbereichs von 16 - 44 pmoal/l (Armaud et d,
1991), wéahrend gTocopherol mit enem Medianwet von 331 pmoal/l
innerhalb des Normbereiches von 2,33 — 4,65 pumol/l (Chow, 1985) liegt und
Retinol mit eénem Medianwert von 6,02 umol/l liegt ebenfdls oberhdb des
Normbereichs von 1,0 — 3,5 umal/l (Arnaud et d, 1991). Die Erhdhung der
Mel3werte Uber den Normbereich fir a-Tocopherol betraf sechs der neun
Probanden, wéahrend die anderen drei Probanden Vitaminspiege im unteren
Normbereich gemessen wurden. Dies mag auf die ausgewogenen Erndhrung
der Probanden zurlickzufGihren sein.

Fur die Vitamingpiegd in den Erythrozytenmembranen wurde gefunden, dass
der Medianwert der a-Tocopherolkonzentration mit 2,37 pmol/l innerhab
des Normbereiches von 1,16 — 4,65 umol/l (Chow, 1985) und der Medianwert
der g Tocopherolkonzentration mit 0,42 pmol/l innerhab des Normbereiches
von 0,23 — 0,93 umal/l (Chow, 1985) liegt.

4.2.2. Hereditare Hamochromatose

Wie bereits in Kapited 3.4. erwdhnt handdt es sich bei der Gruppe der an
hereditérer Hamochromatose  erkrankten Probanden um  gering
e senliberladene Petienten. Trotz des weiten Altersspektrums von 28 bis 87
Jdhren wurde ken  dtessbhéngiger  oder  geschlechtspezifischer
Zusammenhang gefunden. Alle Pdienten waen Uber Jahre sehr  gut
compliant und kamen regel méldig zum therapeutischen Aderlal
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Uber die Vitaminspiege der Probanden mit hereditdrer Hamochromatose im
Pasma lielen dch folgende Aussagen machen: der Medianwert der a-
Tocopherolkonzentration lag mit 55,34 umol/l oberhab des Normbereichs
von 16 - 44 pmol/l (Arnaud et d., 1991), wahrend gTocopherol mit einem
Medianwert von 598 pmoal/l oberhab des Normbereiches von 2,33 — 4,65
pmol/l (Chow, 1985) lag und Retinol mit eénem Medianwert von 7,46 pmol/l
lag ebenfdls oberhab des Normbereichs von 1,0 — 35 pmoal/l (Arnaud et 4d.,
1991).

Fur die Vitaminspiegd in den Erythrozytenmembranen wurde gefunden, dass
der Medianwert der a-Tocopherolkonzentration mit 2,46 pmol/l innerhab
des Normbereiches von 1,16 — 4,65 umol/l (Chow, 1985) und der Medianwert
der g Tocopherolkonzentration mit 0,26 pmol/l innerhab des Normbereiches
von 0,23 — 0,93 umol/l (Chow, 1985).

For diese geaing eseniberladenen Hamochromatosepatienten waren die
Vitamin E- und A-Spiegd nicht erniedrigt. Es wurde kein Zusammenhang
zwichen der Lebereisenaufladung und den  Vitaminspiegen  festgestdlt
(sehe Abb. 18). Hier bestand ebenso wie fir die Kontrollgruppe ken
Zusammenhang zwischen a- und gTocopherolkonzentration im Plasma zur
jewelligen Konzentration in den Erythrozytenmembranen (Sehe Abb. 9 und
10)

4.2.3. b-Thalassamie major

Alle ThaassBmiepatienten haiten die Diagnose b-Thdassamia mgor. Se
waren trandugongoflichtig und wurden nicht mit @nem Vitamin E-Prparat
subdtituiert. Zum Untersuchungszeitpunkt waren se sark eseniberladen wie
in Kapitd 3.4. beschrieben. Die Vitamin E-Spiege waren sowohl im Plasma
ds auch in den Erythrozytenmembranen erniedrigt. Alle Patienten erhidten
enma taglich, megens Uber Nacht ene subcutane Infuson des
Eisenchdaors Desferrioxamin.
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Da Medianwert der a-Tocopherolkonzentration im Plasma lag mit 59
pmol/l unterhalb des Normbereichs von 16 - 44 pmol/l (Arnaud et &, 1991)
und auch unterhab der von Ingold et d. (1987) angegebenen unteren Grenze
des Normbereichs von 11,5 pmol/l, wéhrend g Tocopherol mit enem
Medianwert von 1,38 umol/l unterhab des Normbereiches von 2,33 — 4,65
pmol/l (Chow, 1985) lag und Retinol mit einem Medianwert von 0,92 pmol/l
liegt ebenfals unterhadb des Normbereichs von 1,0 — 35 pmol/l (Arnaud et
al, 1991).

Fur die Vitamingpiegd in den Erythrozytenmembranen wurde gefunden, dass
der Medianwert der a-Tocopherolkonzentration mit 0,75 pmol/l unterhab
des Normbereiches von 1,16 — 4,65 umol/l (Chow, 1985) und der Medianwert
der g Tocopherolkonzentration mit 0,17 pmol/l unterhab des Normbereiches
von 0,23 — 0,93 umoal/l (Chow, 1985) lag. Alle Vitamingpieged waren auch
gegeniiber unserer Kontrollgruppe erniedrigt.

Diese Ergebnisse wurden auch von anderen Autoren bestédtigt. Erniedrigte
Serum-Vitamin  E-Spiegd  wurden fir an b-Thaassdmia mgor erkrankte
Pdienten gefunden (Zannos-Mariolea et al., 1974 und 1978, Stocks et 4d.,
1972, Rachmilewitz et d., 1976 und 1979, Gardini et al., 1981, De Luca et
d., 1999). Im Gegensatz dazu wurde in ener Studie trotz erniedrigter
Pasmaspiegd fur die Erythrozyten von dre b-Thaassdmia mgor-Petienten
normae Vitamin E-Konzentrationen gefunden (Rachmilewitz et d., 1979).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die hochdoserte orde Gabe
von Vitamin E zu enem Andieg der Serum-Vitamin E-Konzentration (Fuchs
et d, 1996, Rachmilewitz et d., 1979, Hyman, 1974) und auch zu einem
Andieg der Vitamin E-Konzentration der Erythrozyten (Rachmilewitz et d.,
1979) fuhrte. Dahingegen zeigten Giardini et d (1981) in ener Studie an 30
Patienten mit b-Thdassdmia magor, dass nur die parenterale Gabe von
Vitamin E zu e@ner dgnifikanten Steigerung der Vitamin  E-Konzentration im
Serum und in den Erythrozyten flhrte, die orde Gabe hingegen fihrte zu
keiner relevanten Veédnderung der Vitamin  E-Konzentrationen. Sowohl
Rachmilewitz et d. (1979) ds auch Giardini e a (1981) beobachteten kein
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dggnifikant verlangertes Zdtintervadl fir den Trandudonsbedaf unter
Vitamin E Subgtitution.

Deutlicher konnte der Effekt von order Vitamin E-Subgtitution an Patienten
mit b-Thdassdmie intermedia, ener milderen Verlaufform der Thaassimie,
be dea die Paienten nicht regdmddg transfusonspflichtig snd, gezeigt
werden. Nach 6 Monaten war die Vitamin E-Konzentration der Erythrozyten
normdisert und eine Verbesserung der Resstenz der  Erythrozyten gegen
osmotische Lyse wurde beobachtet, obwohl sch die
Hamoglobinkonzentration nicht geéndert hatte (Tesoriere et d., 2001).

In unsrer Sudie fand dch kein Zusammenhang zwischen der Vitamin E-
Konzentration im Plasma und in den Erythrozyten zur Zeit nach der letzten
Bluttransfuson (Abbildung 16). Da die Vitamin E-Konzentration der
Spendererythrozyten denen normaer Kontrollen entsprechen  dirfte, wére
ene ehohte Vitamin E-Konzentration der Erythrozyten kurz nach der
Trandfuson zu erwarten. Rachmilewitz et d. (1979) fanden fir 5 mit Vitamin
E behanddte und 5 unbehanddte Patienten vor und nach der Transfuson
keinen Unterschied in der Serum-Vitamin E-Konzentrationen. Dies zddgt,
dass Vitamin E-Subdtitution den grof3en Schaden, der an Spendererythrozyten
durch die Eisentiberladung entsteht, nicht abwenden kann.

In dieser Studie besent en mddg sgnifikenter Zusammenhang zwischen der
Erythrozytenmembran: und Plasma-Vitamin E-Konzentration der
Thaassamiepatienten fir sowohl fir a- ds auch fir g-Tocopherol (sSehe
Abbildung 8 und 10). Frihere Studien zeigten, dass niedrige Plasma-Vitamin
E-Konzentrationen nicht unbedingt én Defizit an Vitamin E in Zdlen zegt,
sondern  auch auf emniedrigte  Serumlipide  zurlickgefihrt  werden  kann
(Horwitt et d., 1972). Die totden Lipidkonzentrationen waren fir Patienten
mit b-ThdassBmia mgor in mehreren Studien dgnifikant erniedrigt (Zannos-
Marioleaet d., 1978, De Lucaet a., 1999).

Fur dle Thaassamiepaienten wurden erhdhte NTBI-Konzentrationen

gemessen. Diese betrugen maxima 5,52 pmol/l. Die Plasma- und Membrant



a-Tocopherol-Konzentrationen  zeigten  keinen  Zusammenhang mit  den
NTBI-Konzentrationen. Dies wurde auch durch die Medizinische Dissertation
von Rdler (1998) gezeigt, die s einen dgnifikanten Abfal der Plaama-a-
Tocopherolkonzentration bel NTBI-Konzentrationen Uber 55 pmoal/l in 120
Thaassamiepatienten fand. De Luca e d. (1999) fanden ene dgnifikante
Korrdaion zwischen Vitamin E und NTBI in enem Kollektiv aus 48
transfusonspflichtigen b-Tdassimie-Patienten. Ein Zusammenhang
zwischen Vitamin E und Feritin konnte sowohl in unserer ds auch in den
0.9. Studien (Reler, 1998, De Luca et d., 1999) nicht gefunden werden.
Porter et a. (1996) zeigten, dass durch die subcutane Dedferrioxamin-
Infuson, die Uber nacht gegeben wurde, die NTBI-Konzentration auf fast
normale Konzentrationen sank, aber nach 2 bis 4 Stunden wieder anstieg.
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4.3. Bedeutungvon Vitamin E in den Erythrozyten als
Parameter fur den Ernahrungsstatus

Um den Vitamin E-Status zu untersuchen, wurde in den meisten Studien a-
Tocopherol im Plasma oder Serum, &er auch in  Erythrozyten,
Lymphozyten, Thrombozyten, Lipoproteinen, Fettgewebe und Zdlen der
Wangenschlemhaut  bestimmt.  Weiterhin - wurde g-Tocopherol im  Plasma
bestimmt, um einen Vitamin & Status zu erhalten.

Die  Erytlrozyten-a-Tocopherol-Konzentrationen  wurden  in viden
Pdientengruppen genutzt, um enen Vitamin E-Saus zu bestimmen, zum
Beispid an Patienten mit Cystischer Fibrose (Farrdl et d., 1977), an Frih-,
und Neugeborenen und Kindern (Mino et a., 1985) sowie an Hypertonikern
(Wen et d, 1996).

Uber den Metabolismus des Vitamin E zwischen Erythrozyten und Plasma
is wenig bekannt. Be Ratten war der Austausch vom Plasma-a - Tocopherol
zu den Erythrozyten innerhdb weniger Stunden abgeschlossen (Silber, 1969,
Poukka, 1970, Bjornson, 1975). Zwei neuere Arbeiten untersuchten den
Mechanisnus der Bindung von a-Tocopherol aus dem Pasma an
Erythrozyten in vivo an gesunden Mensthen. Be enem Versuch mit 30
gesunden Probanden, die 75 mg [*H]a-Tocopherol mit einer Mahlzeit
engenommen hatten, wurde im Velauf der folgenden 51 Stunden kene
Korrdaion zwischen dem neuaufgenommenen a-Tocopherol und der
Erythrozytena - Tocopherol-Konzentration beobachtet. Dies zeigte, dass die
Féhigket der Erythrozyten Vitamin E aufzunehmen, unabhangig von der
bestehenden  Erythrozyten-a-Tocopherol-Konzentration  war.  Allerdings
korrdierte die Zunahme an a-Tocopherol im Plasma mit der Erythrozyten
a-Tocopherol-Konzentration invers, o dass hier e@n  Zusammenhang
anzunehmen war (Roxborough et d., 2000). Bdizzi e d. (1996) konnten
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zdgen, das die Bindung von [®H]a-Tocopherol an menschlichen
Erythrozyten reversbe war und einer Séttigung unterlag.

Es gab merere Studien, die die Sengdtivitd der Bestimmung von a-
Tocopheral vergleichend untersuchten.

Lehmann et d. (1988) fanden, dass Thrombozyten senstivere Marker fur
die Vitamin E-Aufnehme sind, ds Erythrozyten. Fir die Erythrozyten und
Pasma war die Sengtivitd anndhernd gleich Dahingegen fanden Yaoi &
a. (1984) eine enge Korrdaion zwischen der a-Tocopherolkonzentration
der Erythrozyten und Thrombozyten bel gesunden Erwachsenen.

Kaempf e 4d. (1994) untersuchten den Vitamin E-Status an 28
Neugeborenen und 92 Kindern in Plasma, Erythrozyten, Thrombozyten,
Leukozyten und in Zdlen der Wangenschlemhaut. Die Plasma-,
Leukozytenr und  Wangenschieimhautzellena - Tocopherol- K onzentrationen
der Neugeborenen diegen in der esten Lebenswoche dggnifikant an.
Dahingegen veréndeten  dch  die  a-Tocopherol-Konzentrationen  der
Erythrozyten und der Thrombozyten nicht. Dies wurde auch fir die dteren
Kinder Uber einen langeren Zetraum beobachtet. Die Autoren schlugen vor,
dass Zdlen, die LDL-Rezeptoren bestzen, wie Leukozyten und die Zdlen
der Wangenschleimhaut, bessere Marker fir den Vitamin E-Status sind, ds
Thrombozyten und Erythrozyten.

Zwischen gesunden Personen sind erhebliche Unterschiede in der Aufnahme
von a-Tocopherol in Plasma und Erythrozyten bekannt. Die Aufnahme von
a-Tocopheral variiet dahingegen intraindividudl wenig und i auch Uber
langere Zeitrdume hinweg konstant (Roxborough et d., 2000, Traber et 4d.,
1998).

In diesr Studie wurde a-Tocopheral in Erythrozyten und im Plasma fir ene
Kontrollgruppe sowie Patienten mit Ha&mochromatose und b-Thaassamie
mgor bestimmt. In unserer Kontrollgruppe bestand keine Kordlation
zwischen der a-Tocopherolkonzentration im Pasma und in  den

Erythrozytenmembranen.
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In der  Hamochromatosegruppe  unterschieden dch  die  a-
Tocopherolkonzentrationen im Plasma und in den Erythrozytenmembranen
nicht von denen der Kontrollgruppe und zeigten keine Korrdation zwischen
der  a-Tocopherolkonzentration im Pasma und der in  den
Erythrozytenmembranen. In  diessr Studie wurde kein  Zusammenhang
zwichen den Eisenpaametern  Fariting  Trandferrinsdttigung,  nicht-
transferringebundenes Eisen und L ebereisenbdadung zur a-
Tocopherolkonzentration im Pasma und in den Erythrozytenmembranen
gefunden.

Davon abweichend wurde bei ener Hamochromatosepatientin  ene
emniedrigte  a-Tocopherolkonzentration in  der  Erythrozytenmembran  trotz
normwertiger Plasma-a - Tocopherolkonzentration gemessen. Die  Probandin
zeigte erhohte Eisenparameter (Trandferrinsdttigung 85 %, Serum-Feritin
1072 mg/l, BLS 0,9 mg Fe/g Leber).

Auf Grund der eniedrigten  a-Tocopherol-Konzentration in  den
Erythrozytenmembranen wurde en  Subdtitutionsversuch mit  RRR-a-
Tocopherol-Acetat 400 mg taglich orad ds Einmagabe fur 3 Wochen
durchgefiihrt. Da RRR-a-Tocopherol-Acetat die hoéchste Bioverflgbarket
unter den ora verfigbaren Tocopherolprdparaten (Dimitrov et d., 1996,
Horwitt et a, 1984, Leth, 1977, Ames, 1979, Mason, 1947) besitzt, wurde
dieses ausgewdhlt.

Die a-Tocopherol-Konzentration im Plasma gieg innerhdb von dre Wochen
um 51,7 Prozent und in den Erythrozyten um 165,0 Prozent. Damit reichte die
erhdhte Konzentration im Plasma offenbar aus, um die Konzentration in den
Erythrozyten auf Werte zu deigern, die der Kontrollgruppe entsprachen.
Nach Absetzen des Préparates sank die a-Tocopherol-Konzentration im
Pasma und in den Erythrozytenmembranen wieder a&b. Im Plasma wurde
innechab  ener  Woche der  Ausgangswvet gemessen, in den
Erythrozytenmembranen est nach 35 Wochen. Dies sollte in grof3eren

Studien vdidiert und ndher untersucht werden.
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In der Thdassdmiegruppe waren die a-Tocopherolkonzentrationen im
PMasma und in den Erythrozytenmembranen im  Veglech  zur
Kontrallgruppe dgnifikant erniedrigt. Die a-Tocopherolkonzentrationen im
Plasma korrdierte mit der der Erythrozytenmembranen. Die a-Tocopherol-
Konzentration im Pasma und in den Erythrozytenmembranen Korrdierte
zwar nicht mit den einzdnen Eisenparametern, diese waren insgesamt aber
pathologisch erhoht.

Solange der Stoffwechsd des Vitamin E nicht vollsténdig geklart ist, bietet
die Bedtimmung von Vitamin E in Erythrozyten e@ne snnvolle Ergénzung
zur Besimmung im Plasma

Obwohl 10 mad mehr g-Tocopherol mit der Nahrung aufgenommen wird
(Bieri e d., 1974), fand man a-Tocopherol in 5 bis 10 md hoheren
Konzentrationen im Plasma (Traber et a., 1989). Dem g-Tocopherol wird auf
Grund seiner Struktur eine bedeutende Rolle beim Schutz der Zele vor
resktiven Stickstoffmetaboliten  zugeschrieben. Diese  Funktion kann a-
Tocopherol - grukturbedingt nicht wahrnehmen (Christen et a., 1997). E-
Sohemy et d. (2001) zeigten in ener Studie mit 531 gesunden Probanden,
dass die Plasma- und Fettgewebs g Tocopherolkonzentration ein  besserer
Parameter fur die g-Tocopherol-Aufnehme mit der Nahrungid, ds die a-
Tocopherolkonzentration im Plasma fir die Aufnehme von a-Tocopheral.
Gamma-Tocopherol ~ korrdiete mit  a-Tocopherol im Plasma und im
Fettgewebe. Dass die a-Tocopherolkonzentration im HPasma nicht die
Aufnahme von a-Tocopherol widerspiegdt, wurde auf die Regulation der a-
Tocopherolkonzentration im Pasma durch das a-Tocopherol-bindende
Protein (a-TTP) zurlickgefihrt.

Unsere  Ergebnisse  zeigten, dass die  Erythrozytenmembran-g-
Tocopherolkonzentration mit der Erythrozytenmembran-a -
Tocopherolkonzentration in der Thalassamiegruppe, in der
Hamochromatosegruppe und in der Kontrollgruppe korrelierte. Die Plasma-g-
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Tocopherolkonzentretion korrdierte nur in der Thaassamiegruppe mit der
Pasma-a - Tocopherolkonzentration, nicht dagegen fur Hamochromatose- und
Kontrollgruppe. Die Erythrozytenmembrang- Tocopherolkonzentration
betrug 10 bis 12 Prozent der Erythrozytenmembran-a -
Tocopherolkonzentration in alen Probandengruppen. Im Plasma betrug die g
Tocopherolkonzentration 23 Prozent der Plasma-a - Tocopherolkonzentration
fur die Thaassdmiegruppe, 10 Prozent fur die Hamochromatosegruppe und 6
Prozent fur die Kontrollgruppe. Dies bestétigt die Ergebnisse von Traber et d.
(1989), die fanden, dass die Plasma-gTocopherolkonzentration 10 bis 20
Prozent der Plasma-a-Tocopherolkonzentration betrug. Auch El-Sohemy e
a. (2001) gaben an, dass die die g Tocopherolkonzentration 10 Prozent der a-
Tocopherolkonzentration im Plasma betrug.

Die gTocopherolkonzentration in Erythrozytenmembranen und im Plasma i
ein zusdizlicher Parameter zur Besimmung der Vitamin E-Status.
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5. Zusammenfassung

Vitamin  E ig das wichtigte lipidiodiche Antioxidant, das die
Zdlmembranschédigung  durch Oxidantien, wie Eisen, unterbinden kann. Diese
Funktion des Vitamin E guidt fir Krankheten mit vermehrter Eisenablagerung
im Gewebe, wie b-Thaassmie mgor und Hamochromatose, eine besondere
Rolle. Vitamin E wird haufig im Plasma bestimnnt.

Es wurde eine Methode entwicket, die haufiggen Formen des Vitamin E,
a- und gTocopheral, in isdlieten Erythrozytenmembranen mittdls HPLC zu
betimmen. Diese wurden fir ene Kontrollgruppe (1,32 - 579 pmad/l a-
Tocopherol, 0,21 - 0,67 pmol/l g Tocopherol) sowie Petienten mit b-Thaassdmie
magor (0,23 - 1,73 pmal/l bzw. 0,04 - 0,46 pumol/l) und Hamochromatose (1,09 -
4,02 pmol/l bzw. 0,16 - 0,67 umoal/l) bestimmt. Aul3erdem wurden die a- und ¢
Tocopherol-Konzentration im Plasma sowie nichttrandferringebundenes  Eisen,
Ferritin, Transferrinséitigung und die Lebereisenbeladung bestimmt.

Fur die durch regedmddge Transfusonen sekundér stark esenbeadenen
Patienten der ThaassAmiegruppe war die Vitamin  E-Konzentration in  den
Erythrozytenmembranen und im Pasma im Veglech zur Kontrollgruppe sak
veamindet. Es besand ene Korrdation zwischen den Vitamin E-
Konzentrationen in den Erythrozytenmembranen und im Plasma Die Vitamin E-
Konzentration in Plasma und Erythrozytenmembranen war unabhdngig vom
Zeitpunkt der letzten Transfusion.

Die Vitamin E-Konzentrationen in den Erythrozytenmembranen und im
Pasma der geing eseniberladenen Hamochromatosepatienten  entsprachen
denen der Kontrollgruppe. In der Kontroll- und Hamochromatosegruppe fand sich
keine Korrdaion zwischen Vitamin E im Pama und in den
Erythrozytenmembranen. Eine Hamochromatosepatientin, die ene erniedrigte
Vitamin E-Konzentration in den Erythrozytenmembranen trotz normwertiger
Vitamin E-Konzentration im Plasma hete, wurde mit einem orden Vitamin E-
Prégparat  subdtituiert. Nach dre Wochen Subdtitution war die Vitamin E-

Konzentration in den Erythrozytenmembranen normwertig.
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Einzelwerte

Tabdle 1: Kontrolle

Nr. Alter Geschlecht Hb Membran * SD Plasma Membran Plasma Plasma Serum-Fe  TEBK Transferrin- Ferritin
[mg/dl] a-Tocopheral g-Tocopheral Retinol [mg/dl] [mg/dl] sdttigung [na/l
[umol/l]  [umol/l]  [pmol/l]  |[pmol/l]  [pumol/l]  [umol/l] 64-170  250-395  [%] 20-52 35-235
1 27 w 14.3 1.97 0.18 23.2 1.55 2.85 77 383 20 43
2 23 w 12.8 4.66 0.78 455 0.50 331 6.02 89 268 33 39
3 48 m 154 2.37 0.56 58.0 0.67 9.28 9.54 144 368 39 150
4 46 m 155 1.83 0.14 63.6 0.48 11.60 10.67 93 346 27 70
5 52 m 14.3 1.62 0.69 61.8 0.25 7.73 521 101 300 34 83
6 23 w 13 3.87 0.67 58.3 0.39 5.03 9.35 102 401 25.5 36
7 24 w 12.8 1.32 0.44 16.5 0.21 2.47 1.88 81 330 25 40
8 47 m 14.4 3.46 0.13 82.9 0.41 2.85 8.75 83 316 26.3 62
9 26 w 12.9 3.37 1.60 67.3 78 234 335 35




Tabelle 2: Hamochr omatose

Nr. Geburts- Geschlect Hb Membran + SD Plasma |[Membran Plasma Plasma |[Serum-Fe TEBK Transferrin-[ Ferritin L ebereisen- NTBI
datum [mg/dl] a-Tocopherol g-Tocopherol Retinol [mg/dl] [mg/dl]  sattigung [ng/] beladung [umol/I]
[umol/I]  [pmol/1]  [pmol/I] |[pmol/I] [umol/l]] [pumol/l] 64-170  250-395 [%] 20-52 | 35-235 [mg Fel/g Leber]

WB 25.12.44 m 14.8 2.51 2.16 63.87 0.26 6.07 9.33 159 246 65 273 2.94
RH 19.7.41 m 13.1 1.09 0.41 47.84 0.27 1251 5.78 43 271 16 310 0.53
HF 7.8.35 m 13.8 4.02 4.26 65.45 0.67 9.28 7.59 66 267 25 6 0.2
EA 21.5.39 w 13 241 0.50 66.44 0.17 3.62 7.76 213 234 91 795 2.03 455
MD 25.03.36 w 14.1 2.78 0.40 25.57 0.25 3.98 7.33 116 268 43 16 0.26
GW 22.8.11 w 14.9 2.79 2.25 40.67 4.35 234 302 78 524 1.05 2.4
SC 27.12.61 w 12.5 1.59 1.25 57.34 0.16 5.98 6.59 131 216 61 84 0.42 1.51
MS 2.3.48 w 13.6 2.07 0.29 47.84 0.17 3.83 4.97 76 331 23 8 0.82
RW 27.1.69 m 15.3 3.68 1.48 53.34 0.34 4.46 12.45 146 279 52 27 1.94
BG 5.12.51 m 14.6 1.59 1.22 63.21 0.29 6.57 8.12 33 288 12 6 0.59
CK 2.2.53 w 15.4 0.73 0.14 16.09 232 274 85 1072 0.9

14.7 1.02 21.19 853

1.95 24.41 198 292 68
15.9 1.35 16.36 266 806
14.7 0.64 20.65




Tabelle 3: b-Thalassamie major

Nr. Geburts- Geschlecht Hb [Membran +SD Plasma |Membran Plasma  Plasma Serum-Fe TEBK  Transferrin-| Ferritin  Lebereisenk. Milzeisenk.  NTBI
datum [mg/dl] a-Tocopherol g Tocopherol Retinol [mo/dl] [m/dl] séttigung [ng/] [ug Felg Leber] [umol/]
[umol/I] [umol/l]  [pmol/l]  |[umoal/l]  [pmol/l]  [pmoal/l] 64-170  250-395 [%)] 20-52 35-235 Leber Milz
536 15.9.78 m 11.9 0.25 0.06 1.9 0.12 0.89 0.04 208 250 83 4745 4162 1132 4.99
537 7.10.69 w 12.3 0.55 0.12 6.3 0.12 0.89 0.05 200 230 87 4263 4039 5.01
538 8.11.83 w 12.9 0.83 0.17 0.10 199 216 92 2054 1692 4.24
539 7.4.79 w 134 0.89 0.01 7.2 0.20 1.49 0.08 240 257 93 1980 3212 351
540 16.6.79 m 124 248 332 75 2320 1008 0.75
541 1.4.87 w 12 0.92 0.61 7.8 0.19 175 0.04 211 249 85 3103 2645 4.04
542 4.4.78 w 119 0.36 0.15 4.6 0.08 1.06 0.04 226 261 87 4558 9973 14070 4.83
543 20.7.80 m 11.7 3759 1152
544 28.8.75 m 10.8 0.23 0.05 2.8 0.04 0.82 0.00 228 256 89 2347 1426 3.37
545 25.7.87 m 10.3 0.71 0.59 4.2 0.32 175 0.21 240 276 87 1563 967 5.52
546 4.7.75 w 12.7 1.73 0.13 6.6 0.46 2.05 0.24 199 239 83 4015 3718 4.16
547 23.8.79 w 124 0.84 0.66 7.4 0.30 274 0.20 205 245 84 7282 5674 4.2
548 6.12.81 m 12.3 1.10 1.18 59 0.19 121 0.16 160 184 87 2871 910 32
549 3.2.87 m 11 0.44 51 0.06 1.38 0.03 277 315 88 4265 1582 122
550 27.6.72 w 111 0.80 0.33 104 0.32 3.95 0.09 271 278 98 3707 2590 2583
551 27.8.69 m 12.2 0.69 0.39 51 0.16 1.25 0.09 273 296 92 9460 4373 3566 2.84




