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5 Einleitung

1. Einleitung

Bevor im Folgenden auf die genaue Problemstelland, der diese Arbeit basiert, ein-
gegangen wird, sollen zunéchst einige grundlegé&madiéen bezlglich der Eisentiberladung

und der Wirkungsweise von Vitamin E und A dargdistetrden.

1.1. Eisenstoffwechsel

Eisen ist das sechsthaufigste Element im Univensndhdas vierthaufigste in der Erdkruste.
Es gehort zu den Ubergangselementen und bildet @sewtlichen zwei Oxidationsstufen
[Fe(ll) und Fe(lll)] aus [Nielsen 2000]. Freies &isist sehr reaktiv und demzufolge toxisch
fur die Zellen, weshalb diese einerseits Uber eaugyepragten Oxidationsschutz verfiigen
und andererseits das Eisen in fir sie unschéadli€loeem verpacken. Der menschliche
Korper eines Erwachsenen enthédlt 3-5 g Eisen. Ddimauft sich der tagliche
physiologische Eisenverlust in Form von abgesatéfeEpithelzellen sowie durch Schweil
und Urin lediglich auf etwa 0,03 %, d. h. ~1-2 ffinutson et al. 2003] und ist nicht
regulierbar. Etwa 70 % sind an Hamoglobin gebundea ca. 11 % in einer Reihe von
Ham- oder Nicht-Hameisenenzymen enthalten bzw. Répoteisen in Ferritin und
Hamosiderin (19 %) gespeichert [Nielsen 2000]. blur0,14 % des Eisens bewegt sich, an
das Transportprotein Transferrin gebunden, im Pdaskisen dient in erster Linie der
Sauerstoffversorgung des menschlichen Organisnangbdr hinaus ist es an der zellularen
Energiebereitstellung (Cytochrom C), dem Xenobagrtiletabolismus (Cytochrom-P450),
an der DNA-Synthese und an der Entsorgung von Stofeadikalen (Catalase,
Peroxidase) beteiligt. Der Hauptort fir die Absamptvon Eisen in allen Formen ist das
Duodenum und das obere Jejunum. Im starken Eisegghd&dnnen aber auch tiefere
Darmabschnitte zusatzlich substantielle Eisenmemdpsorbieren. Das Eisen wird aus der
Nahrung nach Reduktion von ¥eu Fé* — tiber den Protonensymporter DMT1 (divalent
metal transporter 1) [Donovan et al. 2005, Gungtial. 1997, Latunde-Dada et al. 2002,
Nielsen et al. 2003, Pantopoulos 2004, Powell 2004t zweiwertiges Eisen und andere
Schwermetalle transportiert, aufgenommen. Eisem kamch mit intaktem Ham direkt
aufgenommen werden, wobei es danach Uber Ferroportdie Blutbahn ausgeschieden
wird [Donovan et al. 2005, Fleming 2005, Gallati st 2002]. Im Blut wird Eisen an
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Transferrin gebunden und Uber die Transferrinrexeptan die Zellen abgegeben, die ihren
Bedarf an Eisen tber IRPs (iron regulatory projeausdricken, welche die Expression von
Transferrin-Rezeptor und Ferritin kontrollieren &t et al. 2003, Pantopoulos 2004].
Hieran ist vermutlich auch das HFE-Gen beteiligalf&i et al. 2002]. Der Bedarf des
Organismus wird Uber mindestens drei Mechanismdndam Niveau des Dunndarms
reguliert [Parkkila et al. 2001]: dem so genannteisenblock, der bei reichlichem
Eisenangebot die Aufnahme normalerweise heruntaiezy wahrend sie bei Eisenmangel
intensiver wird [Bacon et al. 1990, Long 2004], sswwei anderen, noch nicht eindeutig
charakterisierten l6slichen Faktoren, dem Speielgatator und dem erythropoetischen
Regulator [Gallati et al. 2002], wobei das im Jab@@1 entdeckte 25 AS-Peptid Hepcidin
als Speicherregulator eine Art Sensor darstellemnt@ [Canonne-Hergaux et al. 2004,
Fleming 2005, Gallati et al. 2002, Ganz 2003, Meetal. 2003, Nicholas et al. 2001].
Zumindest ist inzwischen klar, dass Hepcidin dentraégen Regulator der intestinalen
Eisenabsorption darstellt [Fleming 2005, Kemnal eR@05, Leung et al. 2005, Nemeth et
al. 2004, Papanikolaou et al. 2005, Roy et al. 200%epcidin bindet offenbar an IREC1
und bewirkt eine Internalisierung von diesem Prgteso dass der basolaterale
Eisentransport herunterreguliert wird [Nemeth et28l04]. Die Synthese in der Leber ist
abhangig von der Leber- und Plasmaeisenkonzentrdigrunterreguliert bei Eisenmangel,
erhoht bei Eisentiberladung (Abb. 1).

Die Absorption von ionischem Nahrungseisen kannzgpiell durch bestimmte Stoffe, die
in vielen pflanzlichen Nahrungsmitteln vorhandamdsiwie z. B. pflanzliche Polyphenole in
Tee oder Hulsenfrichten, Phytate in Getreiden, &hjsdilsenfriichten, pflanzliche ,nicht-
Starke-Polysaccharide” in Getreiden sowie Calciurd Bhosphat, z. B. in Coca-Cola und
Limonaden, gehemmt werden. Die Wirkung dieser livbibn beruht auf einer

Komplexierung bzw. teilweisen Ausfallung von iorlism Eisen im Gastrointestinaltrakt.
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Leber-Fe t
Plasma-Fe

Abb. 1: Synthese von Hepcidin in der Leber.

HFE, TfR2 (Transferrinrezeptor 2) und HJV (Hamojiiemissen intakt vorhanden sein, weil Ausfall sgie Proteine zu
unterschiedlichen Hamochromatoseformen (Typ 1-Bjef, die alle mit dem Fehlen von Hepcidin einhleege Eisenmangel
hemmt, chronische Entziindungszusténde stimuliererHdpcidinsynthese, Uberfiillte Eisenspeicher in ldgber oder hohe
Plasmaeisenkonzentrationen férdern die Hepcidirhiissing. Ob Hepcidin selbst direkt den SensoSfieichereisen darstellt
oder ob die Hepcidinsynthese mit einem unbekanB&ssor verknupft ist, ist bisher nicht bekannt.
Die Eisenausscheidung erfolgt Gber Zellmauserumgd@emmukosa, zu geringen Anteilen
auch uber Galle, Schweil3, Urin und Menstruatiortsiibie Hauptspeicherorte fir Eisen
sind das so genannte retikuloendotheliale SysteBES]Rdie Skelettmuskulatur und die
Leberparenchymzellen. Das Eisen im RES des Knochgwsnder Milz und der Leber
stammt hauptsachlich aus phagozytierten Erythrozyted wird an Transferrin abgegeben

und zur Hamatopoese ins Knochenmark transportsatdeuk et al. 1987].

In Abbildung 2 wird die beschriebene Eisenabsompéinhand einer Graphik dargestellt.
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Abb. 2: Regulation der Eisenabsorption bei normaigsenstoffwechsel.

Gezeigt werden die Routen des EisentransportsibemeErwachsenen (Zahlenangaben in mg/Tag fiir efflekg schweren
Mann). Der Plasmaeisen-Pool besteht aus etwa 4nmrifransferrin gebundenem Eisen, wahrend der Tumetvea 30 mg
Eisen/Tag betragt.

1.2. Pathogenese der Eisenuberladung

Ist die Balance zwischen Eisenausscheidung undraiiisn gestort, kommt es entweder
zum Eisenmangel oder zur Eiseniberladung (sigmikei Werten Gber 5 g Kérpereisen).
Zu Gewebeschaden wie z.B. einer Leberzirrhose korasn meist erst ab ca. 10g
Kdrpereisen [Pippard 1994]. Die pathologische Hibemladung wird in die genetische

(primare, hereditare) und die sekundare Transfgsiderose untergliedert.

Bei Letzterer kommt es durch parenterale Eisenzuddler durch eine erhéhte Resorption
bei einer Hyperplasie mit ineffektiver Erythropoaseeiner Eisentiberladung. Exemplarisch
seien hier die Thalassamia major und siderobldstiscAnamie, chronische

Lebererkrankungen (alkoholische Leberzirrhose undtogkavaler Shunt), die erhdhte
oralen Aufnahme (medizinische Uberdosierung) undeem erbliche oder kongenitale

Storungen (Porphyria cutanea tarda, kongenitalan&terrindmie) genannt.
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Bei der genetischen Eisentberladung handelt esusictie primére Hamochromatose, eine
autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung. 1996 wuedd dem kurzen Arm von
Chromosom 6 in der Nahe des HLA-Komplexes ein Gxalisiert, welches heute HFE-
Gen (Human-Leukozyte-Antigen) genannt wird [Beu802, Feder et al. 1996, Gallati et
al. 2002, Pietrangelo 2004]. So weisen sehr vieddeRten in Nordeuropa, USA und
Australien mit klinisch festgestellter homozygotétamochromatose eine bestimmte
Punktmutation (C282Y) in diesem Gen (Hamochroma@eer) auf [Feder et al. 1996,
Powell 2004, Wood et al. 1998]. Diese Mutation fanch bei 95-100 % der untersuchten
Hamochromatosepatienten in Deutschland [Nielseal.e1998]. Inzwischen wurden vier

Formen der Hereditaren Hamochromatose charakierisvelche in Tabelle 1 dargestellt

werden.
HFE-assozi . TfR2-assozi{ Ferroportin-
Grund- . ) Juvenile . ’ .
lerte Hamo- . lerte Hamo-| assoz. Eiser}-
formen Hamochromatose N
chromatose chromatose| Uberladung
OMIM
e Typ 2, Typ 2,
Klassrl:‘lkatlo Typ 1 Subtyp A Subtyp B Typ 3 Typ 4
Betroffenes
Genund | HFE, 6p21.3 HFE2, 1g21| TAMP. | 11Ro, 7q22| SLEA0AL
199g13.1 2032
Chromosom|
Name des o . - Transferrin .
Genprodukts HFE Hamojuvelin Hepcidin Rezeptor 2 Ferroportin
Vererbung | autos.-rez autos.-reg. autos.-rez. arges | autos.-dom|

Tabelle 1: Formen der hereditdren Hamochromatoder®MIM (Online Mendelian Inheritance in Man)-Kafikation.

[Pietrangelo 2004]
Die idiopathische @ Hamochromatose z&hlt zu den bé&iEgn vererbten
Stoffwechselerkrankungen in Nordeuropa. Das Matafemsalter liegt in der Regel
zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr [Pietrangeld4R0Die Prévalenz homozygoter
Personen liegt bei 1 : 300 bis 1 : 400, die deedoelygoten bei 1 : 10 bis 1 : 20 [Feder et al.
1996]. Dabei sind fast alle Patienten mit Hamoclatmse in Nordeuropa homozygot fur die
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C282Y-Mutation [Nielsen et al. 1998b]. Die phanaosghe Auspragung der Erkrankung
variiert und hangt nicht nur von genetischen, somderiber hinaus von weiteren Faktoren
ab, die auf Eisenaufnahme oder -verlust einwirker, z. B. Alkoholkonsum, Eisengehalt
der Nahrung und Blutverlust durch Menstruation, assddie Pravalenz der manifesten
Hamochromatose nur bei etwa 1 : 4000 bis 1 : 5@@f. [Frauen sind 5 bis 10 Mal seltener
betroffen als Maéanner. Heterozygote zeigen zwar imanad Auffalligkeiten im
Eisenstoffwechsel (z. B. zeitweilig erhdhtes Seitdisen), entwickeln aber nach bisherigen

Erkenntnissen lebenslang keine klinisch relevaigeritiberladung [Beutler et al. 2002].

Bei der homozygoten Form kommt es zu einer massiagstinalen Aufnahme nicht
bendtigten Eisens, welches nicht ausgeschiedenewd@nn und deshalb in verschiedenen
Geweben (besonders in Leber und Milz) abgelagertievemuss. Dort wirkt es zelltoxisch
und fuhrt zu Nekrosen [Sharma et al. 1990], sodassnbehandelt im weiteren Verlauf zu
Leberzirrhose, Hepatomegalie, Splenomegalie, Hygergntierung der Haut
(Bronzediabetes), multiplen Endokrinopathien (z. BRiabetes), einer dilatativen
Myokardiopathie und unspezifischen Beschwerden @ierbauchschmerzen, Mudigkeit
und verminderter Leistungsfahigkeit, die Ausdrucér d_ebererkrankung sind, kommt
[Adams et al. 1997, Niederau et al. 1985]. EinehBréignose vor dem Auftreten von
Leberzirrhose und Diabetes mellitus ist von groBedeutung, weil die Prognose durch
konsequente Aderlasstherapie entscheidend verbasseten kann. Frihe Befunde sind
Arthralgien, die besonders die Metakarpophalangdadke der Hande betreffen,
abdominelle Beschwerden und frihzeitige Impotenzw.bzAmenorrhoe und
Hepatosplenomegalie. Zu eiseninduzierten Organschddmmt es erst jenseits des
45. Lebensjahres. Im Serum sind Eisen, Ferritin Umansferrinsattigung erhdht. Der
Mechanismus der zytotoxischen Wirkung des Eisehsiash unklar, eine Schlusselrolle
kommt hier jedoch in jedem Falle den Kupffer'sci&ernzellen zu [Miret et al. 2003], die
der Gruppe der mononukledren Phagozyten angehdrénnuder Lage sind, Bakterien,
Viren, Zelldetritus, Immunkomplexe und Toxine zuagbzytieren. Bei diesem Prozess
kommt es zur Bildung des entgiftungspflichtigen, cltoxischen HO,, zur

Prostaglandinsynthese und zur Freisetzung von #@tasen. Zusammen mit dem
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zusatzlichen Verlust antioxidativer Vitamine flhites zu einer gesteigerten Bildung

toxischer Peroxide.

HEREDITARE HAMOCHROMATOSE

homozygote C282Y-Mutation
im HFE-Gen auf Chromosom 6

Hochregulierte
Eisenabsorption

Hepatozellulire |
Eiseniiberladung/,

Fe* +H,0, - Fe** + OH + OH (Fenton Reaktion)

N

{

'LipidperoxidationJ Kupffer-Zell-Aktivierung [

\

Stimulation der |

Schadigung der )
Zell-DNA

Zellorganell- Ereisetzung yon Zytokvinen Kollagensynthese
L membranen ) in Lipozyten J
Freisetzung Schiidi ) ’
von lysosomalen mcikros%';lnneﬁe‘;? %nzymen,
Enzymen Zytochromen
| Zellnekrose J > { Leberfibrose J

! o

o 30% | hepatozellulires |
_Leberzirrhose | ; [ pKarzinomr

-

Abb. 3: Mogliche Ereigniskaskade der Leberzellsalndaly bei hereditarer Hadmochromatose mit chronisEiigeniberladung [Nielsen
2000].

Die Eisenspeicherung im Rahmen der Hamochromatdsigteprimar in den Hepatozyten,
erst zu einem spateren Zeitpunkt erfolgt auch é&imseniberladung der Kupffer'schen
Sternzellen, der Gallengangsepithelien und desngesaleberlappchens. Die durch die
hereditare HAmochromatose induzierte Leberzirrlbzse -fibrose entsteht typischerweise
periportal.

Die Diagnostik besteht aus der Analyse der Labaombd (die Kombination aus der

Erhéhung des Ferritins und der Transferrinsattigang Uber 60 % spricht fur eine
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Hamochromatose) und einer Leberpunktion (hierbeéi imsbesondere der hepatische
Eisenindex = hepatischer Eisengelpathol/gl/Alter [Jahré von Bedeutung) [Powell 2004].
Eine Ablagerung des Uberschissigen Eisens in ddan@angsepithelien ist ebenfalls ein
Indiz flr eine hereditare Hamochromatose, da masediForm der Eisenablagerung bei
keiner anderen Siderose findet. Diese invasive tpelmktion kann seit einigen Jahren auch
durch die nichtinvasive Messung der Leber-Eisenzéotration mithilfe eines SQUID-
Biomagnetometers _(raconducting_wggantum _nterference_evice) vermieden werden.
Diese Methode wird inzwischen jahrlich bei Hunderten Patienten angewandt [Beutler et
al. 2002, Fischer et al. 2003, Starr et al. 20Bije anndhernd alternative Methode ist das
guantitative MRI [Fischer et al. 2003, Kaltwassdr a. 1990]. Zudem konnen die
Untersuchungen seit neuestem durch einen Nachweissenveranderungen im HFE-Gen
erganzt werden [Feder et al. 1996, Powell 2004].

Therapie Das Therapieziel bei HAmochromatosen ist die gentherung des Eisendepots
im Korper, sodass die erschopfende Aderlassther@ea 500 ml Blutentzug = 250 mg
Eisen/Woche) die effektivste Behandlungsmdglichaitstellt [Beutler et al. 2002], bei der
so lange therapiert wird, bis sich eine leichteeRmangelanamie (Hb stabil <11 g/dl)
einstellt. Nach einer Therapiepause von etwa 6—&8d#en wird dann nach Wiederanstieg
der empfindlichen  Blutparameter (Serum-Fe, Tramsfdfe-Sattigung) eine

Erhaltungstherapie (3—-6 Aderlasse/Jahr) durchgefibm die weiter Uberschissig
aufgenommenen Eisenmengen sofort wieder zu entfarnd somit einer Reakkumulation
von Eisen dauerhaft entgegenzuwirken [Nielsen 20D Aderlasstherapie ist als sicher
und allgemein gut vertraglich bekannt. Geht die Hénmmomatose gleichzeitig mit einer
Anamie einher, kann die Eisentberladung mit demerk{Shelatbildner Desferoxamin

behandelt werden, wobei jedoch erst nach mehreadmed eine Entspeicherung des
Kdrpereisendepots zu erwarten ist [Nielsen et @032 Powell 2004]. Bei bereits schwer
kranken Patienten, die eine Aderlasstherapie asfamght tolerieren, empfiehlt sich

ebenfalls eine Therapie mit Desferoxamin [Nielsead.

Erfolgt eine konsequente Therapie der Hamochroreatasprazirrhotischen Stadium ohne
Diabetes mellitus, weicht die Lebenserwartung nicktevant von derjenigen der

altersentsprechenden Normalbevdlkerung ab [Adanas. 4997, Niederau et al. 1985 und
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1996]. Liegt bereits eine Leberzirrhose vor, bdtrdge 10-Jahres-Uberlebensrate bei
konsequenter Therapie 70 %; die Eisenentspeichemindert in diesem Fall nicht das
Risiko der Entwicklung eines primaren Leberzellkaoms. Hepatosplenomegalie, Fibrose
und Hautpigmentierung kénnen sich zwar wahrendAdkarlasstherapie zurlckbilden, die

endokrinen Stérungen und die Arthropathie sinddiltgs in der Regel irreversibel.

1.3. Schadigungswege, Lipidperoxidation und freie Radikke

Eine wichtige Rolle bei der Leberschadigung durgkei& wird dem Ferritin und dem

Hamosiderin zugeschrieben [Jucket et al. 1995]. elseniiberladenen Hepatozyten,
besonders in der Lysosomenfraktion, akkumuliereesali an der Eisenspeicherung
beteiligten Molekile, sodass es hier elektronenoskopisch nachweisbar zu einer
Hypertrophie und damit zu einem verstarkten Vorkanmnzelltoxischer Enzyme, welche
eine weitere Progredienz der Organschadigung bewjrkommt [Myers et al. 1991]. In

vitro konnte gezeigt werden, dass unter dem in &gsen physiologisch leicht aziden pH-
Wert sowohl Transferrin als auch Ferritin in dergkasind, die Lipidperoxidation ohne
Vorliegen eines Reduktionsmittels zu stimulierend@nnell 1985, Gutteridge et al. 1990].
Intra-hepatozellular vorkommendes Transferrin un@imidsiderin kbnnen jeweils kleine
Anteile des gespeicherten Eisens aus der Bindutigssen, welches bei der Initiation der

Lipidperoxidation eine wichtige Rolle zu spielertnsmt [Bradbear 1985].
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Lipidperoxidation:

Bei der in drei Schritten ablaufenden Lipidperoxioia (LPO; siehe Abbildung 4) reagiert
ein reaktives Radikal (z. B. OHmit der Seitenkette einer mehrfach ungesattigettsaure
eines Lipoproteins oder eines Phospholipids derdni#ghbran. Es kommt zu einer
Kettenreaktion, bei der die Membranlipide beschadigrden und die Membran selbst
durchlassig wird, was eine Zellschadigung zur Fdige (Halliwell, 1994). Die LPO kann
durch Antioxidantien verhindert oder gestoppt werdeobei zum einen die korpereigenen
Enzyme Superoxiddismutase und Katalase reagieuam,anderen Vitamine, besonders das

Vitamin E, als nicht-enzymatische Radikalfangerken.

wiirige Phase (Blut) _
Tocopherol AscH s
H,0 HOo @ p H,0 \_/H

Lipidphase %

(Zellmembran

~0

Abb. 4: Kettenreaktion bei der Lipidperoxidatiomse die Rolle und Einbindung der Vitamine E und C

(entnommen aus Biesalski et al. 1999).

1. Initiierung zum Beispiel durch Superoxidanionenraimgulettsauerstoff.

2. Addition von molekularem ©mit Bildung eines aggressiven Peroxyl-Radikals -OO
(PR). Wird diese Reaktion nicht unterbrochen, soegert das PR ein neues PR und
wird dabei selbst zum Hydroxyperoxid (OO-H), wodureine Kettenreaktion
eingeleitet wird, die sich so lange tUber die Memhaasbreitet, bis zum Beispiel ein

kettenbrechendes Antioxidants wie

3. Vitamin E die Reaktion unterbricht.
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4. Vitamin E (@-Tocopherol) wird durch diese Reaktion selbst zuadikal, reagiert

aber kaum mit benachbarten Fettsduren.

5. Durch Vitamin C (AscH kann das Vitamin-E-Radikal wieder regeneriertdeer.

1.4. Vitamin E (Tocopherol)

Vitamin E besteht aus einem Chromanolring, an dei bis vier Methylgruppen gebunden
sind. Ferner ist in der Position 2 eine gesattigteer ungesattigte isoprenoide;sC
Seitenkette verankert. Die acht natirlichen Vitamierbindungen gliedern sich in vier
Tocopherole -, -, y- und d-Tocopherol) mit gesattigter und vier Tocotrien{de, -, y
und &Tocotrienole) mit ungesattigter Seitenkette. Dexgiff Vitamin E gilt fur alle
Derivate des Tocols und Tocotrienols, die qualitdte hochste biologische Aktivitat deas
Tocopherols aufweisen [Brigelius-Flohe et al. 1998lis et al. 2000]. Fur dessen nattirliche
stereoisomere Form wird die Bezeichnung Rd&RRecopherol verwendet (siehe
Abbildung 5).

CHj

H3C 0

CHa CHs 3

a -Tocopherol

Abb. 5: a-Tocopherol.

Das a-Tocopherol ist bei Tier, Pflanze und Mensch Ubegend in den subzellularen
Membranen der Mitochondrien, Mikrosomen und Chltasten lokalisiert und ist somit
Bestandteil biologischer Membranen [Martin et &99] und essenziell fir den Erhalt ihrer
Funktion [Young 1994]. Ein Mangel an Vitamin E ftiheur Destabilisierung von
Membranen und kann somit z.B. eine Hamolyse deythEozyten bewirken und
mikrosomale Membranen schadigen. Das mit der Na@hawigenommene Vitamin E wird

zusammen mit Fetten unter Einwirkung von Gallers@uund Pankreasenzymen im
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Dunndarm resorbiert. Die Resorptionsrate betragtphgsiologischen Bereich etwa 25—
60 % und nimmt im hdheren Dosisbereich ab [Bassied., 2002]. Nach Resorption wird
es in Chylomikronen gebunden und Uber den Ductosplhaticus in den systemischen
Blutkreislauf abgegeben. Die Leber bindet das ViteEh Uber ein spezielles
Transferprotein in VLDL ein und gibt es an das Bhh, die Ausscheidung erfolgt
hauptsachlich mit dem Stuhl, nur etwa 1 % werdeindem Harn ausgeschieden [Bassler et
al. 2002]. Ein Mangel an Vitamin E ist selten undnk durch mangelnde Zufuhr,
Malabsorption oder exzessiven Verbrauch durch dxiea Stress entstehen [Nelis et al.
2000]. Vitamin E wirkt als Redoxsystem: Es ist Boophiles Antioxidans und inhibiert die
eiseninduzierte Peroxidation von membrangebunderednfach ungesattigten Fettséduren in
den Membranlipiden [Dillard et al. 1984, Dresowaét 1995, Nelis et al. 2000]. Dartber
hinaus schuitzt es Vitamin A und Thiolgruppen votidakon, wobei Tocopherol selbst zum
Chinon oxidiert wird. Beim Angriff eines Radikalafeeine mehrfach ungesattigte Fettsaure
der Membranlipide wird von der Methylengruppe zwiesc zwei Doppelbindungen ein
Wasserstoffatom abstrahiert, sodass ein hoch wesktiLipidradikal entsteht. Ohne
Antioxidantien wirde eine autokatalytische Kettahteon einsetzen, die sich in kirzester
Zeit Uber die Membran fortpflanzen und dazu fihwairde, dass die Membranlipide zu
Lipidperoxiden oxidieren. Da Vitamin E eine sehhbdAffinitat zu Lipidperoxyl-Radikalen
hat, fangt es diese ab, bevor neue Fettsdurenitamgkénnen, sodass es zum Abbruch der

Kettenreaktion kommt [Nelis et al. 2000].

1.5. Klinischer Einsatz von Vitamin E

In der Vergangenheit konnte nachgewiesen werdess d@& Konzentration von Vitamin E
bei Patienten mit hereditarer Hamochromatose und deperimentell erzeugter
Eisenliberladung abnimmt [Brown et al. 1997]. Dieb&aon Vitamin E unterdrickt die
eiseninduzierte Lipidperoxidation [Dillard et aP&4, Dresow et al. 1995, Inan et al. 1998,

Srigiridhar et al. 2000] und mindert somit die digrch entstehenden Folgeschaden.

Dartber hinaus wird auch bei anderen Erkrankungentleerapeutischer Einsatz von

Vitamin E in der Fachliteratur beschrieben:
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Da die Oxidation von Lipoproteinen als wichtigerkiea der Pathogenese des Morbus
Alzheimer angesehen wird [Karten et al. 1997, Kehtet al. 1999, Kontush et al. 2001,
Schippling et al. 2000], wurden in diesem Zusammaegheinige Studien in Bezug auf die
Konzentration verschiedener Antioxidantien im Karp@lasma, Liquor) und deren

Supplementation durchgefihrt. Hierbei zeigten siobdrige Konzentrationen der als
Antioxidantien wirksamen Vitamine C und E in Liquond Plasma. Die Supplementation
beider Vitamine konnte deren Konzentration sowahPFlasma als auch im Liquor erhdéhen
und zusatzlich die Oxidation der Lipoproteine senksodass die Vermutung nahe liegt,
dass eine entsprechende Behandlung die Entwicléimgs Morbus Alzheimer verzdgern

koénnte [Kontush et al. 2001].

Bezuglich der Entstehung einer Atherosklerose bester Verdacht, dass die Oxidation
von Lipoproteinen in der Arterienwand ein wichtigBaktor der Pathogenese dieser
Erkrankung ist [Bunout 2000, Leger 2000], sodasshaauf diesem Gebiet Studien zur
Therapie mit Vitamin E als Antioxidans durchgefiimtirden. In der Fachliteratur finden
sich hierzu jedoch widersprichliche Ergebnisse: l&@schreiben einige Autoren, dass
Vitamin E die Oxidation von Lipoproteinen hemmtcimi aber antiatherosklerotisch wirkt
[Djahansouzi et al. 2001, D'Odorico et al. 2000hdere wiederum gehen von einer

antiatherosklerotischen Wirkung aus [Ozer et ab@@0

Bei der Escherichia coli Peritonitis wurde in Sardieine Imbalance zwischen Oxidantien
und Antioxidantien zu Ungunsten Letzterer besclemebDie Gabe von Vitamin E den
hieraus resultierenden oxidativen Stress wahren®eéetonitis [Konukoglu et al. 1999].

Einige Studien haben sich mit der Linsendegeneratial ihrer Pravention durch Vitamin E
beschaftigt, dem ein verzégernder Effekt auf dieakocklung eines Katarakts nachgewiesen
wurde [Avunduk et al. 1999, Nagata et al. 1999].

Zudem wurden einige Studien zu Erkrankungen aus dasumatischen Formenkreis
(rheumatoide Arthritis) durchgefuhrt [Sangha et #0298, Venkatramann et al. 1999,
Wittenborg et al. 1998]. Dabei wurde herausgefundiass Vitamin E besonders auf die
Reduzierung der Schmerzen [Sangha et al. 1998}, abeh auf die Verminderung der
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Morgensteifigkeit und die Erhdhung der Griffstafidittenborg et al. 1998] einen positiven
therapeutischen Effekt hat.

1.6. Vitamin A

Bei Vitamin A (Retinol) handelt es sich um einen sawier Isopreneinheiten
zusammengesetzten Alkohol. Aus der Nahrungsfraktiiimen sowohl die Vorstufe, das
Provitamin (3-Karotin, als auch das Vitamin direkt zusammen mér Fettfraktion
aufgenommen werden. Provitamine A sind eine setarbgene Gruppe von Karotinoiden,
die im Organismus in die Vitaminform umgewandeltraen kdénnen (s. Abbildung 6)
[Friedrich 1987, Stahl 2002].

AV Ve VY Y YV

f3-Caratin

0, ﬂ 3-Carotin-15,15"-

Dioxygenase

1

Retinal

Alkohol -
Dehydrogenase kg

o

Retinol

Abb. 6: Vitamin-A-(Retinol-)Bildung aus dem Prowitén 3-Carotin.

Vitamin A ist licht- und warmeempfindlich [Barua at 2000]. Fihrt man das Molekdl in
die Esterform Uber, so weist es eine héhere Stdtbduf als der Alkohol. Alle Retinoide
sind sehr leicht oxidierbar [Barua et al. 2000h Bichutzmechanismus durakTocopherol
gegenuber der Oxidation ist bekannt, es bestehe¢rfeine hohe Stabilitat gegentiber Basen.
In Bezug auf Sauren ist das Vitamin A jedoch engifahm. Es wird in spezifischen
Fettspeicherzellen der Leber gespeichert, wobgdesch auch Hinweise auf das Vorliegen
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von mehreren Vitamin-A-Pools in der Leber gibt [Baret al. 2000]. In erster Linie dienen
die Ito-Zellen, welche eine 10-fach hohere Kollagklungskapazitat als das Ubrige
Leberparenchym besitzen, der Speicherung von Retwiarwiegend wird hierbei der
Kollagen-Typ | synthetisiert. Bei guter Erndhrurag® ist der Vitamin-A-Spiegel im Blut
sehr konstant, woflr eine gleichmalRige Freisetzung Vitamin A aus der Leber
verantwortlich ist. Erst bei Erschopfung diesesi@ps sinkt auch der Spiegel in der

Peripherie [Catagnani 1986].

Stoffwechsel, Funktion und BedaBei ausreichender Fettaufnahme wird Nahrungsvitami

A zu ca. 80% resorbiert [Gerster 1997]. Die in ¢&ahrung vorliegenden Retinylester
werden im Darm zu Retinol hydrolysiert und bei Aserheit von Gallensauren zu 70-90%
von Enterocyten resorbiert. Nach Reveresterung evergie von Chylomikronen

aufgenommen und zur Leber transportiert. Ca. 586&ks gesamten Vitamin A werden in
der Leber gespeichert. Zu 98 % liegt es in den Kupternzellen der Leber als Ester vor
und ist in Lipidtropfchen verpackt (Blomhoff 19948eim gesunden Erwachsenen betragt
die durchschnittliche Konzentration an Retinylest&®0 bis 300 g und bei Kindern 20 bis
100 g pro g Leber [Biesalski 1989]. Die Halbwertzder in der Leber gespeicherten
Retinylester betragt 50-100 Tage, bei starkem Adkadnsum auch weniger. Retinylester
kénnen nach erneuter Hydrolyse in Form von Retaud der Leber freigesetzt werden.
Retinol wird im Plasma an Retinol-bindendes ProtéRBP) und an Transthyretin

gebunden, um in dieser Form zu den Zielzellen pariert zu werden, von denen es
rezeptorvermittelt aufgenommen wird. In den Zelleird Retinol hauptsachlich zu

Retinaldehyd und zum Teil weiter zu Retinsdure iextd Andere Stoffwechselprodukte

sind 13-cis-Retinsaure und seine 4-oxo-Metabolizurch Isomerisierung wird aul3erdem
ein Teil der all-trans-Retinsaure zu 9-cis-Retimsaumgelagert [Gerster 1997]. Retinol

wird Cytochrom-P-450-abhangig hydroxyliert, gluknimiert und renal eliminiert.

Resorption, Speicherung und Freisetzung von Rebimalendem Protein werden streng
homoostatisch kontrolliert, so dass die Retinolggieim Plasma aul3er in Zustdnden
extremer Hypo- oder Hypervitaminose A relativ kamstzwischen 300 und 700 g/L (1,05-
2,45 mol/L) gehalten werden. Die Zufuhr von préafeartem Vitamin A aus der Nahrung
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korreliert daher normalerweise nicht mit der Rdipazentration im Plasma [Solomons
2001].

Funktion: Vitamin A und seine Metaboliten sind fur die OogemeSpermatogenese sowie
die plazentare und embryonale Entwicklung aber dincRroliferation und Differenzierung
von Epithelien von Bedeutung. Wachstum, Entwicklumgl Fortpflanzung sind also von
einer ausreichenden Vitamin-A-Zufuhr abhéangig. AdBe ist Vitamin A essentiell fir den
Sehvorgang (als 11-cis-Retinaldehyd) sowie fur é#sen, Schmecken und Riechen
[Gerster 1997, Russel 2000, Solomons 2001].

Vitamin A und die LipidperoxidationZellschiitzende Eigenschaften werden in erstereLini

den Karotinoiden zugeschrieben: Prasensibilisididéekile kénnen mithilfe von Licht ihre

Energie auf Sauerstoff Ubertragen. Der dabei getgldSingulettsauerstoff reagiert
anschlieBend sofort mit ungesattigten Verbindungess zum Tod der beteiligten Zelle

fuhren kann. Die Karotinoide kbnnen dann sowohlaeiin Singulettsauerstoff als auch mit
den aktivierten Molekllen reagieren [Glover 1988].einer Studie von Steinberg et al.
1998 konnte eine signifikante Verminderung der Atigs+Pentan-Ausscheidung als Marker
der LPO unter Zufuhr von Beta-Karotinoiden nachgsen werden. In Experimenten mit
Rattenlebermikrosomen konnte dariber hinaus gexeglien, dass eine Vorbehandlung
mit all-trans-Retinolsaure eine Abnahme der LPOildéwEine noch starkere Wirkung hat

das Retinol: Steigert man die LPO exogen mittetemiberladung, so kommt es zu einer

Verminderung der wirksamen Antioxidantien, insbetre deg-Karotins.

1.7. Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass im Zuge progressiven Eiseniberladung das
Ausmal’ der Lipidperoxidation in vivo immer weiterséeigt [Dillard et al. 1984, Dresow et
al. 1995]. Des Weiteren konnte nachgewiesen werdass Vitamin E als antioxidatives
Vitamin die Lipidperoxidation bis zu einem gewisggrad unterdrtickt [Dillard et al. 1984,
Dresow et al. 1995, Steinberg et al. 1998], allggdireichen bei schwerer Eisentiberladung
bei Ratten die normalen Nahrungsvitamin-E-Mengechtniaus [Dresow et al. 1995].

Frihere Ergebnisse von Alamian zeigten eine veremtedLebereisenkonzentration bei
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Ratten unter einer eisenreichen Diat, die zusditzhmt Vit.E supplementiert wurden

gegenuber einer Gruppe ohne zusatzliche Vit. Gabeutter [Alamian 1997].

In der vorliegenden Arbeit soll Gberpriuft werdem, und ggf. in wieweit eine Uberhdhte
Supplementation von Vitamin E als Antioxidans zoeeiVerminderung des Ausmalies der
Eiseneinlagerung in Herz, Leber und Milz von wabé&n Wistar-Ratten fuhrt. Hierzu wird
in weiblichen Wistarratten eine Eisenuberladung cHur Verabreichung einer
eisenangereicherte Diat (3%iges elementares EjSarponyleisen®) erzeugt. Vitamin E
wird Uber das Futter bzw. zusatzlich in verschieterKonzentrationen Uber das

Trinkwasser zugefihrt.

Aus diesen tierexperimentellen Befunden kénnen ewith Hinweise erhalten werden, ob
und inwieweit eine Vitamin-E-Supplementation bei ti®@aen mit
Eisenlberladungserkrankungen beim Menschen sinnggllum die nutritiv erzeugte

Eiseniliberladung evtl. zu begrenzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Das Rattenmodell und Gruppeneinteilung

VersuchsaufbauEs wurden insgesamt 30 weibliche WistarrattennfgilwWiga/Hannover)

eingesetzt und auf drei Gruppen verteilt. Alle @ieerhielten als Standarddiat eine
eisenarme und vitaminnormale Diat (163,95 mg/kgamin E) mit Zusatz von 3 %
Carbonyleisen (Altromin C1038a, Firma Fluka). Ubeas Trinkwasser wurden
verschiedene Mengen an Vitamin E zugefuhrt (szhidiabelle 2).

Gruppe n Trinkwasser
A 10 | Destilliertes Wasser
B 10 | Destilliertes Wasser und Zusatz
von 500 mg Vitamin-E-Acetat (Trolox)/l Wasser
C 10 | Destilliertes Wasser und Zufuhr von 10 mg MitaE-Acetat tUber
eine Schlundsonde 2 Mal pro Woche

Tabelle 2:  Uber die Versuchsgruppen (n = AnzahMisuchstiere)

Versuchsbeschreibungbie Tiere wurden in Gruppen zu je 5 Tieren in frestn

Polyethylenkéfigen mit Edelstahlgitterrosten gedralind Uber einen Zeitraum von 28 bzw.
84 Tagen mit einer eisen- und vitaminhaltigen Riddibitum geflttert. Der Versuch wurde

entsprechend den Bedingungen des Hamburger Tiergssaetzes durchgefiuhrt.

Genehmigungsnummer: F 11 17/98.

Trinkwasser: Das Trinkwasser der Gruppe A erhielt keine weitei#®usatze, das der
Gruppen B und C wurde im Labor zubereitet. Daberden fiur die Gruppe B 0,59
Vitamin E Acetat-Pulver (Trolox) in 1 Liter destdltes Wasser unter Zuhilfenahme eines
Magnetruihrers geldst. Da Trolox schlecht 16slicty vgurde der pH-Wert mit NaOH auf
einen Wert von 7-8 gebracht, bis sich das PulveteloDiese Losung wurde mit
Aluminiumfolie vor Licht geschitzt und bei Raumtesngtur aufbewahrt. Das
Trinkverhalten der Ratten dieser Gruppe belief sightaglich etwa 10-15 ml, sodass die
Tiere theoretisch etwa 5-7,5 mg Vitamin-E-Acetat pag aufnahmen.
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Da das Trinkverhalten der einzelnen Tiere variiesjrde zusatzlich die Gruppe C
eingerichtet. Diese Ratten erhielten das VitamiAdetat Uber eine Knopfsonde
(Schlundsonde) und nahmen somit eine stets gleidbege an Vitamin E auf. Hierzu
wurde 1 g Vitamin E Acetat in 50 ml Thiglycol (Nealbl) gelost. Von dieser Losung
erhielten die Tiere der Gruppe C jeweils 0,5ml ima& pro Woche Uber eine
Schlundsonde, sodass sie dabei theoretisch 20 nop@Vodes Vitamin-E-Acetats

aufnahmen.

Im Verlauf des Versuches wurden nach vier Wochenjeder Gruppe drei Tiere und der
Rest nach drei Monaten get6tet, um so die erfademh biochemischen Parameter zu
bestimmen. Organ- und Serumproben wurden bis zr jjeweiligen Bestimmung bei -

80° C gelagert.

2.2. Material

2.2.1. Futter

Alle Tiere erhielten die Altromin Sonderdiat ,Eisemes Futter C1038a“ (Grundgehalt Fe:
6 mg/kg) mit 3 % Carbonyleisen. Der Gehalt an VitalE betrug 164 mg/kg, der an
Vitamin A 5,16 mg/kg.

2.2.2. Chemikalien

Sowohl das DLla-Tocopherol als auch das Di-Tocopherolacetat wurden mit der fur
biochemische Zwecke notwendigen Reinheit bei den&iE. Merck (Darmstadt) bezogen,

die auch die Losungsmittel fur die ElutionsmitteLiChrosolv-Qualitét lieferte.

2.2.3. Loésungen zur Eisenbestimmung in Milz, Leber und Hex

A: Proteinfallungsreagenz

5 ml 40 % 6 molar Trichloressigsaure (Merck 811)
6,4 ml 37 % rauchende HCL (Merck 317)

1,2 mi Thioglykolsaure (Merck 700)
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ad 40 ml  dest. Wasser
B: Chromogenlésung (250 mg Bathophenantrolindisidfd, 2 mol/l Natriumacetat)

82¢ Natriumacetat, wasserfrei (Merck 6264)
125¢g Bathophenantrolindisulfonat (Merck 24516)
ad 500 ml  dest. Wasser

C: Eisenstandard-L6sung (10 mg Fe3/ml in 1.2 ntd@L)
7,16 g Feo, in

20-50 ml 37 % HCL unter Kochen I8sen, abkiihlendass
ad 500 ml  dest. Wasser

D: Serum-Eisen-Standard-L6ésungu® Fe/ml in 0,01 mol/l HCL)

0,5 mi Eisenstandardlosung (C)
1,0 ml 37 % HCL

ad 1000 ml dest. Wasser

2.2.4. Gerate

l. Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Da samtliche Vitaminparameter mithilfe der Hochdrirtlissigkeitschromatographie

(HPLC) bestimmt wurden, soll dieses Verfahren kigz erlautert werden:

Unter dieser Technik versteht man ein automatischgshnelles und besonders
leistungsfahiges Verfahren, welches sich durch Béhigkeit auszeichnet, in Saulen
hochauflosende Trennungen in einem weiten Bereich $ubstanzklassen innerhalb
weniger Minuten bis zu einer Stunde durchzufihfm.kdnnen mit dieser Methode nicht
nur organische Substanzen (z.B.. Hormone, Vitamipkarmazeutische Wirkstoffe,

Nukleinsduren u. a.), Makromoleklle wie Polymerel Biopolymere eingeschlossen, und
sogar ganze Zellen nachgewiesen bzw. abgetrenmigdeso zudem auch einfache
anorganische Stoffe, wie z. B. viele lonen, anatjtierfasst werden. Die HPLC wird héaufig
zur qualitativen und quantitativen Bestimmung vo@anter Stoffe eingesetzt. Wie jede
andere Chromatographie-Methode besteht sie ausraoiglen und einer stationaren Phase,
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wobei Erstere hier besonders feinkornig ist, sogashoher Druck (ca. 100 bar) bendtigt
wird, um das betreffende Laufmittelsystem durch S#ile zu transportieren. Die mobile
Phase findet in einem Behalter mithilfe einer oeleei gegenlaufig synchron arbeitenden

Membranpumpen mit regelbarem Druck statt (s. Akinigl7, allgemeiner Aufbau einer
HPLC).

ey
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Abb. 7: Allgemeines Schema einer HPLC-Einheit

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Technik derv&sed-Phase-Chromatography
verwendet, bei der die mobile Phase polar und ti¢iosdre Phase apolar ist. Die

Retentionszeiten sind vor allem von dem pH-Wert Begionsmittels und dem Grad der
Polaritat des Analysats abhangig.
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Die HPLC-Bedingungen wurden so optimiert, dassuiiamine A und E in einem einzigen
HPLC-Lauf gemessen werden konnten. Da beide Vitanitin Absorptionsmaximum bei
unterschiedlichen Wellenlangen haben, wurde die sMielenlange nach Elution des
Vitamin A mithilfe eines programmierbaren Detektansngeschaltet, damit das spéater
eluierende Vitamin E ebenfalls detektiert werdenrke.

Die Auftrennung des all-trans-Retinols und ded ocopherols wurde mit einer HPLC-
Anlage der Firma LKB (2152 LC Controller und 224®IEC Pump) durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte mit einem in Reihe geschaltetd-Detektor (Knauer Variable
Wavelength Monitor), die Trennung durch eine regdrphase-Chromatographie an einer
4 x 250 mm LKB Superpac Cartridge Saule (Pack Matrt$iieODSII), der eine &« 10
Pep-S Hum-Vorsaule vorgeschaltet war. Das Elutionsmittel radeu bei einer
Fliel3geschwindigkeit von 0,7 ml/min und einem Druakn ~ 110 bar durch das System
gepumpt. Héhere Flie3geschwindigkeiten fuhrten inere zu starken Anstieg des Drucks
und niedrigere erzeugten breitere Peaks und zu R&entionszeiten. In den ersten 8-
12 Minuten jeder Messung wurde die Wellenlange328 nm eingestellt, da der Vitamin-
A-Peak in dieser Zeitspanne zu erwarten war. Naelseh Auftreten wurde zur
Registrierung des Vitamin E und des Vitamin-E-Atetauf eine Wellenlange von 275 nm
umgeschaltet. Hinter dieses System war ein Flueresietektor geschaltet (Shimadzu RF-

535, Fluorescence HPLC-Monitor), der die Absorptioler einzelnen Fraktionen mal3.
Als Eluent wurde ein Gemisch aus 99,5 % Methandl @b % HO-Tridest verwendet.

Fur die Probeninjektion wurde eine 2@BHamilton-Spritze benutzt und die Saulenaufgabe
erfolgte Uber eine 200l-Probenschleife. Der UV-Detektor war mit einem RléHitachi
D2500-Chromatointegrator verbunden, der das Chrognatnm plottete und die
Peakflachen integrierte. Dies geschah dann auch demt Signalen des Fluoreszenz-
Detektors, die zu diesem Zweck an eine Auswertwitygare (Harley Systems-Peak-

Master 3) weitergeleitet wurden.
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Il. Organaufschluss

Fur den Organaufschluss wurde eine Mikrowellen-Appa (Milestone MLS-1200

Mikrowellen-Aufschlussgerét) verwendet.

lll. Spektralphotometrie

Fur die quantitative Eisenbestimmung wurde die spiihotometrische Methode
(Komplexierung mit farbbildenden Reagentien) gewaHierzu wurden ein Eppendorf-

Photometer sowie 1 cm Halbmikrokiivetten der Firmeilt&r Labortechnik benutzt.

2.3. Gewinnung und Aufarbeitung der Serum- und Organprolen

Zur Gewinnung der Proben wurden die Ratten nachr€l2-stindigen Nahrungskarenz
unter einer Athernarkose durch erschopfende Blotdwhe aus der Aorta abdominalis
getotet. AnschlieRend wurden Herz, Leber und Mienemmen und sofort gewogen.
Jeweils 0,5-1 g Gewebeproben wurden in flissigeoksoff zunéachst schockgefroren und
dann bei -80C bis zur Aufarbeitung gelagert. Das Blut wurdeHeparin-beschichtete

Rohrchen geflllt und fur 5 min hochtourig zentrieny Das so erhaltene Serum wurde
schlie3lich in Kryoréhrchen pipettiert, ebenfaltsfilissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 C bis zur Aufarbeitung gelagert.

2.4. Gewebeeisenbestimmungen von Herz, Leber und Milz

2.4.1. Veraschung

Fur diese Arbeit wurde die Methode der Nassverasglmach Duillmann et al. (1992)
gewahlt, bei der zur Bestimmung des Eisenorgantefd—0,9 g Organgewebe in eisenfrei
gewaschene TeflongefaRe eingewogen, mit 5 ml 65%kEOs-LOSUung sowie 1 mi
konzentrierter HO,-LOsung versetzt und in einer Mikrowellen-ApparafMilestone MLS-
1200 Mikrowellen-Aufschlussgerat) verascht wurden.

VeraschungsprogramniO min bei 250 W, 5 min bei 500 W, 5 min bei 400 2unin bei
300 W und 12 min Ventilation.
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Nach Ablauf des Veraschungsprogramms wurden didofigéfale mit der nun klaren
Losung zum Abkihlen fir ca. 20 min in ein Eisbadstght, anschlielend in 50-ml-

Messkolben tberpipettiert und auf 50 ml mit desas@ér aufgefullt.

2.4.2. Eisenauswertung

Zur Eisenauswertung wurden die nachfolgenden Formstwendet:

a) c(Organ-Aufschlusgpg/di] =
C(Standaro[pg/ dl] X (EPFObe' EReagen)/ (EStandard‘ EReagen) X VerdUnnungsfaktor

b) c(Organ)jmg Fe/g Orgah= c(Leberaufschlussd 0,5 dl/(Organeinwaage x 1000)

Berechnungsbeispiel:

Ratten-Leber PA2:

Standard-Extinktionen 0,615
0,617 Mittelwert = 0,61567
0,615
Reagentien-Extinktionen 0,099
0,099 Mittelwert = 0,09933
0,100
Extinktion 0,32 bei einer 1 : 5 Verdinnung
Organeinwaage 0,75 g Leber

¢ = 500pg/dI x (0,32 — 0,09933) / (0,61567 — 0,09933 = 1068,43.9/dl
c(Leber) = 1068,433fag/dl x 0,5 dlI/(0,75 gx 1000) = 0,71 mg Fe/g Leber
Leberfrischgewicht: 7,3 g

Gesamtlebereisengehalt: = 0,7123 mg Fe/g LeeB g Leber = 5,2 mg Eisen
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2.5. Vitamine A und E

2.5.1. Vitaminmessungen im Plasma
Diese Messungen erfolgten mit Hilfe der Hochdrutiksbkigkeitschromatographie (HPLC).

Fur das hier eingesetzte HPLC-System und zur Verngitig der Analysate wurde eine
Losung bestehend aus 99,5% Methanol und 0,5 9@-Hidest als mobile Phase
verwendet. Um einer Veranderung dieses Mischunbélteisses vorzubeugen, wurde die

Losung vor Raumluft abgeschlossen und nach 2 Tageruert.

2.5.2. Vitamin-E-Kalibrierung

Zur Herstellung eines Stockstandards fiur die Eighwurden ca. 0,5 gi-Tocopherol in
100 ml Ethanol gelést und mit Aluminiumfolie vor dht geschitzt. Die weiteren

Verdinnungen erfolgten ausgehend von dieser Losung.

Berechnungsbeispiel:

0,5 ga-Tocopherol- bzw. Tocopherolacetat auf 100 ml Ethaibs.
theoretische Konzentration: ¢ = 5 mg/ml
Verdinnung: 1 : 2000 (c = 0,0025 mg/ml)

Kalibrierung

Fur die Konzentrationsbestimmung desrocopherols wurde durch Injektion von 100
verschiedener Verdinnungsgrade der Stockstandardjosine Eichgerade erstellt, wobei
die Peakhthen (cm) des Fluoreszenzdetektor-Chrgmsatons gegen die injizierten

Verdinnungen aufgetragen wurden.

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen die auf diese Waesmittelte Eichgerade und ein

Beispielchromatogramm fir die Eichung va#T ocopherolacetat:
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Peakhothe (cm)

Vitamin E Eichgerade

9,00 -
8,00
7,00
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00
1,00 -

y = 1,5836x
R? = 0,9987

0,00 \ ! ! !
0 1 2 3 4

Vitamin E Konzentration pg/ml

Abb. 8: Eichgerade fim-Tocopherol (Vitamin E).
Durch Injektion von je 10Ql verschiedener Verdinnungsgrade defocopherols wurde eine Eichgerade erstellt. E<demr
die Peakhthen (cm) des Fluoreszenzdetektor-Chrgmeatmms gegen die injizierten Volumina aufgetragd¥f. =
Bestimmtheitsmal3.
o 1
CH. t E.% 2.38 RATT N NFFS ] aFs 23 -39 12i06
——a T .12 4y
5 -
= & .14
———
114 -
15-
- = = 18 .86
ra- |
25-
— 27 .84
Abb. 9: Originalchromatogramm fiir die Eichung T ocopherolacetat, aufgetragen auf einer Zeitskaldinuten.

Der Peak bei 18.06 Minuten zeigt die Vitamin-E-Kenization der Probe an.
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Vitamin-E-Berechnung flr die Eichgerade:
Eichgerade im Fluoreszenzdetektor] h=m-c

Das BestimmtheitsmaR betragt R0,99.

c Serum = Konzentration v. Vitamin E im Serung | ml] gemessen

hiem) Peakhthe des Vitamin-E-Peaks
Mcm) = Steigung der Eichgeraden (betragt 0,1584)

Aufarbeitungskontrolle (interner Standard)

Bei der Probenvorbereitung fur die Vitamin-E-Bestiong wurde das fettléslichea-
Tocopherol mit n-Hexan extrahiert. Um den Extraksierfolg zu tberprifen, wurde der
aufzuarbeitenden Probe (Plasma) eine ahnliche Newbig ¢(-Tocopherol unda-
Tocopherolacetat) als Aufarbeitungskontrolle zuges@nterner Standard). Es zeigte sich,
dass beide Substanzen vom zuvor beschriebenen EBy&@Em sowohl getrennt als auch
mit dem UV-Detektor aufgezeichnet werden konnenn Biersuch, bei dem ein
Substanzgemisch unaufgearbeitet injiziert und asteees zundchst aufgearbeitet und dann
injiziert wurde, zeigte, dass das Peakflachenvarisal (@-Tocopherol-Peak zua-
Tocopherolacetat-Peak) bei beiden so erhaltenenn@togrammen gleich blieb. Daraus
folgt, dass man bei Zusatz einer definierten Merme o-Tocopherolacetat die
Extraktionseffektivitat bestimmen und so dieTocopherolmenge der Ausgangsprobe

besser annahern kann, indem man die Extraktionsterin die Berechnung mit einbezieht.

Probenvorbereitung

Eine direkte Bestimmung vom-Tocopherol in organischen Materialien ist nichtghéh,
vielmehr kann eine Quantifizierung mittels HPLC temsach einer Extraktion der
fettloslichen Bestandteile mit n-Hexan durchgefitetden.

a) a-Tocopherol-Acetat

Um die Methode zu kalibrieren, wurden 0,5 g-Tocopherolacetat, das der

Aufarbeitungskontrolle fur die verwendeten Probé&mnt in 100 ml Puffer gel6st. Hierzu
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wurde durch mehrfache Injektion von 2@0des verdiinnten Stockstandards (1 : 2000 ) eine

100 %-Bestimmung durchgefihrt.
b) Plasma-Aufarbeitung

400pl einer Heparin-Plasma-Probe wurden 400Tocopherol-Acetat-Standard (interner
Standard in einer Verdinnung von 1 : 2000 mit Methazugegeben und 15 sek intensiv
vermischt. Um sowohl das lipidiésliche-Tocopherol als auch das zugesetzte
Tocopherol-Acetat zu extrahieren, wurden anschhd3800ul n-Hexan hinzugegeben.
Dieses Extraktionsgemisch wurde erneut 1 min imengrmischt und danach 2 min
hochtourig zentrifugiert. Von dem so erhaltenen ridtaad (n-Hexan-Phase) wurde ein
Aliquot von 400ul abpipettiert, mit Stickstoffgas eingeengt und Ati0ul Methanol-Puffer
rickgelost, welches darauf 15 sek intensiv verntiscld von dem anschliel3end mit einer

Hamilton-Spritze 20Qu aufgenommen und in das HPLC-System injiziert veu.d

Berechnung von Vitamin E im Serum:

h 100 Peakh('jheVit.E—Aceta&heoreﬁsb)

c=—[d—[ )
m

\ Peakhohe Vit.E — Acetaf, iscn )

h = Peakhohe des Vitamin-E-Peaks

¢ = Vitamin-E-Konzentration [pg/ml] im Serum
V = eingespritztes Volumen der Probe

d = Verdiinnungsfaktor (betragt 2)

m = Steigung der Eichgeraden (betragt 1,5836)

2.5.3. Vitamin A

Zur Herstellung des Retinolstockstandards wurdeh gO0,all-trans-Retinol in 50 ml
Ethanol gel6st, mit Aluminiumfolie vor Licht gesdfatiund nach Bedarf verdinnt. Auch
diese Losung wurde sofort verwertet. Fur die Kotzaglonsbestimmung des all-trans-
Retinols wurde die Stammldsung hierflr in verscarezh Volumina injiziert. Um eine
Gerade zu erstellen, wurden die Peakhthen (cmifldeseszenzdetektor-Chromatogramms

gegen die injizierten Volumina aufgetragen.
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Berechnungsbeispiel:

0,1 g all-trans-Retinol auf 50 ml Ethanol abs.
theoretische Konzentration: ¢ = 2 mg/ml
Verdinnung: 1 : 10.000 (c = 0,0002 mg/ml)

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen die auf diese Weasmittelte Eichgerade und ein

Beispielchromatogramm fur die Eichung von all-trétetinol:

Vitamin A Eichkurve y=0,2477x
12 - R® = 10,9833
10 .
8 ] *

Peakhohe (cr
(o))

O I I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

al-trans-Retinolkonzentration (ng/ml)

Abb. 10: Eichgerade fir all-trans-Retinol.

Durch Injektion von je 10Ql verschiedener Verdiinnungsgrade des all-transiBlstivurde eine Eichgerade erstellt. Es wurden
die Peakhdhen (cm) des Fluoreszenzdetektor-Chrgmsamomns gegen die injizierten Volumina aufgetragd®f =
Bestimmtheitsmaf3.
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Abb. 11: Originalchromatogramm zur Vitamin-A-Kalibrung, aufgetragen auf einer Zeitskala in Minuten.

Der Peak bei 6,27 Minuten zeigt die Vitamin-A-Kontzation der Probe an.

Eichkurvengleichung fir Vitamin A:

Das BestimmtheitsmaR betragtR0,98.

h = Peakhthe gemessen
C = Konzentration von Vitamin Alg/ml] gemessen
m = Steigung der Eichgeraden

|. Aufarbeitung der Serumproben:

400pl einer Heparin-Plasma-Probe wurden 400Tocopherol-Acetat-Standard (interner
Standard in einer Verdinnung von 1 : 2000 mit Methazugegeben und 15 sec. intensiv
vermischt. Um sowohl das lipidlésliche Vitamin Asaduch das zugesetateTocopherol-
Acetat zu extrahieren, wurden anschlielend |80M-Hexan hinzugegeben. Dieses
Extraktionsgemisch wurde erneut 1 min intensiv vscmt und danach 2 min bei
2000 U/min zentrifugiert. Von dem so erhaltenen \Stend (n-Hexan-Phase) wurde ein
Aliquot von 400ul abpipettiert, mit Stickstoffgas eingeengt und m@0ul Methanol
Losung ruckgelost, welches darauf 15 sek intensimischt und von dem anschlieRend mit

einer Hamilton-Spritze 20l aufgenommen und in das HPLC-System injiziert veu.d
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ll. a-Tocopherolacetat

Um die Methode zu Kkalibrieren, wurden 0,5 g-Tocopherolacetat, das der
Aufarbeitungskontrolle fur die verwendeten Probé&mnt in 100 ml Puffer gel6st. Hierzu
wurde durch mehrfache Injektion von 2M0des verdinnten Stockstandards (1 : 2000) eine

100 %-Bestimmung durchgefihrt.

lll. Berechnung von Vitamin A im Serum:

h - 100 _ Peakhdhe-Vit.E — Acetaty o erise )
- V" Peakhohe-Vit.E — Acetaf, ecn )

h = Peakhdhe [cm] des Vitamin-A-Peaks

¢ = Vitamin-A-Konzentration [pg/ml] im Serum
V = eingespritztes Volumen der Probe

d = Verdiinnungsfaktor (betragt 2)

m = Steigung der Eichgeraden (betragt 0,2477)

2.6. Statistische Methoden

Alle Daten, Grafiken und Tabellen wurden mithilfesdProgramms Excel 2000 erstellt und
ausgewertet. Mittelwerte und deren Standardabwag#m wurden errechnet und die
Statistik mithilfe eines T-Tests durchgefuhrt. Bert wurde hierbei dann als statistisch
schwach signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05s@sifikant, wenn p < 0,01, und als hoch

signifikant, wenn p < 0,001 betrug.
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3. Ergebnisse

Fur die vorliegende Dissertationsarbeit wurden 36ibliche Wistarratten auf drei
verschiedene Gruppen mit unterschiedlichem VitaBv@ehalt verteilt. Alle Tiere erhielten
als Standarddiat 3%iges Carbonyleisenfutter. Imlavérwurden Serumproben sowie
Organproben von Herz, Leber und Milz entnommen il Eisenkonzentration der

Organproben sowie die Vitamin E und A Konzentratioim Serum bestimmt.

3.1. Ergebnisse der Eisen- und Vitaminmessungen

Uber eine Versuchsdauer von 84 Tagen wurden 30Oiskedb Wistarratten in 3 Trink-

wassergruppen, die unterschiedliche Mengen an Mit&¥Zuséatzen erhielten, eingeteilt: in
Gruppe A Wasser ad libitum ohne weiteren Vitami@désatz, in Gruppe B zusatzlich
500 mg Trolox in das Trinkwasser (Vitamin-E-Acetat)d in Gruppe C 10 mg Vitamin-E-

Acetat/ml Wasser ad libitum zwei Mal in der Wocheiieine Schlundsonde. Alle Tiere
erhielten als Standarddiat 3%iges Carbonyleisesrfuttn Versuchsverlauf wurden nach
vier Wochen je drei Tiere aus jeder Gruppe getatet, Hinweise auf eine entstehende
Eisenliberladung und auf den Vitaminstatus der Miiam und E im Serum zu erhalten.
Nach drei Monaten wurden auch die restlichen Tiemter Athernarkose durch

erschopfende Blutentnahme aus der Aorta abdomigalitet und der Eisenstatus durch
Veraschung von Herz-, Milz- und Leberproben uncchhsl3ender spektralphotometrischer

Messung bestimmt.

Gruppe n | Trinkwasser

A 10 | Destilliertes Wasser
B 10 | Destilliertes Wasser und Zusatz
von 500 mg Vitamin-E-Acetat (Trolox)/l Wasser
C 10 | Destilliertes Wasser und Zufuhr von 10 mg MitaE-Acetat Uber

eine Schlundsonde 2 Mal pro Woche

Tabelle 3:  Uber die Versuchsgruppen (n = AnzahMisuchstiere)
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3.1.1. Gewebeeisenkonzentrationen

Lebereisen (Mittelwerte)

Lebereise Gruppe A
(Hg Felg)

Gruppe B
3500+

E# Gruppe C

| = +/-SD

3000+

2500+

2000 -

1500 -

1000

500

28 84
Futterungsdauer (Tage)

Abb. 12: Zunahme der Lebereisenkonzentratianfe/g] in Abhéngigkeit zur Fltterungsdauer.

Anzahl der Tiere (n) nach 28 Tagen = 3, nach 84efiag 7. Gruppe A (Vitamin-E-normale Ernahrung, gma8/84 Tagen
= 0,025, damit signifikant), Gruppe B (Vitamin-E+nwale Erndhrung und Zusatz von Vitamin E Uber d@skWasser, p nach
28/84 Tagen = 0,001, damit hoch signifikant) undgpre C (Vitamin-E-normale Ernéhrung und Zusatz Vidamin E tber die
Schlundsonde, p nach 28/84 Tagen = 0,001, damft bigmifikant). Zwischen den Gruppen kam es nacii&gen zu keinen
signifikanten Unterschieden und nach 84 Tagen mwischen den Gruppen A und B zu einem schwach skgnifen

Unterschied.
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Milzeisen
(Lg Felg)
6000
5000 -
4000 -
3000 -

2000 -

1000 -

0,

28

Milzeisen (Mittelwerte)

Futterungsdauer (Tage)

@ Gruppe A

Gruppe B
B Gruppe C

84

| =+/-SD

Abb. 13:

Zunahme der Milzeisenkonzentratipg Fe/g] in Abh&ngigkeit zur Fitterungsdauer.

Anzahl der Tiere (n) nach 28 Tagen = 3, nach 84efiag 7. Gruppe A (Vitamin-E-normale Ernéhrung, pma8/84 Tagen
= 0,05, damit schwach signifikant), Gruppe B (Vitar&-normale Erndhrung und Zusatz von Vitamin Erides Trinkwasser,
p nach 28/84 Tagen = 0,01, damit signifikant) umdpgpe C (Vitamin-E-normale Erndhrung und Zusatz Va@amin E tber die
Schlundsonde, p nach 28/84 Tagen = 0,05, damitadaignifikant). Zwischen den Gruppen kam es rz&ciagen zu keinen
signifikanten Unterschieden und nach 84 Tagen twisaden Gruppen B und C zu einem signifikanten tdoteéed (p = 0,01).
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Herzeisen (Mittelwerte)

Herzeisen Gruppe A

(ng Fe/g)
140 B Gruppe C

1Gruppe B

| =+/-SD

120 -

100

80 -

60 -

40 -

20 -

28 84
Futterungsdauer (Tage)

Abb. 14: Zunahme der Herzeisenkonzentratigne/g) in Abhangigkeit zur Fltterungsdauer.

Anzahl der Tiere (n) nach 28 Tagen = 3, nach 84efiag 7. Gruppe A (Vitamin-E-normale Erndhrung, n28#84 Tagen
p = 0,25), Gruppe B (Vitamin-E-normale Erndhrungl @Wusatz von Vitamin E Uber das Trinkwasser, p080) und Gruppe C
(Vitamin-E-normale Ern&hrung und Zusatz von Vitafitiber die Schlundsonde, p = 0,25).

Verlauf der Organeisenkonzentration:

Aus den Verlaufsgrafiken der Abbildungen 12, 13 ubdl geht hervor, dass es im
Beobachtungszeitraum in allen Versuchstiergruppereiner signifikanten Zunahme der
Lebereisenkonzentration kommt (Gruppe A: p = 0,008amit signifikant, Gruppe B:
p = 0,001, damit hoch signifikant, und Gruppe G: 001, damit hoch signifikant). Der
Vergleich der Gruppen untereinander zeigte bei dé&ntwicklung der
Lebereisenkonzentration nach 28 Tagen keine skgmfen Unterschiede, nach 84 Tagen
waren lediglich zwischen den Gruppen A und B mit @05 schwach signifikante

Unterschiede festzustellen.
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Die Entwicklung der Milzeisenkonzentration weisteafalls in allen drei Gruppen eine

signifikante Zunahme auf (Gruppe A mit p = 0,05nitaschwach signifikant, Gruppe B mit

p = 0,01 damit signifikant, und Gruppe C mit p 8%), damit schwach signifikant). Die

Entwicklung der Milzeisenkonzentration zeigte wiehsn die der Leberwerte nach

28 Tagen keine signifikanten Unterschiede zwisctien drei Gruppen, diese fanden sich
erst nach 84 Tagen zwischen den Gruppen A und @ mid,01.

Der Verlauf der Herzeisenkonzentration lieferte eliter nach 28 Tagen zwischen den
Gruppen A und B mit p = 0,001 ein sehr hoch sigaifies Ergebnis, zwischen den anderen
Gruppen kam es jedoch zu keinen signifikanten Woteeden. Nach 84 Tagen konnte
lediglich zwischen den Gruppen A und C mit p = 0gd® schwach signifikantes Ergebnis

festgestellt werden.

In Tabelle4 werden die in den Grafiken verwendetddittelwerte der
Organeisenkonzentrationen dargestellt:

Gruppe | Anzahl d. | Futterungsdauer | Leber Milz Herz
Tiere (n) (Tage) (Hg Fe/g)| (ug Fe/g) | (ug Felg)
A 3 28 938 2400 106
A 7 84 2284 3870 105
B 3 28 832 2874 65
B 7 84 1681 4458 102
C 3 28 915 2412 94
C 7 84 1747 3342 98

Tabelle 4:  Mittelwerte der Organeisenkonzentratione
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3.1.2. Vitaminmessungen im Serum
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Abb. 15: Originalchromatogramm zu Versuchstier P@ufgetragen auf einer Zeitskala in Minuten.

Der Peak bei 6,32 Minuten entspricht dem Vitaminder Peak bei 18,84 Minuten dem Vitamin-E und deekPbei
24,32 Minuten denx-Tocopherolacetat, welches der Probe als Aufarbggkiontrolle zugefiigt wurde.

Aus Abbildung 16 geht hervor, dass die Plasma-MitaEiKonzentration Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum in allen drei Vesdighruppen absinkt, und zwar in
Gruppe A von 3,21g/ml nach 28 Tagen auf 2y/ml, in Gruppe B von 3,4g/ml auf
2,9ug/ml und in Gruppe C von 8&/ml auf 8,3ug/ml. Jedoch kam es nur innerhalb der
Gruppe A zu einer sehr hoch signifikanten Abnahmer ®itamin-E-Konzentration
(p <0,0005), innerhalb der Gruppen B und C waren diésgnderungen nicht signifikant.
Vergleicht man nun die Gruppen miteinander, so lesnnach 28 Tagen zwischen den
Gruppen A und C sowie B und C jeweils zu sehr hadnifikanten Unterschieden
(p < 0,0005). Nach 84 Tagen lieferte der Vergladein Gruppen A und B mit p = 0,025 ein
signifikantes, der Vergleich der Gruppen A und @ px 0,0005 ein sehr hoch signifikantes
Ergebnis, ebenso wie der Vergleich der Gruppend@mit p < 0,0005.
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Plasma-Vitamin E (Mittelwerte)
Vitamin E
Konzentratiol

(g/mi)
12

Gruppe A

Gruppe B
Gruppe C

— — Referenzbereich

10

28 84
Fitterungsdauer (Tage)

Abb. 16: Abnahme der Vitamin-E-Konzentration in Alplgigkeit zur Fltterungsdauer.

Anzahl der Tiere (n) nach 28 Tagen = 3, nach 84efiag 7. Gruppe A (Vitamin-E-normale Erndhrung: gn&8/84 Tagen
= 0,0005, damit sehr hoch signifikant), Gruppe Bitdmin-E-normale Erndhrung und Zusatz von VitaminiiBer das
Trinkwasser, n =10, p nach 28/84 Tagen = 0,2, damht signifikant) und Gruppe C (Vitamin-E-norreaErndhrung und
Zusatz von Vitamin E Uber Schlundsonde, p nachf28&yen = 0,3, damit nicht signifikant). Referenzizh: 0,33 +/- 0,099
Vitamin E/ml Serum.
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Plasma-Vitamin A (Mitte lwerte)
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Abb. 17: Verlauf der Vitamin-A-Konzentration in ABhgigkeit zur Futterungsdauer.

Anzahl der Tiere (n) nach 28 Tagen = 3, nach 84efiag 7. Gruppe A (Vitamin-E-normale Erndhrung, gma8/84 Tagen
= 0,3, damit nicht signifikant), Gruppe B (Vitamittnormale Ernadhrung und Zusatz von Vitamin E Ubees @rinkwasser, p
nach 28/84 Tagen = 0,3, damit nicht signifikant)l @ruppe C (Vitamin-E-normale Erndhrung und Zusatz Vitamin E tber
die Schlundsonde, p nach 28/84 Tagen = 0,45, daafit signifikant). Referenzbereich: 0,31 +/- O@®Vitamin A/ml Serum.

Aus der Verlaufsheobachtung in Abbildung 17 gehtvbe dass die Plasma-Vitamin-A-
Konzentration in allen drei Gruppen leicht zunatibie Mittelwerte stiegen in Gruppe A
von 152 nach 28 Tagen auf 167 ng/ml nach 84 Tage@ruppe B von 144 nach 28 Tagen
auf 156 ng/ml nach 84 Tagen und in Gruppe C vonrgh 28 Tagen auf 251 ng/ml nach
84 Tagen, was jedoch alles keine signifikanten Amagen sind. Der Vergleich der
Gruppen untereinander ergab nach 84 Tagen zwisGhgope A und B kein signifikantes,
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zwischen Gruppe A und C mit p = 0,001 ein hochifiigantes und zwischen Gruppe B und
C mit p = 0,0005 ein sehr hoch signifikantes Erggbn

Statistik:
Die Mittelwerte der Plasma-Vitamin-E- und Plasmaatfiin-A-Konzentrationen nach 28
und 84 Tagen werden in Tabelle 5 dargestellt:

Gruppe Anzahl der | Fitterungsdauer | Vitamin-E- Vitamin-A-
Tiere (n) (Tage) Konz. (ug/ml) | Konz. (ng/ml)

A 3 28 3,2 152
A 7 84 2,1 167
B 3 28 3,4 144
B 7 84 2,9 156
C 3 28 8,8 246

7 84 8,3 251

Tabelle 5:  Mittelwerte der Vitaminkonzentration Ptasma der Versuchstiergruppen
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4. Diskussion

Die Biochemie der Lebensvorgdnge im oxydierendetieMiist mit oxidativem Stress
verbunden, also dem Entstehen von kurzlebigen, reakhven sauerstoffhaltigen
Radikalen. Hierbei sind kleine Mengen von zellulérEisen, die nicht durch Bindung an
Ferritin oder Transferrin ,maskiert” sind, an deafddng von toxischen Sauerstoffradikalen
beteiligt (Fenton- bzw. Haber-Weiss-Reaktion). Bre€kffekt wird bei einer Eisen-
Uberladung fur die entstehenden Organschaden wedhth gemacht. Ein System von
Antioxidantien ,entgiftet* diese Sauerstoffradikalad schiitzt so insbesondere biologische

Membranen vor Schaden durch Lipidoxidation.

In der vorliegenden Arbeit wurde der quantitativenflass von im Trinkwasser
supplementiertem Vitamin E als Antioxidans auf derad der Eiseneinlagerung in Herz,
Leber und Milz im Rahmen einer experimentell erzengtiseniberladung bei weiblichen
Wistarratten untersucht. Hierbei wurde sich u.raBacon et al. 1983 orientiert, d. h., zur
Erzeugung der Eisenliberladung wurde Carbonyleigenfionit einem normalen Vitamin-E-
Gehalt (163,95 mg/kg) verwendet. Die Tiere wurdedrei Gruppen mit unterschiedlichem
Vitamin-E-Trinkwasserzusatz eingeteilt, wobei inu@pe A lediglich destilliertes Wasser,
in Gruppe B zusétzlich 500 mg Trolox (Vitamin-E-Ag® und in Gruppe C 10 mg
Vitamin-E-Acetat/ml Wasser zwei Mal in der Wocheeilleine Schlundsonde verabreicht

wurde.

4.1. Erlauterung und Abgrenzung der verwendeten Methoden

4.1.1. Eisenlberladungsmodell

Aus einer Reihe von experimentellen Eisenuberlasiomoglellen musste ein geeignetes fir
den Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit ausgiewégnden. Zur haufigen Anwendung
bei ahnlich gelagerten Versuchen gelangte das TMifeEen-Modell, welches zu einer
schnellen und progressiven Eisentberladung flldtdie Fitterung von elementarem Eisen
(Carbonyleisen) [Braumann et al. 1992 und 1994 |&€abal. 1999, Dillmann et al. 1992,
Nielsen et al. 1993, Park et al. 1987]. Auch didelr mit parenteraler Applikation von
Fe(ll)-Verbindungen [Bacon et al. 1983] oder dealen Gabe von Fe(ll)-Salzen [Richter
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et al. 1984] ist vorzufinden. Diese Modelle fuhremar zu einem erh6hten Eisenstatus,

jedoch nicht zum histologischen Bild einer hereg@itédHamochromatose.

Aus diesem Grund wurde das Carbonyleisenmodell eaviigit, da diese Futter-
Supplementierung in den ersten drei bis vier Manaiee nahezu identische Symptomatik
der Eisenluberladung aufweist, wie sie bei der hehesh Hamochromatose beim Menschen
vorliegt. Wird dieser Zeitraum jedoch Uberschrittekommt es zu nekrotischen
Eiseneinlagerungen in den Hepatozyten, Makrophageh Kupferzellen, ein Phanomen,
welches beim Menschen nicht beobachtet wurde. Rarkiimaus kommt es zudem noch zu
einer Stagnation des Anstiegs der Lebereisenkoratenmt [Nielsen et al. 1993]. Da der
Futterungszeitraum im Rahmen dieser Dissertatibegalediglich zwo6lf Wochen betrug,
kann das Carbonyleisen-Modell als durchaus adagMatinode, welche das Bild einer

hereditdren Hamochromatose zutreffend wiedergdxeichnet werden.

4.1.2. Eisenbestimmung

Die Veraschung des Probenmaterials dient der Bggeg von organischen Matrixanteilen,
die nicht nur Stérungen bei Vorbehandlungs-Atomisigsvorgangen bewirken, sondern
auch zur Verdinnung des Analyten beitragen. Gegandbn Extraktionsmethoden, bei
denen der Analyt ohne weitere Vorbehandlung von\irix getrennt wird und bei denen
die Ursachen fir eine ungenigende Wiederfindungsstit nur schwer nachzuvollziehen
sind, besitzen Veraschungsverfahren den Vortels dgerluste lediglich durch tUberhéhte

Temperatur oder Bildung leichtfliichtiger Verbindengverursacht werden.

Grundsatzlich werden zwei Veraschungsverfahrenrsctheden: die trockene Veraschung,
die eine einfache thermische Zersetzung darsteit, die Nassveraschung, die mit Zusatz
von oxidierenden S&uren bei vergleichsweise niedriiemperaturen erfol§tDie dabei
entstehenden Ruckstande werden im Allgemeinen iss@faoder Sdure aufgenommen. Als
problematisch erweist sich bei der Veraschung dégliche Verlust an Analyten durch
Verflichtigung oder Bildung schwerl6slicher Verbimgyen [Mader et al. 1998].

! Eine Ubersicht tiber Veraschungsverfahren findst bei Christie et al. 1989.
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Fur die vorliegende Arbeit wurde zur Eisenbestimgidie Methode der Nassveraschung
nach Dillmann et al. (1992) gewahlt. Die Vorteileggniber den trockenen Verfahren
bestehen zum einen in der geringeren Temperatuduweh Verluste durch volatile

Bestandteile niedrig gehalten werden, und zum a&mdier der kiirzere Veraschungszeit. Als
Nachteil muss der durch die verwendeten Reageraregeschleppte Blindwert betrachtet

werden.

Das hochste Oxidationspotential der hierfir angeéith Sduren beim Erhitzen bis zum
Siedepunkt weist Perchlorsdure auf, die jedoch Welogischen Proben nicht direkt
eingesetzt werden kann, da bei dem Vorliegen leistiierbarer Komponenten heftige
Explosionenauftreten. Salpetersédure hingegen entwickelt zwtruweter Druck ein hohes
Oxidationspotential, kann dafir allerdings gut inorkbination mit anderen stark

oxidierenden Reagenzien wie HGIGder HO, eingesetzt werden.

Als oxidierende Reagenzien wurden SalpetersauredOgihNnd Wasserstoffperoxid ¢8,)
verwendet, deren Vorteil in der geringen Erzeuguog Blindwerten liegt. Jedoch besteht

bei der Arbeit mit diesen Stoffen eine hohe Exmosgefahr.

Zur Nassveraschung beim Versuchsaufbau dieser tAserde ein Mikrowellengeréat
verwendet, da durch die deutlich kirzeren Reak#emsn nicht nur der Arbeitsaufwand,

sondern auch die Kontaminationsgefahr durch digiBehgeringer wird.

4.1.3. Vitaminbestimmung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Serumkonzminen der Vitamine A und E
bestimmt, und zwar bei den Tocopherolen ausscidie®lasa-Tocopherol, da es die im
menschlichen Korper vorherrschende Form darstelier] et al. 1965]. Die

Vitaminkonzentrationen verteilen sich auf mehrer@martimente, sodass mit der
Serumfraktion nicht die Gesamtvitaminmenge gemesgedst Vitamin A wird in grol3en

Mengen in der Leber gespeichert [Barua et al. 2000Fopherol wirkt aufgrund seiner
Lipophilie besonders im Fettgewebe und an den Zstibranen [Nelis et al. 2000]. Es wird
im Plasma an Lipoproteine gebunden transportiegshalb eine Abh&ngigkeit vom
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Lipidstatus besteht. So kann z. B. bei einer Hypieimie ein Vitamin-E-Mangel trotz

normaler Vitamin-E-Serumwerte vorliegen [von Herlgdyl. 1994].

Die Vitaminbestimmung in der Plasma- oder Seruntivakist aufgrund ihrer leichten
Zuganglichkeit insbesondere beim Menschen eine igéniflethode [von Herbay et al.
1994, Lang et al. 1986, Livrea et al. 1996, Youngak 1994]. Die Bestimmung der
Vitamine A und E erfolgte mithilfe der Reversed-B&&IPLC, die in der Fachliteratur als
beste, genaueste und einfachste quantitative Bmsthgsmethode beschrieben wird
[Friedrich et al. 1992, Ruperez et al. 1999, Bagtial. 2000, Nelis et al. 2000], wobei sich
auch hier aufgrund der Aufarbeitung des biologischikaterials Varianzen ergeben kdonnen.
Eine direkte Bestimmung im biologischen Materialryy@doch nicht moglich, da es zu
erheblichen Storungen gefuhrt hatte, sodassod@scopherol aus dem Plasma extrahiert
werden musste. Zur Quantifizierung von Aufarbeisweglusten wurde ein bekannter
Zusatz ana-Tocopherolacetat zum Probenmaterial verwendet.dBs lipidiésliche und
oxidationsempfindliche Vitamin E a¢Tocopherol) im Serum von Lipoproteinen
transportiert wird, wahrend es im Gewebe hauptséctimhembrangebunden vorliegt, muss
es zu Analysezwecken zunédchst mit einem geeignsgisnngsmittel extrahiert und von
storenden Proteinen und Membranlipiden getrenntdever bevor es uber die HPLC
nachgewiesen werden kann. Nach Driskell et al. ZY98urde zunachst Hexan hierfur
benutzt, was jedoch in Wechselwirkung mit den Lipd@inen tritt und teils in Micellen
festgehalten wird, sodass die Extraktion a@e3ocopherols nur unvollstdndig gelingt
[MacCrehan und Schonberger 1987, Nelis et al. 200d] ein geeigneter interner Standard
bendtigt wurde. Doch besonders bei der Extrakties ditamin E aus dem Gewebe nach
vorangegangener Verseifung der stérenden LipidaafStet al. 1988b in Anlehnung an
Driskell et al. 1982] erwies sich nicht nur dereimte Standard Retinol-Acetat als instabil,
zudem konvertiert das gesuchte-Tocopherol im alkalischen Milieu wéahrend der
Verseifung zum hydrophilen Phenolat-Anion [MacCrehad Schonberger 1987]. Nur die
direkte Extraktion von Vitamin E aus Serum und Geevenit Aceton unter Verwendung
von a-Tocopherolacetat als internen Standard [ZaspelGsallany 1983, Nelis et al. 2000]
brachte hohe und gleichmalige Wiederfindungsra@ewgbe 83 %, Serum 85 %) bei
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akzeptablen Laufzeiten, sodass diese Methode fiir\M#suchsaufbau dieser Arbeit am

besten geeignet schien.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Eisenabsorption, Eisentberladung und Antioxidantien

Eisen wird mithilfe des Protonensymporters DMTVédient metal transporter) von ¥eu
Fe’* reduziert und im Duodenum und oberen Jejunum afsbrDonovan et al. 2005,
Gunshin et al. 1997, Latunde-Dada et al. 2002, 9dielet al. 2003, Pantopoulos 2004,
Powell 2004]. Daneben kann Eisen allerdings audhntaktem Ham direkt aufgenommen
werden. Ein weiterer Transportweg (mobilferrin) istolekular noch nicht eindeutig
charakterisiert worden [Gallati et al. 2002]. SeBlich wird das Eisen — immer noch in
zweiwertiger Form — Uber Ferriportin in die Blutibabgegeben. Das Ferriportin kann mit
der Ferroxidase Hephastin assoziiert sein, weleseHisen wieder zu Feoxidiert. Dies
kann auch im Blut durch Caeruloplasmin und andereoikidasen geschehen, wo das Eisen
an Transferrin gebunden und lGber Transferrinrezeptan die Zellen, die ihren Bedarf Gber
Eisen-Regulator-Proteine ausdriicken, welche wiededie Expression von Transferrin,
dessen Rezeptoren und Ferritin kontrollieren, ablgeg wird. An diesem Mechanismus ist
wahrscheinlich auch das HFE-Gen beteiligt [Beu?@02, Feder et al. 1996, Gallati et al.
2002, Pietrangelo 2004]. Der Eisenbedarf des Osgams wird (ber verschiedene
Mechanismen auf dem Niveau des Dinndarms reguliert,denen einer der sogenannte
Eisenblock ist, welcher die Eisenaufnahme nachneigeol3en Angebot herunterreguliert.
Zwei andere Mechanismen sind die bisher noch skhletarakterisierten l6slichen
Faktoren: der Speicherregulator (z. B. Hepcidin)d uther erythropoetische Regulator
[Gallati et al. 2002].

In der Vergangenheit wurde bereits mehrfach naclegmn, dass es einen Zusammenhang
zwischen der Eisenuberladung, der LPO und dem Vwdwsein von antioxidativ
wirksamen Vitaminen gibt: Young et al. machten did994 bei langjahriger
Hamochromatose an dem Vorliegen von teilweise #uterminderten Serumspiegeln der
Vitamine A, C und E fest, von Herbay et al. fandexbenfalls 1994 bei
Hamochromatosepatienten erhdhtes Serumeisen, eshéletritin und im Vergleich dazu
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auffallend niedrige Vitamin-E-Werte im Plasma vdor diesem Hintergrund erhofft man
sich, durch eine Substitution mit Vitaminen somitbeti einen Anstieg der
Vitaminkonzentration eine Steigerung der antioxidat Wirkung zu erzielen und auf diese
Weise besonders die Toxizitat freier Radikale dirgigken zu konnen. Diese Hypothese

galt es zu Uberprufen.

4.2.2. Ergebnisse der Eisenmessungen

Die durchgefiihrten Untersuchungen dieser Studigdiiiin Leber und Milz nach 84 Tagen
zu einer signifikanten Zunahme der Organeisenkdnaion, wahrend der Verlauf der
Herzeisenkonzentration nur in Gruppe B eine sigarfte Veranderung aufwies. Da hier der
Wert nach 28 Tagen aber deutlich unter dem derrand&ruppen lag und sich nach
84 Tagen auf deren Niveau befand, stellt sich tiierFrage, ob diese Abweichung auf die
individuelle Disposition der drei Versuchstiere ckzufihren ist (die Werte aller Tiere
liegen mit 58, 68 und 7ig Fe/g sehr dicht beieinandender ob in Gruppe B tatséchlich
eine Verzogerung der Herzeiseneinlagerung stattgefu hat. Ein Versuchstier der
Gruppe C weist zudem einen Wert auf, der mitu§9Fe/g dem Niveau von Gruppe B
entspricht. Ob es sich hierbei um einen Ausreilaehrunten oder bei den anderen beiden
Tieren der Gruppe C (107 und 104§ Fe/g und damit auf dem Niveau der Gruppe A mit
einer durchschnittlichen Herzeiseneinlagerung v@6 g Fe/g) um einen nach oben
handelt, ist bei der untersuchten Anzahl von dieréh nach 28 Tagen nicht feststellbar.

Hier ware es interessant, eine Versuchsreihe mérgjroReren Kohorte durchzufiihren.

Ahnlich verhalt es sich mit den Werten der Lebenegnlagerung nach 28 Tagen: Die
Gruppen A und C weisen hier recht homogene Wertedemzufolge auch einen ahnlichen
Durchschnittswert auf (938 bzw. 9§ Fe/g), wahrend dieser bei Gruppe B mit 882
Fe/g doch schon deutlich darunter liegt. Hieresloch bei den Werten der einzelnen Ratten
eine grofRe Heterogenitat festzustellen (664, 139& 436ug Fe/g), sodass hier keine

Ruckschlisse auf eine RegelmaRigkeit moglich sind.

2 Die einzelnen Werte der Versuchstiere finden sittAnhang (Kapitel 7.1.).
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Es fallt auf, dass die Mittelwerte fir die Eisenkentrationen in Herz, Leber und Milz in
der Gruppe A (Vitamin-E-normale Ernahrung) nachré@gen tber denjenigen der anderen
beiden Gruppen (zuséatzliche Supplementierung miarivin E) lagen. Interessanterweise
findet sich nach 84 Tagen in der Gruppe C (Schlonds) mit 1747g/g ein héherer
Mittelwert fur die Lebereisenkonzentration als ar @&ruppe B (Vitamin-E-Zusatz Uber das
Trinkwasser) mit 168iig/g, allerdings ohne dass hier eine Signifikandage. Aufgrund
der deutlich héheren Serum-Vitamin-E-Konzentratione der Gruppe C gegenuber der
Gruppe B ware zu erwarten gewesen, dass die Osggank@inzentrationen hier wesentlich
niedriger ausfallen wirden, was bei der Herzeisen&ptration ja auch tatséachlich der Fall
ist. Der Verlauf der Milzeisenkonzentration Zeigt
Uberraschenderweise nach 84 Tagen einen deutlitieré® Wert in Gruppe B als in
Gruppe A, wobei festgestellt werden muss, dassVdieanzen der Werte der einzelnen
Versuchstiere bei der Milz ausgesprochen gro3nath{ 84 Tagen in Gruppe A zwischen
3059 und 5106, in Gruppe B zwischen 3304 und 56%bin Gruppe C zwischen 2293 und
4683ug Fe/g). Eine Erklarung fir diese Auffalligkeit Zinden, gestaltet sich recht
schwierig, da nur eine relativ geringe Anzahl amsdehstieren zur Verfigung stand, sodass

groBere Verdanderungen nur eines einzigen Versechstrelativ stark ins Gewicht fallen.

Die Ergebnisse dieser Studie konnten somit zwagergi dass durch die zusatzliche
Supplementierung mit Vitamin E durchaus ein gumestiginfluss auf den Grad der
Organeiseneinlagerung erreicht wird, der Nachweiass eine deutliche Zufuhr an
Vitamin E Uber das normale Mal} hinaus auch zu edwrtlichen Veranderung der
Organeiseneinlagerung fuhrt, konnte jedoch nichdeutig erbracht werden. Das wird
vermutlich auf die bereits in anderen Studien besbkne Tatsache zurtckzufuhren sein,
dass die Schutzwirkung des Vitamin E bei hoherega@gisenkonzentrationen nicht mehr

ausreicht, um die eiseninduzierte Lipidperoxidazarunterdriicken [Dresow et al. 1995].

Zusammenfassend muss demzufolge festgestellt wentbss der Versuch im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit Uber einen Zeitraum whTagen (12 Wochen) einen
kontinuierlichen und signifikanten Anstieg des Bigehaltes von Leber und Milz, nicht
aber im Herzen nachgewiesen hat. Jedoch konnt&usgangsvermutung, dass diesem
Effekt mit der Vergabe von zusatzlichem Vitamin iEEgegengewirkt werden kann, nicht
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eindeutig bestétigt werden konnte. Es ware sinpwtiksen Versuchsaufbau mit einer
deutlich gré3eren Anzahl von Versuchstieren durfilimen, um so Ruckschlisse auf die
Eisenkonzentration in den verschiedenen Organemekommen und dementsprechend zu
verifizieren, ob es sich bei den beobachteten Agprgen um generell auftretende
Phanomene handelt oder ob diese lediglich auf BEigen einzelner Tiere zurtckzufiihren

bzw. durch deren konstitutionelle Disposition bedisind, sodass in einer derart kleinen
Gruppe wie im vorliegenden Versuchsaufbau eine pibportional hohe Verzerrung der

Ergebnisse auftreten kann. So wéare es dann mogiaspielsweise zu untersuchen, ob ein
taglich erfolgender Zusatz von Vitamin E, wie diesGruppe B erfolgte, eventuell einen

positiveren Effekt aufweist als eine héhere, aladiidauch seltenere Gabe wie in Gruppe C

Uber die Schlundsonde.

4.2.3. Vitamin E

Vitamin E wirkt aufgrund seiner Lipophilie in erst&inie im Fettgewebe und an den
Zellmembranen [Nelis et al. 20p0Bei erhéhtem Bedarf im Rahmen einer gesteigerten
Lipidperoxidation wird Vitamin E aus den Speichdktauptspeicherorgan ist die Leber)
freigesetzt, um so moglichst hohe KonzentratiomarSghadigungsort aufbauen zu kénnen.
Der Transport im Plasma erfolgt durch eine BindamgLipoproteine, weshalb hier eine

Abhangigkeit vom Lipidstatus vorliegt.

Die physiologischen Vitamin-E-Speicher in der Lebeinhalten eine ca. 50- bis 100-fach
hoéhere Menge, als im Plasma zirkuliert. Im Rahmieseat Arbeit wurde auf Referenzwerte
zuruckgegriffen, die in der Literatur bereits anglegn sind. Diese liegen fur die
Rattenspezies zwischen 0,88 (mit einer Varianz von +/- 0,09) Vitamin E/ml 8er
[Beutelspacher et al. 2004] und 1d/ml Serum [Lang et al. 1987], wobei bei letzterer
Arbeit eine andere Rattenspezies verwendet wunitass der Referenzwert aus der Arbeit

von Beutelspacher et al. als Grundlage diente.
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4.2.4. Ergebnisse der Vitamin-E-Messungen

Die Ergebnisse der Versuchsreihe zeigen, dassi-d@copherol-Gehalt im Plasma aller
Ratten mit steigendem Herz-, Leber- und Milz-Ei&tatus abnahm, und zwar unabhangig
davon, ob und wie stark die Ernéhrung der Tiere VWiiamin E supplementiert wurde.
Dabei verminderte sich die-Tocopherol-Konzentration in der Gruppe A (Vitantn-
normale Ernahrung) von 3,2 auf 24@/ml, in der Gruppe B (Vitamin-E-Supplementierung
Uber das Trinkwasser) von 3,4 auf A@ml und in der Gruppe C (Vitamin-E-
Supplementierung Uber eine Schlundsonde) von 8{88&jg/ml, wobei lediglich die
Gruppe A mit p = 0,0005 ein sehr hoch signifikaregebnis lieferté.Die Kontrollgruppe
mit der normgerechten Vitamin-E-Ernahrung (Gruppez&igte dabei jedoch mit einer
Vitamin-E-Restkonzentration, die nach 84 Tagen nach 66 % betrug, den starksten
Abfall des Plasmar-Tocopherolgehalts, wahrend die Vitamin-E-reichamen Ratten
(GruppenB = 85% und C = 94 % Vitamin-E-Restkonmzion nach 84 Tagen)
unabhangig vom Ausgangsstatus, welcher bei der ger@p (Schlundsondengruppe) mit
8,8 ug/ml deutlich héher war als bei der Gruppe B (Twaksergruppe) mit 3j4g/ml, ein
ahnliches Absinken desi-Tocopherol-Gehalts aufwiesen. Da zudem die Varider
Einzelwerte der Tiere in den Gruppen B und C récith ist (die Werte liegen in Gruppe B
zwischen 1,6 und 4,7, in Gruppe C zwischen 6,2 1h@ug/ml), liel3e sich eine exakte
Aussage bezlglich der Tendenz des Vitamin-E-Gel@ltSerum nur treffen, wenn man
eine deutlich grolRere Kohorte untersuchte, da datiegende geringfligige Absinken

durchaus auch auf extreme Werte einzelner Tiengéckaufiihren sein kann.

Bereits aus drei vorangegangenen Studien gehdilgg hervor, dass der-Tocopherol-

Gehalt bei steigenden Eisenspeicherwerten abnimmt:

Ward et al. 1991: Hier wurden allerdings keine Amgyazum Vitamin-E-Gehalt des Futters

gemacht.

Dresow et al. 1995: Hier lag der Vitamin-E-Gehads drutters zwischet64 mg/kg (normal
Vitamin E) und 0,5 mg/kg (Vitamin-E-arm).

% Die einzelnen Werte der Versuchstiere finden sittAnhang (Kapitel 7.2.).
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Brown et al. 1997: Der Vitamin E-Gehalt lag zwiseHg0 mg und 200 IW-Tocopherol-
acetat pro kg Diét.

Wahrend in den Studien von Dresow et al. und Waral.eein kontinuierlicher Abfall des
Plasmaa-Tocopherol-Gehalts Uber den gesamten Beobachteiigaan nachgewiesen
wurde, liefert die Studie von Brown et al. dem eg@nstehende Ergebnisse. Auch hier
wird zwar ein kontinuierlicher Abfall des Plasmafocopherol-Gehalts beschrieben,
jedoch ist in den Grafiken ein etwas anderer Vértauerkennen: In den ersten 8 Monaten
zeigt sich der auch in den Ubrigen Studien beokéehbfall des Plasma-Tocopherol-
Gehalts, nach 14 Monaten ist hier allerdings bagichl bleibender Ernahrung (3 %
Carbonyleisen plus 200 IWx-Tocopherolacetat’kg Diat) ein Anstieg des Plasma-
Tocopherol-Gehalts zu erkennen. Da sowohl die 8tudi Rahmen dieser Arbeit
(12 Wochen) als auch die von Dresow et al. (30 Véatteine wesentlich kirzere Dauer

aufweisen, konnte dieses Phanomen in beiden Héilbih bestatigt werden.

In der Fachliteratur wird dartber hinaus auch naghischen oraler und parenteraler
(intramuskul&rer) Verabreichung von Vitamin E ustérieden. So konnte bei Thalassamie-
patienten nur bei parenteraler Gabe ein signifisantitamin-E-Konzentrationsanstieg

beobachtet werden [Giardini et al. 1985].

Im Rahmen der vorliegenden Studie fallt auf istssdaereits zu Beginn der Messungen
(nach 28 Tagen) die Werte aller Versuchstiergrupggnifikant tber dem Referenzbereich
lagen. Eine eindeutige Erklarung dieses Effektésschwierig, da kein entsprechendes
Probenmaterial von den Tieren vor VersuchsbegirnTag null) zur Verfiigung stand und
der Referenzbereich (wie oben beschrieben) ausyatbiandenen Literatur dbernommen
wurde. Denkbar ware beispielsweise, dass es imnsean Ratten ein im Wesentlichen
altersabhangiges Abfallen der Vitamin-E-Konzentnati gibt, was somit den

eiseninduzierten Verbrauch von Vitamin E Uberlag&innte. Eine andere Erklarung
koénnte durch die in der Literatur beschriebenedeteung von Vitamin E aus der Leber ins
Plasma zu Beginn einer signifikanten  Lipidperoxiolat welche  bei

Eisentberladung auftritt, geliefert werden, sodasdiesem Fall sogar erhdhte Vitamin-E-

Spiegel vorliegen kdnnten [Kawase 1989]. Dadurchdvdie Frage aufgeworfen, ob das



55 Diskussion

Heranziehen von Vitamin E als indirekter Marker faxidativen Stress unter diesen
Versuchsbedingungen Sinn macht, da héchstens iif®r absinkenden Vitamin-E-Spiegel
auf ein lipidperoxidatives Geschehen Rickschlisseogen werden kénnen. Darlber
hinaus muss bericksichtigt werden, dass der Vitda8piegel von sehr vielen

verschiedenen Faktoren abhangt (z. B. Nahrung,liilleusammensetzung etc.), sodass

einmalige Messungen in keinem Falle hinreichend kénnen.

Wirde man die Versuchsanordnung zukinftig optinmiergollen, musste wohl die

Versuchstieranzahl deutlich erhéht werden, genausalie Anzahl der Messungsintervalle
und damit die Zeitdauer des Versuchs. In diesemaidusenhang ware es dann auch
sinnvoll, eine Versuchstiergruppe, welche Vitamhuasth ernahrt wirde, als Kontrollgruppe

einzurichten.

4.2.5. Vitamin A

Die Vitamin A-Konzentrationen liegen in der Lebdem Hauptspeicherorgan, in etwa um
den Faktor 100 hoher als im Plasma. Auch hierfinden Referenzwerte aus der Arbeit von

Beutelspacher et al. 2004 zu Grunde gelegt.

4.2.6. Ergebnisse der Vitamin-A-Messungen

Im Verlauf des vorliegenden Versuchs erhohte sigh \dtamin-A-Konzentrationen im
Serum in der Versuchstiergruppe A von 152 auf 1gmh in Gruppe B von 144 auf
156 ng/ml und in Gruppe C von 246 auf 251 ng/mintlidhe Veranderungen waren jedoch
nicht signifikant. Damit konnte der in vorangegamgie Studien beobachtete Anstieg der
Serum-Vitamin-A-Konzentration [Sato et al. 1982] iRahmen dieser Arbeit zwar
nachvollzogen werden, er erwies sich dabei jedaciht mls signifikant. Auffallend war hier
nur der deutlich hdhere Wert in der Gruppe C, derMergleich zu Gruppe B als hoch
signifikant und zu Gruppe A als signifikant bezeiehwerden muss. Da es zwar auch hier
eine gewisse Heterogenitat der Werte innerhalbetterelnen Gruppen gab, so erscheinen
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diese doch nicht als derart erheblich, dass einzetrausragende Werte fir diese

Abweichung verantwortlich sein kénntén.

Auch hier gestaltet es sich schwierig, eine Erkigrdir das Phanomen den geringen
Anstieg des Vitamin-A-Gehalts im Serum zu findena dlie Leber-Vitamin-A-
Konzentrationen nicht gleichzeitig gemessen wurded somit nicht beobachtet werden
konnte, ob eventuell in der Leber bereits ernigdrigonzentrationen vorlagen. Da mit
84 Tagen eine im Vergleich zu anderen Studienivetatrze Versuchsdauer gewahlt wurde,
waére es denkbar, dass zunéchst bei steigendem-&igkrs im Organismus nicht nur
Vitamin E, sondern auch Vitamin A im Serum verbtauwird und erst dann auf die
Speicher in der Leber zurlickgegriffen wird, wasrdarwie in vorangegangenen [Sato et al.
1982, Beutelspacher et al. 2004] Studien gezeigtde&vu- zu einer voribergehenden
Erh6hung der Vitamin-A-Konzentration im Serum bereh gleichzeitiger Verminderung in
der Leber fuhren wirde. Mdglicherweise war der rAeitn der Studiendauer also zu kurz
gewahlt, sodass der Organismus noch nicht auf 88tamin-Speicher zurtickgegriffen hat.
Da dies jedoch noch nicht den leichten AnstiegS$knum-VitaminA-Konzentration in den
Versuchsgruppen zu erklaren vermag, muss noch eiderar Erklarungsansatz
herangezogen werden: Es ware denkbar, dass Vitammnrelativ grol3eren Mengen als
andere Vitamine in der Leber gespeichert wird, seds nicht so schnell verbraucht werden
kann und mdglicherweise in seiner Speicherform anicit sofort verfugbar ist. Der
Organismus wuirde dieser Annahme zufolge daher iihéem Eisenstatus zunéchst auf
das Vitamin E als Antioxidans zurtickgreifen. Deg@rismus der Versuchstiere greift dann
erst deutlich spater auf seine Vitamin-A-Reserverdér Leber zurlick, was zunachst zu

einer Erhéhung des Serum-Vitamin-A-Spiegels fuhrt.

* Die einzelnen Werte der Versuchstiere finden sittAnhang (Kapitel 7.2.).
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4.2.7. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen

Es gibt fir den Menschen zwei Hauptformen von Sislen, die hereditare
Hamochromatose und die sekundaren Hamochromatosentrénsfusionspflichtigen

Anamien, wie z. B. di@-Thalassamie major.

Bei Ersterer kommt es aufgrund eines genetischrdeteerten Resorptionsdefektes fur
Eisen zu dessen gesteigerter Aufnahme aus dem Daomingegen bei Letzterer die

wiederholten Bluttransfusionen fiir die Eisentbextaglverantwortlich zeichnen.

Ob eine Eisenaufladung bzw. die Resorption vonrEim@m Menschen durch die Gabe von
o-Tocopherol beeinflusst werden kann, ist nicht Ipeka Arbeiten zu dieser Thematik
liegen nicht vor. Es konnte aber nachgewiesen vmerd@ss es bei einer manifesten
Eiseniliberladung beim Menschen zu einem signifikaitbfall der Serumkonzentration
von Retinol,a-Tocopherol und der Ascorbinsaure kommen kann [DealLet al. 1999,

Livrea et al. 1996, Reller et al. 1998, Young etl894]. Dieser Effekt wurde als Verbrauch

der Antioxidantien unter der eisenkatalysierendanesstoffradikalbildung gedeutet.

Dieser Annahme zufolge ware es denkbar, dass ¢ai@liSierung des Antioxidantienstatus
bei Hamochromatose-Patienten, zum  Beispiel durchne ei entsprechende

Nahrungserganzung, den Krankheitsverlauf positiwirdeissen konnte, sodass die
Membranlipide von Leber, Milz, Herz und anderen &rgn vor der verstarkt ablaufenden
Lipidperoxidation geschutzt wirden. Zu diesem Thesimal die bereits laufenden Studien

jedoch noch nicht abgeschlossen.

Umfassende Aussagen zu einem Nutzen-Risiko-Velkaltreiner begleitenden
»Vitamintherapie“ koénnen daher zurzeit aufgrund geinder Erfahrungen noch nicht
gemacht werden. Neben einem moglichen therapeetischNutzen missen
selbstverstandlich auch Risiken angenommen wer&n.ist z. B. bei der ebenfalls
antioxidativ. wirksamen Ascorbinsaure bekannt, dasies, besonders in hoheren
Konzentrationen, den klinischen Verlauf von Siderosakut verschlechtern und im
schlimmsten Falle sogar zum Tod des Patienten ikean [Nienhuis et al. 1981], was

vermutlich auf deren prooxidativen Effekt unter Aesgnheit von Eisen zurtickgefuhrt wird.
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Dartber hinaus begunstigt Ascorbinsaure die Eisenption aus dem Gastrointestinaltrakt

durch seine reduzierende Eigenschaft.

Im Zusammenhang mit der Verabreichung hoéherer \iitrBaMengen werden in erster

Linie folgende Risiken diskutiert:

* Erhohte Blutungsgefahr durch Hemmung der Thromleymggregation, Vitamin-K-
Antagonismus [Jandak 1989]: Grundsatzlich kann ementrollierte Zufuhr groRerer
Vitamin-E-Mengen bei vorliegendem Vitamin-K-Mangadler im Zusammenhang mit
einer Antikoagulationstherapie mit einem erhohtéutughgsrisiko behaftet sei [Garewal
et al. 1995].

» Erhohtes Risiko fir hé&morrhagische Hirninfarkte: dier Alpha-Tocopherol-Beta-
Carotin-Krebspraventionsstudie [ATBC Study Grou®49wurde bei Rauchern unter
Gabe von 50 mg alpha-Tocopherol (als all-natecopherylacetat) taglich Gber einen
Zeitraum von 6 Jahren verglichen mit der Kontralfgge eine um 50% erhéhte
Mortalitstt an hamorrhagischen Hirninfarkten festgis Wenngleich ein
Zusammenhang zwischen Vitamin-E und einem erhoRisiko an hamorrhagischen
Komplikationen denkbar ist, wird der Stellenwereshs Befundes noch kontrovers
diskutiert [FNB 2000]. In einer Auswertung einendamisierten Subpopulation der
ATBC-Studie, die 409 Ménner umfasste, wurde Ubes darmehrte Auftreten von
Zahnfleischbluten in der alpha-Tocopherol-Gruppechéet [Liede et al. 1998].

Aus Fallberichten und unkontrollierten Studien éegHinweise fir verschiedene uner-
wunschte Wirkungen vor [Meyers et al., 1996]. Bei Werabreichung von Dosen in einem
Bereich von 800 mg und mehr pro Tag sind in Eirdtlelh Magen- und Darmbeschwerden
beschreiben worden. Bei langerer Einnahme von Ddabken 400 mg Vitamin E pro Tag

kann es zu einer Senkung des Schilddrisenhorma@edpidommen. Andere berichtete
Nebenwirkungen wie Thombophlebitiden, Bluthochdrudkiskelschwéche, Mudigkeit und

Kopfschmerzen konnten bisher nicht bestéatigt wef8&WA, 1994].

Um dartber hinaus Aussagen uber Retinol anflocopherol treffen zu kénnen, wéaren

weitergehende Untersuchungen notwendig.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss eiamlen Vitamin E-Supplementierung auf
den Grad der Eiseneinlagerung in Herz, Leber und i Rahmen eines Tiermodels einer
nutritiven Eisenuberladung bei Ratten untersuchisgangspunkt waren Vorversuche, die
einen Einfluss von Vitamin-E auf den Grad einehsatwickelnden Eisentiberladung nahe

legten (Dresow et al. unverdffentlichte Ergebnisse)

Uber eine Versuchsdauer von 12 Wochen wurden weéitati Wistarraten unterschiedliche
Mengen an Vitamin-E zugefiihrt und, nach 4 bzw. 1@ckén, der Eisengehalt mittels
Mikrowellen-Nassveraschung und photometrischen bi#¢h in Herz-, Milz- und
Lebergewebe gemessen. Der Vitamin-A- und -E-GelmaltSerums wurde mit einer
Reversed-Phase-HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetekgstimmt.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Nahrungigsaentierung mit Vitamin E und

dem Grad der Eiseneinlagerung in Leber und Milzhiniaber im Herzen nachgewiesen
werden und somit vorangegangene Studien [Brownl.ei37] bestatigt werden. Die

Eiseneinlagerung in Herz, Leber und Milz bei demaWiin-E-reich erndhrten Tieren ging
langsamer vonstatten als bei den Vitamin-E-nornraBlerten Tieren, sodass Hinweise
erhalten wurde, dass sich eine Nahrungsergéanzunyitamin E gunstig auf den Grad der
Organeiseneinlagerung auswirkt. Die zusatzlichail@ugehr hohen Vitamin E-Mengen per

Schlundsonde fuhrte aber zu keiner weiteren Hemmdengrganeiseneinlagerung.

Vit.E-Konzentrationen im Plasma nahmen mit steigenBisenkonzentration ab, womit
frhere Studien bestatigt wurden Die Vitamin-A-Keniration im Plasma veranderte sich

nicht mit dem Grad der Eisenlberladung.

Aus den Ergebnissen wird geschlussfolgert, dass Hi#ierer Eiseniberladung die
Schutzwirkung des Vitamin E auch bei erhdhter Zufukeht mehr ausreichend ist, um die

eiseninduzierte Lipidperoxidation unterdriicken darken.
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73 Anhang
Anhang
l. Originaldaten der Organ-Eisenwerte
Gesamtorganeisen/mg Gewebe
Feuchtgewicht Fe-Konzentration
Leber Herz Milz Leber Herz Milz
Proben-ID | Fe/mg Fe/mg Fe/mg ug Felg | pgFelg | pgFelg
PAl 7 0,12 2 927 112 4014
PA2 5 0,12 0,9 712 116 1327
PA3 8 0,1 1,3 1174 91 1859
PA4 19 0,09 2 2734 104 5106
PAS5 14 0,11 1,8 1501 106 3059
PA6 22 0,09 2,4 3317 103 4815
PA7 21 0,09 19 1755 98 4481
PA8 15 0,11 2,3 1871 101 4561
PA9 20 0,09 1,7 3601 112 4242
PA10 15 0,11 2,8 2348 112 4592
PB1 0,06 2 664 58 3924
PB2 9 0,06 1,2 1395 68 1937
PB3 0,06 1,7 436 70 2762
PB4 13 0,09 1,3 2159 117 3304
PB5 10 0,11 2,1 1244 93 4197
PB6 13 0,11 19 1482 96 4821
PB7 12 0,1 2 1678 92 3982
PB8 13 0,12 2,7 1708 108 5298
PB9 13 0,1 1,6 1941 99 3961
PB10 9 0,11 2,3 1558 106 5646
PC1 7 0,11 1,3 1052 107 2119
PC2 5 0,05 1,3 717 59 1920
PC3 7 0,13 19 976 115 3197
PC4 18 0,09 1,2 2108 96 2293
PC5 13 0,1 1,9 1782 103 4683
PC6 15 0,13 2,2 1605 95 3189
PC7 11 0,11 2,5 1252 98 3523
PC8 13 0,12 1,4 2045 112 2762
PC9 12 0,08 1,1 2071 103 2737
PC10 11 0,09 1,7 1367 83 4207
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Anhang

ll. Originaldaten der Serum-Vitaminwerte

Vit. E Vit. A
Proben-ID pg/ml ng/mi
PAl 3.4 111
PA2 3,2 170
PA3 3,0 177
PA4 1,9 150
PAS5
PA6 2,6 167
PA7 2,0 279
PA8 2,3 167
PA9 2,3 117
PA10 1,6 124
PB1 3,1 120
PB2 3,3 157
PB3 3,9 156
PB4 4.7 202
PB5 1,6 131
PB6 3,3 216
PB7 2,8 138
PB8 2,5 125
PB9 2,3 129
PB10 3,2 157
PC1 9,1 181
PC2 9,4 380
PC3 8,0 179
PC4 8,4 262
PC5 6,6 266
PC6 11,0 265
PC7 9,7 269
PC8 8,0 292
PC9 6,2 185
PC10 8,2 218




Danksagung

Ich danke Herrn PD Dr. med. Gabbe und Frau Prof. @r Ulrike Beisiegel fur die
Uberlassung des Themas und dafiir, dass ich meismeationsarbeit in ihrer Abteilung

machen durfte.

Mein Dank gilt Herrn Dr. Bernd Dresow fir die angdiche Betreuung dieser Arbeit und
die motivierende Unterstiitzung und Herrn PD DrePalielsen fiir die spatere Ubernahme

der Betreuung sowie die Anregungen und Tipps, dieiegab.

Des Weiteren bedanke ich mich bei den Mitarbeitlr® Labors, die mich alle geduldig und
gewissenhaft eingearbeitet und mir mit Rat undzliatSeite gestanden haben, insbesondere
bei Inge Zimmermann, die mich in den ersten Wodseewnerlasslich eingearbeitet hat, bei
Rosemarie Kongi, die mich in alle Vorgange, die Yeraschung der Organe notwendig
waren, eingearbeitet und mir wertvolle Tipps zurdddnung meiner Ergebnisse gegeben
hat, sowie bei Susanne Hoppe, die mich in die diefdnde Eisenbestimmung
eingearbeitet, mich dabei so geduldig im ErlernenRipettiermethoden unterstitzt und mir

wertvolle Erfahrungen vermittelt hat.

Mein Dank gilt auch Dagmar Kriger, die mich in diethodik der HPLC sorgféltig und

verlasslich eingearbeitet und mir dabei viele watevTipps gegeben hat.

AulRerdem gilt mein Dank meinen Freunden, die mitenstitzt haben, indem sie mir Mut
machten oder mir Anregungen und Tipps gaben. Hienlgehte ich mich insbesondere bei
Manuela Marz und Susanne Plotz bedanken, die inwrezter bereit waren, sich mit den
Details dieser Arbeit zu befassen und mir mit ihketischen Anregungen wertvolle Hilfe

haben zuteil werden lassen.

Zum Schluss moéchte ich mich bei meiner Familie b&da. Hierbei gilt mein besonderer
Dank meiner Mutter, die mich immer wieder ermutjgtenn ich ein wenig mutlos wurde,

und die immer an mich geglaubt hat.



Erklarung

Ich versichere, dass ich die Arbeit selbststandig ohne fremde Hilfe verfasst, andere als
die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel hhikenutzt und die aus den
verwendeten Werken wortlich oder inhaltlich entnoemen Stellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Skste benutzten Werkes kenntlich
gemacht habe und dass ich die Dissertation bistert minem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt odeh randerweitig um Zulassung zur

Promotion beworben habe.



Lebenslauf

Geburtsort: Hamburg
Geburtsdatum: 25. 6. 1968

Familienstand: ledig

Schulbildung:
1975-1979 Grundschule in Bargfeld-Stegen
1979-1985 Realschule in Bargteheide

1990-1993 Abendgymnasium in Hamburg

Berufsausbildung:

09/85-08/87  Ausbildung fur den mittleren Dienst in der Hambur§esuer-
verwaltung

Behordliche Berufspraxis:
09/87-01/92 Mitarbeiterin in der Hamburger Steuemadtung (Beamtin)
08/93-10/94 Mitarbeiterin in der Hamburger Steuemadtung (Beamtin)

Hochschulausbildung:
10/94-12/01 Medizinstudium in Hamburg

Physikum: 04/97

1. Staatsexamen: 04/98
2. Staatsexamen: 09/00
3. Staatsexamen: 12/01

Arztliche Tatigkeit:

04/02-09/03 AIP im ev. Krankenhaus Alsterdorf

10/03-09/05 Assistenzarztin im Heinrich-SengelmBinamkenhaus
seit 10/05 Assistenzarztin im Landeskrankenhau£hiirg



