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1 Einleitung

Mit steigendem Lebensalter steigt auch gleichzeitig das Risiko fur das Auftreten
neurodegenerativer Erkrankungen signifikant an. Der Anteil alterer Menschen in der
Bevolkerung nimmt in den Industrielandern stetig zu. Daher wird es bei
gleichbleibender Inzidenz zu einer drastischen Erhdhung der Zahl der
Demenzpatienten, von zur Zeit ca. 1 Mio. auf ca. 2 Mio. im Jahr 2050, kommen
(Bickel 2001).

Die Alzheimer Demenz (AD), die auch als Morbus Alzheimer bezeichnet wird, ist die
haufigste neurodegenerative Erkrankung. Klinische Symptome sind ein
fortschreitender Gedachtnisverlust und die Beeintrachtigung der kognitiven
Fahigkeiten. Histologische Merkmale sind extrazellulare Plaques, bestehend aus
dem Amyloid-beta Peptid, und intrazellulare neurofibrillare Bindel, bestehend aus
hyperphosphoryliertem Tauprotein. Weitere Kennzeichen sind synaptische
Dysfunktion, massiver progressiver Neuronenverlust, besonders in Hippocampus und
Cortex, sowie die selektive Depletion von Neurotransmittersystemen (z.B.
Acetylcholin) (Leuner et al. 2007). Auf zellularer Ebene wird die AD unter anderem
mit erhéhtem oxidativen Stress assoziiert. Neurodegeneration und oxidativer Stress
sind eng miteinander verknlpft. Prozesse, die zum Absterben von Neuronen flhren,
beruhen auf oder fihren zu einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies. Ein Ungleichgewicht zwischen Radikalbildung und -elimination wird
kausal mit dem Auftreten der AD in Zusammenhang gebracht. Epidemiologische
Studien sowie erste klinische Interventionsstudien beim Menschen weisen darauf hin,
dass eine hohe Aufnahme von Vitamin E moglicherweise positive Effekte im Hinblick
auf die Pravention altersabhangiger neurodegenerativer Erkrankungen, wie AD,

haben konnte.

Auch im Tiermodell konnten Zusammenhange zwischen der Vitamin E-Aufnahme
und fur die AD relevanten physiologischen Prozessen beobachtet werden. Mittels
Genchiptechnologie wurden zum Beispiel bei der Laborratte Vitamin E-sensitive
Gene identifiziert, die in der Pravention der AD eine wichtige Rolle spielen. Vitamin E
modulierte in diesen Versuchen u.a. mMRNA-Spiegel von Genen, die zentral an der

,Clearance” und Stabilisierung des neurotoxischen Amyloid-beta Proteins beteiligt
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sind. Die Aggregation von Amyloid-beta ist ein molekulares Schllsselereignis in der
Pathogenese des AD und flr die Bildung der sogenannten senilen Plaques
verantwortlich. Weiterhin wurden im Gehirn von Ratten durch Vitamin E die
Transkriptionsniveaus von Genen sehr deutlich verandert, die den programmierten
Zelltod (Apoptose) und somit den Untergang von Neuronen verhindern (Rota et

al. 2005).

Angesichts fehlender Therapien zur Linderung oder Heilung der AD ist die
Erforschung der AD-Pravention von besonderer Bedeutung. Die Aufnahme
naturlicher Antioxidantien, insbesondere durch Vitamin E-reiche Lebensmittel bzw.
Vitamin E Supplementierung, zur Reduzierung des AD-Risikos ist seit Jahren
Schwerpunkt wissenschaftlicher Diskussionen. Positive Effekte, die mit der
Aufnahme von Vitamin E und der Verlangsamung der AD-Entwicklung (Sano et al.
1997; Joseph et al. 1998) oder der Reduzierung des AD-Risikos verbunden werden
(Engelhart et al. 2002; Morris et al. 2002), stehen Studien gegenuber, die keine
Assoziationen zwischen der Vitamin E-Aufnahme und der AD finden konnten
(Blacker 2005; Fillenbaum et al. 2005) oder eine Empfehlung einer VE-
Supplementierung aufgrund moglicher adverser Folgen in Frage stellen (Boothby &
Doering 2005; Miller et al. 2005).

Rapsdl ist ein qualitativ hochwertiges Ol mit einer fiir die Humanernahrung giinstigen
Fettsaurenzusammensetzung und einem hohen Gehalt an Vitamin E. Zichterische
Malnahmen haben zur Etablierung von Rapssorten gefuhrt, die mehr als 1000 ppm
Vitamin E enthalten. Die biologische Verfugbarkeit von naturlichem Vitamin E (RRR-
Tocopherol), wie es im Rapsdl vorliegt, ist ca. 40% hoher als die des synthetisch
hergestellten all rac-Tocopherols (Brigelius-Flohé & Traber 1999). Aus
ernahrungsphysiologischer Sicht ist es daher winschenswert, die Aufnahme von

Vitamin E aus natirlichen Quellen zu erhdhen.

Vitamin E ist der Oberbegriff flr eine Gruppe von acht fettléslichen Substanzen, vier
Tocopherolen und vier Tocotrienolen, mit der biologischen Wirkung von a-
Tocopherol. Alle diese Verbindungen weisen im Molekul ein Ringsystem

(Chromanring) mit einer freien OH-Gruppe sowie eine gesattigte oder ungesattigte
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isoprenoide Seitenkette auf. Je nach Anzahl und Position der Methylgruppen, die am
Chromanring substituiert sind, werden die verschiedenen Tocopherole und
Tocotrienole unterschieden in a-, -, y-, 8-Tocopherol und a-, -, y-, 5-Tocotrienol.
Aufgrund der drei Chiralitatszentren an den C-Atomen 2, 4’ und 8’ der Tocopherole
ergeben sich 8 verschiedene Stereoisomere (RRR, RSR, RRS, RSS, SRR, SSR,
SRS, SSS) fur jedes Tocopherol. Naturliche Tocopherole werden nur von
photosynthetisch aktiven Organismen, vorwiegend Pflanzen, synthetisiert und liegen
ausschlieflich in der RRR-Konformation vor. Synthetisches (all rac-) a-Tocopherol ist
ein racemisches Gemisch aller acht Stereoisomere. Die Vitamin E-Formen und deren
Stereoisomere unterscheiden sich in ihrer biologischen Aktivitat, RRR-a-Tocopherol
ist die Vitamin E-Form, die mengenmaflig am meisten im menschlichen Blut und
Gewebe vorkommt und die hochste biologische Aktivitat aufweist (Brigelius-Flohé &
Traber 1999).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Vitamin E aus der natlrlichen
Quelle Rapsol auf die Genexpression und Parameter des oxidativen Stresses im

Gehirn von Labortieren systematisch zu untersuchen.



2 Materialien und methodisches Vorgehen

2.1 Herstellung des Rapsols

Grundlage des in der Futterungsstudie eingesetzten Rapsols war die Rapssorte S-
NAP 944. Es handelt sich dabei um eine durch zuchterische Mallnahmen
gewonnene tocopherolreiche Rapssorte. Diese wurde freundlicherweise durch die
Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG (NPZ) zur Verfugung gestellt.
Die Pressung des Rapsols erfolgte im Unterauftrag bei der Pilot
Pflanzendltechnologie Magdeburg e.V. (PPM e.V.). Zu Beginn wurde der Raps einer
Qualitatsbewertung unterzogen. Die Rapssamen waren ausgereift, hatten eine
mittlere bis kleine Korngrdélie, waren ohne Besatz und ihr Geruch war neutral bis
rapstypisch. Um die Olausbeute zu erhéhen, wurden die Rapssamen in einer
Haferquetsche vorgebrochen. Da eine Warmpressung eine anschlielRende
Raffination erfordert, bei deren letztem Schritt, der Desodorierung, Vitamin E verloren
geht (Willner et al. 1997), wurde eine kleintechnische, vitaminschonende
Kaltpressung (Pressentyp: Komet S87G) durchgeflihrt. Das Pressdl hatte eine
kraftige, gelbgrine Farbe. Fir eine bessere Haltbarkeit wurde es per Vakuumfiltration
(Filterhilfsmittel: Filtrasit) filtriert und hatte danach eine goldgelbe Farbung und roch

rapstypisch.

2.2 Aufreinigung des Ols zur Entfernung von Vitamin E und weiterer

natirlicher Antioxidantien

Die im Rapsdl vorhandenen naturlichen Antioxidantien wurden mithilfe der
Saulenchromatographie unter Verwendung von Aluminiumoxid als stationare Phase
entfernt. Daflr wurden 250 g Aluminiumoxid fur 8 Stunden bei 100°C und fur weitere
12 Stunden bei 200°C erhitzt. Die Offnung einer Glassaule (60 cm Lange, 3 cm
Innendurchmesser) wurde mit einem mit Hexan getrankten Wattebausch ausgelegt.
Das Entfernen samtlicher Luft aus der Watte war dabei von gro3er Bedeutung, um
das Ol vor Oxidation zu schiitzen. Aus dem im Exsikkator abgekiihlten
Aluminiumoxid und n-Hexan wurde eine Suspension hergestellt und mit dieser
schrittweise die Saule gepackt. Die Saule wurde mit einem weiteren Wattebausch

verschlossen, um einen Sauerstoffeintritt und das Aufwirbeln der stationaren Phase
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beim EingieRen des Ols zu verhindern. Uberstehendes n-Hexan wurde per
AblaBhahn aus der Saule abgelassen, bis der obere Wattebausch mit n-Hexan
bedeckt war. Das zu strippende Ol wurde mit n-Hexan (1:1) gemischt und langsam
auf die Saule gegeben. Um das auf der Saule stehende Ol vor Licht zu schiitzen
wurde die Saule mit Aluminiumfolie umwickelt und das aufgereinigte (,gestrippte®) Ol
direkt in eine dunkle Flasche abgefullt. Wahrend der Chromatographie wurden
Antioxidantien, besonders Vitamin E und Carotinoide, freie Fettsauren und Mono-
und Diglyceride an die stationdre Phase adsorbiert und dadurch aus dem Ol entfernt.
Nachdem der gesamte Ol-Hexan-Mix tiber die Saule gelaufen war, wurde mit reinem
n-Hexan nachgespllt, um das restliche Ol von der Saule zu eluieren. Das
aufgereinigte Rapsol wurde mit Stickstoff begast und bedeckt und bei -20°C gelagert.
Die Abwesenheit von Tocopherolen in dem gestrippten Ol wurde mittels HPLC mit
einem Fluoreszenzdetektor verifiziert. Dafiir wurden ca. 100 mg Ol in
Eppendorfrohrchen eingewogen und 400 ul n-Heptan (mit 1 mg/ml BHT) hinzugefugt.
Der Mix wurde 5 Sekunden gevortext und direkt in die HPLC injiziert (Saule:
LiChrosphere Si 100, 5 um, 10 x 250 mm; FlieBmittel: n-Heptan/Isopropanol 100:1;
FlieBrate: 1,0 mli/min; Agxcitation: 290 NM; Agmission: 328 nm). Das beim Strippen
verwendete Hexan wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers aus dem Ol entfernt,
das Ol erneut mit Stickstoff begast und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.3 Herstellung der Versuchsdiaten

Bei den Versuchsdiaten handelte es sich um halbsynthetische Diaten auf Basis von
Casein, Maisquellstarke, Zucker, Cellulose, Mineralstoffen, Vitaminen (Pramix ohne
Vitamin E) und Rapsol aus S-NAP 944. Teile des nativen und des gestrippten Oles
wurden so gemischt, dass vier verschiedene Ole mit steigenden Konzentrationen an
a-Tocopherol entstanden. Das Rapsdl stellte die alleinige Fettquelle dar und der
Fettanteil betrug jeweils 5% des Futters. Die Versuchsdiaten wurden kalt pelletiert
und in Einheiten a 1,5 kg mit Sauerstoffabsorberpad in PE-Beuteln verpackt. Die vier
hergestellten Versuchsdiaten unterschieden sich ausschlielich in ihren
a-Tocopherolgehalten, welche per HPLC bestimmt wurden und bei <1, 8, 15 und

151 ppm (mg/kg Futter) lagen. Die Diaten wurden bei -20°C gelagert.



2.4 Versuchsplan des Flutterungsexperiments

Zweiunddreil’ig mannliche Fischer 344-Ratten (Charles River Laboratories,
Anfangsgewicht ca. 50 g, Endgewicht ca. 360 g) wurden Uber einen Zeitraum von 6
Monaten mit den jeweiligen Versuchsdiaten gefuttert. Hierzu wurden sie in 4
Gruppen a 8 Tiere aufgeteilt und paarweise unter Standardbedingungen gehalten
(22°C, 55% rel. Luftfeuchte, Hell-Dunkel-Wechsel im 12 Stunden-Rhythmus). Der
Futterverbrauch wurde taglich und die Lebendmasse der Tiere wochentlich erfasst.
Am Ende der Futterungsstudie wurden die Tiere mit CO»-Gas betaubt und
dekapitiert. Zielorgan war das Gehirn, es wurden aber auch andere Organe (Leber,
Lunge, Muskel) zur Analyse entnommen. Jeweils ein Teil des Cortex und die
Hippocampi wurden in RNAlater gelagert. Die restlichen praparierten Organe wurden
sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.5 Vitamin E Analytik

Plasma

Pro Tier wurden jeweils in Doppelbestimmung 100 pl Plasma, 800 pl H2Oggjon.,

2000 pl Ethanol (mit BHT, mg/ml) und 2000 yl Hexan in ein Reagensrohrchen mit
Schraubdeckel gegeben, das Gefal3 verschlossen, 60 Sekunden per Hand
geschuttelt und anschlie3end fir 5 Minuten bei 167x g zentrifugiert. Von der
Hexanphase wurden 1000 pl abgenommen und im Stickstoffstrom eingeengt. Der
Ruckstand wurde in 250 yl Methanol-Wasser-Gemisch (v/v, 98:2) aufgenommen, 15
Sekunden gevortext und mittels HPLC mit Fluoreszensdetektor (stationare Phase:
Waters ODS-2, 100 mm x 4,6 mm; mobile Phase: MeOH/H-0, v/v, 98:2;
FlieRgeschwindigkeit: 1,2 ml/min, Agxcitation: 296 NM; Agmission: 325 NmM) gemessen.

Gewebe

Pro Tier wurden jeweils in Doppelbestimmung 100 mg Gewebe in ein
Reagensrohrchen mit Schraubdeckel eingewogen, dazu wurden jeweils 2000 pl
Ethanol (mit 1% Ascorbinsaure), 700 pl H2Ogejon. und 300 pul KOH gegeben. Das
Gefall wurde verschlossen und die Proben 30 Sekunden gevortext, 30 Minuten bei

70°C im Wasserbad verseift und anschlieRend im Eisbad abgekulhlt. Zu den Proben
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wurden jeweils 50 ul BHT in Ethanol (mg/ml) und 2000 pl Hexan gegeben, die
Proben 60 Sekunden per Hand geschuttelt und 5 Minuten bei 167x g zentrifugiert.
Von der Hexanphase wurden 1000 yl abgenommen und im Stickstoffstrom
eingeengt. Der Riuckstand wurde in 250 yl Methanol-Wasser-Gemisch (v/v, 98:2)

aufgenommen, 15 Sekunden gevortext und mittels HPLC (s.0.) gemessen.

2.6 Bestimmung der Fp-Isoprostane

Als Biomarker des oxidativen Stresses auf Lipidebene wurden F,-Isoprostane mit
Hilfe eines kommerziellen ELISA kits (Direct 8-iso-Prostaglandin Fy, Enzyme
Immunoassay Kit, Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA) nach Angaben des

Herstellers quantifiziert.

2.7 Bestimmung der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD),

Glutathionperoxidase (GPx) und Gesamtglutathion (GSH)

Die antioxidativen Enzyme SOD, GPx und GSH wurden in Gewebehomogenaten des

Cortex bestimmt.

Herstellung der Gewebehomogenate

Die Gewebeproben aus den Cortices wurden in phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS) mit einem Dispergiergerat fur 5-10 Sekunden homogenisiert (1:10). Die
Homogenate wurden zentrifugiert (10 Minuten, 3500 x g, 4°C), der Uberstand in
Eppendorfréhrchen pipettiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Proteinbestimmung
Der Gesamtproteingehalt der Gewebehomogenate wurde mit dem BCA™ Protein
Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die

Enzymaktivitaten wurden auf den Proteingehalt normalisiert.
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SOD

Die Bestimmung der Geamtaktivitat der SOD erfolgte nach einer Methode von
Marklund und Marklund (1974), die sowohl die Aktivitat des Cu-Zn-abhangigen
Enzyms als auch die der Mn-abhangigen Form erfasst. Das Prinzip dieser Methode
beruht auf der SOD-katalysierten Hemmung der in wassriger Losung stattfindenden
Autoxidation von Pyrogallol. Die Zunahme des gelb gefarbten Oxidationsproduktes
von Pyrogallol wurde anhand der Absorptionszunahme bei 420 nm
spektrophotometrisch gemessen. Je grolRer die Zunahme des oxidierten Pyrogallols,
ausgedruckt als Extinktionsanderung pro Minute, umso geringer die Aktivitat der
SOD. Eine Einheit (U) SOD wurde definiert als die Enzymmenge, die eine 50%ige
Hemmung der Pyrogallolautoxidation vermittelt.

SeGPx

Die Aktivitat der zellularen selenabhangigen GPx (SeGPx) wurde nach der Methode
von Lawrence und Burk (1976) durchgeflihrt. Die GPx katalysiert in Anwesenheit von
reduziertem Glutathion (GSH) die Reduktion von Hydrogenperoxid zu Wasser unter
Entstehung von oxidiertem Glutathion (GSSG). Durch den Verbrauch von NADPH
wird GSSG kontinuierlich sofort wieder durch die zugesetzte Glutathion-Reduktase
(GR) reduziert, wobei NADP" entsteht. In Anwesenheit von Wasserstoffperoxid als
Substrat lasst sich aus dem Verbrauch von NADPH/H" indirekt die Aktivitat der
SeGPx bestimmen, indem die Abnahme der Extinktion von NADPH/H" bei einer

Wellenlange von 340 nm verfolgt wird. Bovine GPx diente als Standard.

GSH

Zur Bestimmung des Gesamtglutathions (GSx; GSH + 2 GSSG) wurde die Methode
nach Tietze (1969) mit Modifikationen nach Dringen und Hamprecht (1996)
angewandt. Dabei wurde die Reaktivitat der Thiolgruppe des Glutathions zur
quantitativen Bestimmung herangezogen: Reduziertes Glutathion (GSH) reagiert
spontan mit der synthetischen 5,5’-Dithio-bis(nitrobenzoesaure) (DTNB) unter
Bildung von GSTNB (enthalt oxidiertes Glutathion). Dabei entsteht ein chromogenes
Thiolprodukt, das TNB, das photometrisch bei A = 405 nm gemessen werden

kann. Das oxidierte Glutathion im GSTNB wird in Anwesenheit von NADPH durch die
Glutathion-Reduktase unter Freisetzung eines weiteren Molekils TNB in reduziertes
Glutathion ruckuberfuhrt, welches erneut mit DTNB reagieren kann. In der

beschriebenen Reaktion wird der Gesamtgehalt an Glutathion erfasst.
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2.8 Bestimmung der Expression alzheimerrelevanter Gene mittels real-time
qRT-PCR

Isolierung der RNA

Die Gesamt-RNA wurde entsprechend dem RNeasy® Lipid Tissue Protokoll der
Firma Qiagen isoliert. DNA-Verdau erfolgte mit dem RNase-Free DNase Set
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Konzentration der isolierten RNA wurde
spektrophotometrisch bei 260 nm gemessen. Die Reinheit wurde durch das
Verhaltnis aus 260/280 nm bestimmt. Die Konzentration der RNA wurde auf
100 pg/ul eingestellt. Aliquote der RNA wurden bis zur Durchfihrung der PCR-
Experimente bei -80°C gelagert.

gqRT-PCR

Primersequenzen fur die real-time RT-PCR-Experimente wurden mit Primer3
Software konzipiert und bei der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland) gekauft.
Einstufige quantitative reverse Transkriptase PCR wurde mit dem
QuantiTec®SYBR®Green RT-PCR Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Jede PCR Reaktion
(finales Volumen von 20,0 pl) enthielt jeweils 0,45 pl sowohl des ,Forward® als auch
des ,Reverse* Primers, 22,5 ul des QuantiTect® SYBR®Green RT-PCR Mastermixes,
0,45 ul QuantiTect RT-Mix, 3,15 uyl Wasser und 18 yl RNA-Verdinnung. Die
Amplifizierung erfolgte in einem Rotor-Gene 3000 Thermocycler (Corbett Research,
Sydney, Australien). Die relativen Gehalte an mRNA der Gene wurde quantifiziert als
das Verhaltnis zwischen der Menge der mRNA des Zielgens und des Housekeeping-
Gens B-Aktin.

Tabelle 1: Primersequenzen der analysierten Gene

Gen Primersequenz vorwarts (5’-3’) Primersequenz riickwarts (5’-3’)
B-Aktin GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA TGTCACCAACTGGGACGATA
APP CAG CGT GTCATCCCAAAGT GCGTGC TCGTTCTCATCTC
Apba1 AGC AGT AAG CCG GAT CAA GA | GAT CCT CTG GGT GGA GAT GA
Adam 10 | GGG CAATGT GCA GGT TCT AT | TGAACT GCT TGT TCC ACT GC
Bace 1 AAT CAG TCC TTC CGC ATC AC | GGC TCG ATC AAA GAC CAC AT
Ache CAG CAATAC GTGAGC CTGAA | TTC CAG TGC ACC ATG TAG GA
Bax AGC TGC AGAGGATGATTGCT | GAT CAG CTC GGG CACTTT AG
Bcl-2 GGG ATGCCTTTGTGG AACTA | CTC ACT TGT GGC CCA GGT AT
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Rapssamen, Rapso6l und Diaten

1000

B S-NAP 944 Rapssaat B S-NAP 944 Ol

800

600"

400+

2001

Tocopherolgehalt [mg/kg Ol]

0 ,
Gesamt-
of oT Tocopherol
B S-NAP 944 Rapssaat 412 428 13 853
B S-NAP 944 Ol 341 386 11 738

Abbildung 1: Tocopherolgehalte in Rapssamen und daraus hergestelltem kalt gepresstem Ol.
Werte sind MW + Standardabweichung

Trotz schonender Olpressung konnte die Menge an Vitamin E, die im Rapssamen
bestimmt wurde, nicht vollstandig im Pressol wiedergefunden werden, was
madglicherweise an der Lokalisation des Tocopherols im Rapssamen liegt.
Tocochromanole werden ganz oder teilweise in Plastiden, z.B. in den Amyloplasten
der Rapssamen, synthetisiert (DellaPenna & Pogson 2006). Diese werden
moglicherweise nicht ganzlich durch die Kaltpressung zerstort, so dass nicht alle

Tocopherole bei der Pressung aus den Plastiden in das Ol gelangen.

3.2 Fettsdurenzusammensetzung in Rapssamen

Da Fettsduren, wie z.B. die Olsaure, einen Einfluss auf die Genregulation haben,
sollte sichergestellt werden, dass sich die Ole und die daraus hergestellten
Versuchsdiaten lediglich in ihrem Gehalt an Tocopherolen unterschieden. Aus
diesem Grund wurden die Fettsauremuster des gepressten und des aufgereinigten
Ols sowie der Rapssamen bestimmt. Die Rapssamen, das gepresste und das

aufgereinigte Ol wiesen identische Fettsauremuster auf (Abb. 2).
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% Gesamtfettsauren

O Rapssamen S-NAP 944

m Rapsdl aus Rapssamen S-NAP 944

O Rapsol, gestrippt

50
45

40

35 1
30
25

20

15
10

Octansaure
Caprinsaure
Laurinsaure
Myristinsaure
Tetradecensaure
Pentadecansaure

Abbildung 2: Fettsdurenzusammensetzung der

hergestellten Ole

Palmitinsaure E

Palmitoleinséure

Margarinsaure

Stearinsaure ﬁ
Olsaure

Linols&ure

Linolensaure ﬁ

Octadecatetraensaure

3.3 Tocopherolgehalte der Diaten

Arachinsaure
Eicosensaure
Eicosadiensaure
Eicosatriensaure
Arachidonsaure
Eicosapentaensaure
Behensaure
Docosenséure E

Docosatriensaure
Docosapentaensaure
Docosahexaensaure
Tricosansaure
Tetracosansaure
Nervonsaure

Rapssamen (S-NAP 944) und der daraus

In Tabelle 2 sind die Tocopherolgehalte der im Futterungsversuch eingesetzten

Diaten dargestellt.

Tabelle 2: Tocopherolgehalte der Diaten

Gruppe VE-Gehalt Ol (ppm) a-Toc-Gehalt Futter | a-Toc-Gehalt Futter
(ppm, berechnet) (ppm , bestimmt)
o B Y )
I - - - - - <1
Il 170 193 5 368 8-9 8
1] 341 386 11 738 17 15
\Y] 4314 386 11 4738 217 151

Die berechneten a-Tocopherolgehalte stimmen vor allem bei der hdchsten

Konzentration nicht exakt mit den analysierten Werten Uberein. Dies kdnnte u.a. an

Verlusten bei der Herstellung der Diaten oder an mangelnder Extraktionskraft des bei

der Analyse eingesetzten Losungsmittels liegen. Die a-Tocopherolgehalte waren so
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abgestuft, dass sie bei Langzeitfutterung zu defizienter, marginaler, suffizienter und

supraphysiologischer Vitamin E-Versorgung flhren sollten.

3.4 Futteraufnahme und Lebendmasseentwicklung

Futteraufnahme

[0 -
58’ 40
=0 1
SE 2 4 e
ol 25
20 o1 7,67 ppm o-T
< é —4—14,7 ppm o-T
S |
2 e 15 —>=151 ppm a-T
g2 107
85 5
3
© 0

1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21 23
Zeit [Wochen]

Abbildung 3: Futteraufnahme der Fischer 344 Ratten wahrend der 24-wdchigen
Futterungsstudie

Entwicklung der Lebendmasse

400 ~
350 A
300 T
250
200 A
150 A
100
50 1

—*—<1ppm o-T
7,67 ppm o-T

—%—14,7 ppm o-T

—>=151 ppm o-T

Gewicht [g]

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Zeit [Wochen]

Abbildung 4: Entwicklung der Lebendmasse der Fischer 344 Ratten wahrend der 24-wdchigen
Futterungsstudie
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Die Futteraufnahme der Tiere war in jeder Gruppe gleich. Die Tiere haben sich

unabhangig vom a-Tocopherolgehalt in der Diat gleichmalig entwickelt.

3.5 «a-und y-Tocopherolgehalte im Plasma und den Geweben

Die a-Tocopherolgehalte in Plasma, Leber, Cortex, Lunge und Muskel stiegen in
Abhangigkeit von den im Futter enthaltenen Vitamin E-Konzentrationen signifikant an
(Abb. 5-9). Sehr hohe Konzentrationen von a-Tocopherol in der Diat (151 ppm)
reduzierten signifikant die Gehalte an y-Tocopherol in samtlichen untersuchten
Geweben. Das Phanomen von reduzierten y-Tocopherolspiegeln durch eine erhdhte
Aufnahme von a-Tocopherol wurde bereits bei alteren Probanden (>50 Jahre;
Durchschnittsalter 71,8 + 6,4 Jahre) beschrieben (Handelman et al. 1985). Dies
konnte zum Beispiel darauf zurickzufihren sein, dass hohe Konzentrationen
a-Tocopherol zur Aktivierung des Kernrezeptors Pregnane X Receptor (PXR) fuhren,
welcher die Expression von Cytochrom P450-Enzymen (CYP) kontrolliert (Landes et
al. 2003). Die Aktivierung von PXR koénnte so zu einer vermehrten Expression von
CYP fuhren. CYP sind mafRgeblich am Abbau von Vitamin E zu seinen
wasserloslichen Metaboliten beteiligt und metabolisieren alle anderen Vitamere mit
deutlich hoherer Aktivitat als a-Tocopherol (Sontag & Parker 2002). Die Aktivierung
von PXR konnte Teil eines Feedback-Mechanismus sein, um eine Anreicherung von
Vitamin E, besonders der Vitamere mit hoherer Zytotoxizitat (McCormick & Parker

2004), Uber ein bestimmtes Mal} hinaus zu verhindern.
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€ o 2 o W
c
<tppm 8ppm 15ppm 151 ppm <tppm 8ppm 15ppm 151 ppm

a-Tocopherolgehalt der Diat o-Tocopherolgehalt der Diat
Abbildung 5: a- und y-Tocopherolgehalte (MW + SEM ) im Plasma von Fischer 344 Ratten in
Abhé&ngigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Unterschiedliche Hochbuchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,001).
Leber
3 5
Q o)
3 1207 d © 0,57 c
o -
E S 04| b
_qgi 807 % 0,3,
o 8 ]
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a-Tocopherolgehalt der Diat a-Tocopherolgehalt der Diat

Abbildung 6: a- und y-Tocopherolgehalte (MW + SEM) in der Leber von Fischer 344 Ratten in
Abhéangigkeit vom a-Tocpherolgehalt der Diat. Unterschiedliche Hochbuchstaben

kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,01).
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Abbildung 7: a- und y-Tocopherolgehalte (MW £ SEM) im Cortex von Fischer 344 Ratten in
Abhéangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Unterschiedliche Hochbuchstaben

kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,001).
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o-Tocopherolgehalt der Diat a-Tocopherolgehalt der Diat

Abbildung 8: a- und y-Tocopherolgehalte (MW £ SEM) im Lungengewebe von Fischer 344
Ratten in Abhéngigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Unterschiedliche Hochbuchstaben

kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,01).
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Abbildung 9: a- und y-Tocopherolgehalte (MW + SEM) im Muskel von Fischer 344 Ratten in
Abhéangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Di&t. Unterschiedliche Hochbuchstaben

kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,01).

3.6 F,-lsoprostane im Plasma

Mit steigendem Gehalt an Vitamin E in der Diat nahmen die Konzentrationen an F»-
Isoprostanen, einem sensitiven Biomarker fur Lipidperoxidation im Plasma

tendenziell, aber nicht statistisch signifikant, ab.

257
20

157
. . l

<1tppm 8ppm 15ppm 151 ppm

ng 8-iso-PGF2a/ml Plasma

o »,

a-Tocopherolgehalt der Diat

Abbildung 10: 8-iso-Prostaglandin F,, (MW = SEM) im Plasma von Fischer 344 Ratten in
Abhéangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat.

Um eine Aussage uUber den oxidativen Stress im Gehirn der Ratten treffen zu
konnen, wurden Cortexproben an das Institut fur Klinische Chemie und
Pathologische Biochemie der Medizinischen Fakultat der Universitat Magdeburg
geschickt, in dem mittels GC-MS auch geringe F-Isoprostan-Konzentrationen

quantifizieren werden konnen. Die zur Anwendung kommende GC-MS-Methode ist
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deutlich spezifischer und sensitiver als der zur Bestimmung der
Plasmakonzentrationen eingesetzte ELISA-Assay. Die Ergebnisse liegen noch nicht

Vor.

3.7 Status antioxidativer Enzyme im Gehirn

Superoxiddismutase

Superoxiddismutase (SOD) eliminiert spezifisch Superoxidanionen durch
Umwandlung in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff, ist stabil und in allen
Eukaryonten vorhanden. Es existieren verschiedene Formen im Zytoplasma, den
Mitochondrien und im Exrazellularraum. Die Cu/Zn-SOD ist die im Zytoplasma, die
Mn-SOD die in den Mitochondrien vorhandene Form der SOD (Gutteridge & Halliwell
2000). Der a-Tocopherolgehalt der Versuchsdiaten hatte nach 6-monatiger Futterung
keinen Einfluss auf die Aktivitat der SOD im Cortex der Ratten (Abb. 11).

11l

<1ppm 8 ppm 15 ppm 151 ppm
a-Tocopherolgehalt der Diat

= N
a o

o

SOD [U/mg Protein]
=

o

Abbildung 11: Aktivitat der Superoxiddismutase (MW + SEM ) im Cortex von Ratten, die Uber
einen Zeitraum von 6 Monaten mit Versuchsdiaten mit unterschiedlichen Gehalten an a-

Tocopherol (<1, 8, 15 oder 151 ppm) gefittert wurden.

Glutathionperoxidase

Glutathionperoxidase (GPx) ist der generische Name einer Enzymfamilie mit
Peroxidaseaktivitat, welche die Glutathion-abhangige Reduktion von organischen
Peroxiden und Wasserstoffperoxid vermittelt, wobei GSH zu GSSG oxidiert wird.
GPx ist Bestandteil der zellularen Abwehr gegen reaktive Sauerstoffspezies. Der
a-Tocopherolgehalt der Versuchsdiaten hatte nach 6-monatiger Fltterung keinen
Einfluss auf die Aktivitat der GPx im Cortex der Ratten (Abb. 12).
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Abbildung 12: Aktivitat der Glutathionperoxidase (MW = SEM ) im Cortex von Ratten, die Gber
einen Zeitraum von 6 Monaten mit Versuchsdiaten mit unterschiedlichen Gehalten an a-

Tocopherol (<1, 8, 15 oder 151 ppm) gefittert wurden.

Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid, das aus den Aminosauren Glutaminsaure, Cystein
und Glycin gebildet wird. Es ist ein nicht-enzymatischer Regulator der intrazellularen
Redox-Homdostase und kommt in allen Zelltypen vor. Glutathion liegt entweder in
seiner reduzierten (GSH) oder oxidierten (GSSG, Glutathiondisulfid) Form vor und ist
beteiligt an Redoxreaktionen durch die reversible Oxidation seiner aktiven
Thiolgruppe. Unter normalen Bedingungen liegt hauptsachlich die reduzierte Form
vor. Zusatzlich kann GSH, durch einen Glutathionylation genannten Prozess,
kovalent an Proteine binden. GSH wirkt auch als Koenzym von zahlreichen Enzymen

die beim Schutz von Zellen eine wichtige Rolle spielen (Masella et al. 2005).

3

251
201
151
101
5
0 -

<1 ppm 8 ppm 15 ppm 151 ppm

GSH [nmol/mg Protein]

a-Tocopherolgehalt der Diat

Abbildung 13: Gesamtglutathionkonzentrationen im Cortex (MW + SEM ) von Ratten, die tGber
einen Zeitraum von 6 Monaten mit Versuchsdiaten mit unterschiedlichen Gehalten an a-

Tocopherol (<1, 8, 15 oder 151 ppm) gefittert wurden.

-22 -


http://de.wikipedia.org/wiki/Tripeptid
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Glutamins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Cystein
http://de.wikipedia.org/wiki/Glycin

Der a-Tocopherolgehalt der Versuchsdiaten hatte nach 6-monatiger Futterung
keinen Einfluss auf die Konzentrationen von Glutathion im Cortex der Ratten
(Abb. 13).

3.8 Genexpression alzheimerrelevanter Gene

Basierend auf den Vorversuchen von Rota et al. 2005 wurden in der vorliegenden

Arbeit folgende Gene untersucht:

Tabelle 3: Untersuchte Gene, die in der Pathogenese der AD eine Rolle spielen

Gen Gen Name Funktion
APP Amyloid beta (A4) precursor protein Amyloid beta Vorstufenprotein
Apba1 Amyloid beta A4 precursor protein binding | bindet und stabilisiert APP
family A member 1
Adam 10 A disintegrin and metallopeptidase a-Sekretase
domain 10
Bace 1 Beta-site APP-cleaving enzyme 1 B-Sekretase
Ache Acetylcholinesterase hydrolysiert den Neurotransmitter

Acetylcholin an cholinergen Synapsen

Bcl-2 B-cell leukemia/lymphoma 2 anti-apoptotisch

Bax Bcl2-associated X protein pro-apoptotisch

Keines der untersuchten Gene mit Bedeutung flr die Pravention der Alzheimer
Demenz wurde im Gehirn (Cortex und Hippocampus) von Fischer 344-Ratten nach
6-monatiger Futterung in Abhangigkeit der aufgenommenen Menge von a-
Tocopherol reguliert (Abb. 14-21).
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Abbildung 14: Genexpression des Amyloid Vorstufenproteins in Cortex und Hippocampus in
Abhéangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW + SEM.
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Abbildung 15: Genexpression des Amyloid beta Bindeproteins in Cortex und Hippocampus in
Abhéangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Di&t. Werte sind MW £ SEM.
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Abbildung 16: Genexpression einer a-Sekretase in Cortex und Hippocampus in Abhangigkeit

vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW = SEM.
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Abbildung 17: Genexpression einer B-Sekretase in Cortex und Hippocampus in Abhangigkeit

vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW + SEM.
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Abbildung 18: Genexpression der Acetylcholinesterase in Cortex und Hippocampus in

Abhangigkeit vom a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW £ SEM.
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Abbildung 19: Genexpression von Bcl 2 in Cortex und Hippocampus in Abhangigkeit vom
a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW £+ SEM.
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Abbildung 20: Genexpression von Bax in Cortex und Hippocampus in Abhangigkeit vom

a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW £+ SEM.
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Abbildung 21: Ratio Bcl2/Bax in Cortex und Hippocampus in Abhangigkeit vom
a-Tocopherolgehalt der Diat. Werte sind MW + SEM.
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4 Zusammenfassung

Die Aufnahme von halbsynthetischen Diaten mit <1, 8, 15 oder 151 ppm
a-Tocopherol aus Rapsdl fuhrte zu dosisabhangigen Konzentrationen von

a-Tocopherol in Leber, Cortex, Lunge, Muskel und im Plasma.
Sehr hohe Konzentrationen von a-Tocopherol in der Diat durch zusatzliche
Supplementierung (151 ppm) reduzierten signifikant die Gehalte an y-Tocopherol in

allen untersuchten Geweben und Organen.

Die Plasmakonzentrationen von 8-iso-PGF,, nahm mit steigender Aufnahme von

a-Tocopherol tendenziell ab.

Die Aktivitat antioxidativer Enzyme im Gehirn wird durch unterschiedliche Gehalte an

a-Tocopherol in der Diat nicht beeinflusst.

a-Tocopherol in der Diat hatte weder im Cortex noch im Hippocampus einen Einfluss

auf die Genexpression Alzheimer-relevanter Gene.
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