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Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Vitamin E gehort zu den essentiellen Vitaminen im Organismus. Es ist Bestandteil
aller biologischen Membranen und das wichtigste Antioxidans im Korper von Mensch
und Tier. Eine Vitamin Unter- oder Uberversorgung kann vor allem bei Jungtieren
neben akuten Symptomen zu Langzeitschaden fuhren. Diese Folgeerkrankungen
kénnen sich in dystrophischen Erscheinungen (Muskeldystrophie), Lebernekrosen,
Stérungen im Immunsystem, im Wachstum und in Form von Fruchtbarkeitsstorungen
auliern. Ebenfalls ist die adaquate Vitamin E Versorgung bei Schweinen im Hinblick
auf die Schlachtkdrperqualitat von Bedeutung. Eine bedarfsgerechte Versorgung
sorgt fur eine ausreichende Vitamin E Konzentration im Speicherfett. Dort schitzen
die Tocopherole das Depotfett vor Oxidation. Dieser protektive Effekt halt auch noch

nach der Schlachtung an und sichert eine gute Fleischqualitat.

Aus diesen oben genannten Grunden ist eine optimale Versorgung mit Vitaminen,
speziell mit Vitamin E in der Schweinehaltung von besonderer Bedeutung. Um
diesen Zustand zu optimieren werden die Zusatz- und Vitamin-
Wirkstoffformulierungen und Aufbereitungsform immer weiterentwickelt und

modifiziert.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Resorption von emulgiertem und nicht-
emulgiertem Vitamin E bei heranwachsenden Schweinen. Das Einsatzgebiet von
Vitamin E bezieht sich vorwiegend auf den Zeitraum des Absetzens und Umstallens
in der Schweinehaltung, da in diesen Phasen der Mast und Zucht eine enorme
Stressbelastung fir die Tiere besteht. In dieser Periode hat sich die zusatzliche
Applikation von Vitamin E bewahrt, um die oben erwahnten Gesundheitsprobleme zu

minimieren oder sogar auszuschliel3en.

Das Ziel dieser Arbeit ist, quantitative Unterschiede im Resorptionsweg, der
Resorptionsgeschwindigkeit, dem Resorptionsvolumen und im Speicherverhalten von
Vitamin E bei der Anwendung von unterschiedlichen Wirkstoffformulierungen

darzulegen.
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Einleitung und Problemstellung

Um mogliche Differenzen auszuwerten, wurde den Tieren, nach oraler Applikation
einer Vitamin E -haltigen Emulsion, Sanovital AE, und einem konventionellen
Vitamin-Vergleichspraparat innerhalb von vorher definierten Zeitintervallen Blut

enthommen.

Nach Abschluss der Blutproben wurden die Tiere zur Entnahme von Organproben in
unterschiedlichen Zeitintervallen getoétet. Hierbei sollte der Konzentrationsanstieg
und das Speicherverhalten in ausgewahlten Organen (Leber, Niere, Lunge,
Darmlymphknoten) Uberprift werden. Die Tocopherolgehalte der Serum- und
Organproben wurden mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatographie)

bestimmit.

Mit Hilfe bildgebender Verfahren sollte die Resorption, bzw. der Ubertritt von
emulgiertem Vitamin E aus dem Dunndarmlumen in das Kapillarsystem dargestellt
werden. Es wird vermutet, dass Emulsionen und darin enthaltene fettloslichen
Vitamine, anstatt auf dem transzellularen Weg, auf dem perizellularen Wege, analog
der Resorption von Milchfetttropfchen, vom Organismus aufgenommen werden
konnen. Dieser Katabolismus sollte anhand der histologischen Schnitte des

Dunndarms erortert und belegt werden.

Durchgefuhrt wird diese Versuchsstudie, da sich die Formulierungsmethoden, bei der
Herstellung konventionellen, nicht emulgierten Vitaminpraparaten in den letzten 45
Jahren bedeutend modifiziert und weiterentwickelt haben. Es sind neuartige
Herstellungsverfahren hinzugekommen, die eine effektivere Resorption bedingen.
Die meist synthetisch hergestellten Vitamine werden nicht nur chemisch modifiziert
(z. Bsp. Vitamin E in Vitamin E Acetat, anstatt Vitamin E Alkohol), sondern auch

Granulier- und Spruhverfahren unterzogen.

Angesichts dieser weiterentwickelten Verfahren stellt sich die Frage, ob die orale
Verabreichung (hoher Arbeitsaufwand) von fettléslichen Vitaminen in emulgierter
Form gegenuber den herkdmmlichen Verabreichungsformen als Beadlet, oder

gecoatete Produkte (als Pramix) immer noch von Vorteil fur Tier und Mensch ist.



Literaturiibersicht

2. Literaturubersicht

2.1. Vitamin E

Der Name ,Vitamin“ wurde im Jahre 1913 von Casimir Funk gepragt. Das Wort
VITAMIN ist ein zusammengesetztes Wort aus dem Lateinischen, es besteht aus
LVita“, welches Leben bedeutet und ,Amin“, was flr Stickstoffverbindung steht.
Dieser Name ist bis heute geblieben, obwohl man schon seit langem erkannt hat,
dass nicht alle Vitamine Stickstoffverbindungen enthalten. Vitamine sind Stoffe, die
der Korper nicht, oder nicht in ausreichendem Mal3e selbst synthetisieren kann. Da
sie fur zahlreiche Stoffwechselvorgange bendtigt werden, sind sie flir den Korper

essentiell und mussen kontinuierlich von auf3en tber die Nahrung zugeflihrt werden.

Das fettlosliche Vitamin E wurde 1922 von Bishop und Evans an der Universitat von
Californien in Berkeley entdeckt. Man stellte fest, dass ein Mangel einer bestimmten
Futterkomponente bei Ratten zu Reproduktionsstérungen flhrte. Hieraus begrindet
sich historisch, weshalb dieses Vitamin E als Fruchtbarkeitsvitamin bezeichnet wird.
Ein weiters Synonym fur Vitamin E ist Tocopherol, dies leitet sich aus dem

griechischen tékos, Geburt und phérein, bringen, tragen ab.

Im Jahre 1991 wurden weitere Eigenschaften des Vitamin E, die nicht- antioxidativen
Eigenschaften in Bezug auf Zellmechanismus entdeckt. Bewiesen wurde dies
anhand der Protein Kinase C Aktivitat, welche durch Vitamin E in glatten
Muskelzellen regulierte wird (Boscoboinik et al. 1991). Auf der Ebene der
Transkription steuert Vitamin E die Expression des alpha- Tocopherol Transport
Proteins (alpha- TTP) in der Leber, sowie die Expression der Leber Kollagen alpha
Gene, der Kollagenase Gene und der alpha- Tropomyosin Gene. Des Weiteren
existiert ein alpha- Tocopherol abhangiger Transriptionsfaktor (tocopherol-associated
Protein). In Zellkulturen konnte nachgewiesen werden, dass Vitamin E
Entzindungsprozesse, Zelladhasionen,  Blutplattchenaggregation und  die

Proliferation glatter Muskelzellen zu hemmen vermag (Rimbach et al. 2002).
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2.1.1. Vorkommen in der Natur

In der Natur kommen Tocopherole in Form gelblicher, Oliger Flussigkeiten vor. Es
existieren verschiedene stereoisomere Formen. Das RRR-a-Tocopherol ist dabei das
haufigste und biologisch aktivste Stereoisomer. Besonders reich an fettléslichem
Vitamin E sind Olsaaten, Getreide- und Sojaprodukte, Niisse, pflanzliche Keiméle,
wie zum Beispiel Sonnenblumen- und Maiskeimol. Geringe Mengen lassen sich auch

in Obst und Gemuse nachweisen (Cabell und Ellis 1942).

In tierischen Produkten, wie Fleisch, Eier und Kase kommt vor allem a- Tocopherol
vor, in pflanzlichen Lebensmitteln dominieren y-, a- und &- Tocopherol. Die Synthese
der Tocopherole findet in den Samen und Blattern hoherer Pflanzen statt. Mit dem
Alter der Pflanzen nimmt der Gesamt- Tocopherolgehalt ab, der Anteil des a-
Tocopherols bleibt prozentual aber konstant. Es spielt nicht der Gesamt-
Tocopherolgehalt eine Rolle, sondern die Gewichtung der einzelnen Stereocisomere
und deren biologische Aktivitat. Sojaprodukte beinhalten hauptsachlich gamma-
Tocopherol, dieses zeigt jedoch nur geringe biologische Aktivitat. Der Gesamt-
Tocopherolgehalt von Sojadl liegt bei 920- 1800 ppm und mit diesen Werten im
oberen Bereich. Einen hohen Gehalt an a- Tocopherol besitzen Sonnenblumendl,
Saflorol, Baumwollsaatol, Olivendl und Palmol.

Tiere konnen aus Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) die Vorstufe des Vitamin E, das
Farensyldiphosphat aufbauen. Sie sind jedoch nicht in der Lage Tocopherole zu

synthetisieren.

In Futtermitteln hangt der Vitamin E Gehalt von der Art, der Sorte, dem
Entwicklungsstadium der jeweiligen Grunpflanze, der Ernte- und der
Lagerungsbedingungen, sowie der Aufbereitung des Futtermittels ab.

Bei der Trocknung von Grunpflanzen (Heugewinnung) kann es zu Verlusten von bis
zu 90% kommen. Mit zunehmender Lagerungsdauer sinkt der Gehalt der
Tocopherole. Bei der Herstellung von silierten Futtermitteln hingegen kommt es nur

zu Verlusten von ca. 10 Prozent.
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2.1.2. Chemische und physikalische Eigenschaften von Vitamin E

Vitamine konnen anhand ihrer Loslichkeit und Wirkungsweise unterschieden werden.
Es existieren wasser- und fettlosliche Vitamine. Wasserlosliche Vitamine entfalten
ihre Wirkung im gesamten Organismus, fettlosliche Vitamine bendtigen spezielle
Hullproteine, sog. Micellen, um im Medium Blut transportiert zu werden und um an

ihre Wirkungsorte zu gelangen.

Da Vitamin E zu den fettldslichen Vitaminen, wie Vitamin A, D und K gehort ist es in
Fetten, organischen Ldsungsmitteln und in Chloroform gut |6sbar, jedoch nicht in
Wasser. In der Natur kommt es als Olige, gelblich-braune Flussigkeit vor. Der
Schmelzpunkt liegt bei 2,5-3,5 °C, der Siedepunkt liegt bei 235 °C. Da Tocopherole
sehr reaktionsfreudige Antioxidanzien sind, mussen sie vor Luft- und Lichteinwirkung

geschutzt werden.

Vitamin E ist ein Sammelbergriff flr alle Derivate der Tocopherole und Tocotrienole
geworden, deren biologische Aktivitat qualitativ der des a- Tocopherols entspricht.

Tocopherole und Tocotrienole bestehen aus einem Chromanring und einer
isoprenoiden Seitenkette mit 16 C- Atomen, siehe Abbildung 1. In Abhangigkeit von
der Anzahl und der Stellung der Methylsubstituenten am Chromanring werden 4
verschieden Tocopherole (a> B> y» d) unterschieden. Die 4 Tocopherole besitzen alle
eine gesattigte Phytyl- Seitenkette und kommen in der Natur nur als freie Phenole

vor. Im Gegensatz dazu kdnnen Tocotrienole auch in veresterter Form vorkommen.

Abbildung 1: Strukturformel des natiirlichen a- Tocopherol

Die naturlich vorkommenden Tocopherole haben alle die Konfiguration RRR. Das
Tocopherolmolekdl ist in der Lage 8 stereoisomere Formen zu bilden, da es 3 chirale
Zentren (27, 4, 8) in der Seitenkette aufweist.
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Das Hauptunterscheidungsmerkmal der vier Tocotrienole (a» B> y» d) sind die drei
isolierten Doppelbindungen in der Phytyl- Seitenkette, siehe Abbildung 2. Die
Tocotrienole weisen auch, im Gegensatz zu den Tocopherolen nur ein chirales
Zentrum am C- Atom in zweiter Position auf, so dass nur 2R und 2S Stereocisomere

madglich sind.

HO o, - HOL
i o e - |
A . - e .'u\ S =k e <|~ - s
o o o e s e L T W e g
Iocophe Wopiranod
3 - - HiL o
}D"\-\._gf' ot e o,
_ | )
e e, = 4 N B N R
= T M e ‘o -~ By " N - . e -
o o - o | o - e o ’
cnpRen -bocrhrsrmas
HI o a0, P

o~ "
s N e, . - AL et e e g
P g e e e e, g B P T

.[ IOl | wncobranod

l | i |
- 1 ]

oy A N - A e, . - g i

B e e e, l=-.,b,, e o o o

rxapharsl B iAo

Abbildung 2: Natiirlich vorkommende Formen von Vitamin E (nach Brigelius-Flohe und Traber
1999)

Durch die Doppelbindungen in der Phytylkette in Position 3'und 7’sind vier
geometrische cis/ trans Isomere mdglich. Fur jedes Tocotrienol sind somit acht
Isomere mdglich.
2R und 2S: 3’ cis 7" cis
3 cis 7" trans
3 trans 7° cis

3" trans 7 trans
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2.1.3. Biologische Funktion von Vitamin E

Durch zunehmende Leistungssteigerung in der Tierhaltung und extreme
Beanspruchung der Tiere steigt die Bildung von freien Radikalen, besonders von
reaktiven Sauerstoffradikalen. Dies erhoht den Bedarf und Verbrauch von

antioxidativ wirksamen Substanzen.

Um die Oxidation eines Substrates zu verhindern und damit die Bildung von
Radikalen zu verringern, bzw. die Oxidationsschaden zu begrenzen, besitzt der
Organismus enzymatische (Superoxyddismutasen, Glutathionperoxidasen,
Katalasen) und nicht enzymatische (Vitamin E, Ascorbat, p-Carotin, Glutathin,
Harnsaure) Mechanismen.

Vitamin E ist das wichtigste lipidlosliche Antioxidans im menschlichen und tierischen
Organismus. Es schitzt vor allem, in seiner Funktion als Peroxylradikalfanger,
mehrfach ungesattigte Fettsduren (Polyunsaturated Fatty Acids, PUFA) in
Plasmalipoproteinen und in Phospholipiden von biologischen Membranen vor
Angriffen freie Radikale und der daraus resultierenden oxidativen Schadigung, (Stahl
und Sies, 1997).

Bei einem Ungleichgewicht zwischen Radikalen und Schutzmechanismus zugunsten
der Radikale gerat der Organismus in ,oxidativen Stress®, in dessen Folge es zu
Beeintrachtigung der Zellfunktion in Membranen, Stérung der Membranfunktion,
Verringerung der Membranfluiditat, zur Inaktivierung von membrangebundenen
Rezeptoren, Schadigung der Proteinstruktur und Erbgutschaden infolge von DNA-
Strangbrichen kommen kann, (Sies et al. 1992; Gutteridge und Halliwell, 1990;
Gutteridge, 1995). Um diese Folgeschaden zu reduzieren ist eine Anreicherung des

Futters mit Vitaminen sinnvoll.

Frei Radikale kdnnen sowohl endogenen, als auch exogenen Ursprungs sein. Diese
kurzlebigen und hochreaktiven Zwischenprodukte entstehen bei oxidativen und
reduktiven Vorgangen, bei denen es zur Umverlagerung von Elektronen kommt.

Radikale weisen ein oder mehrere ungepaarte Elektronen auf und sind deshalb
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besonders reaktionsfreudig und instabil. Am haufigsten dem Angriff von freien
Radikalen sind Lipide (Peroxidation), Proteine (Denaturierung), Carbohydrasen und

Nukleinsauren ausgesetzt ausgesetzt (Blokhina et al. 2003).

Endogen entstehen sie zum Beispiel bei physiologischen Vorgangen, wie beim
mitochondrialer Elektronentransport. Dieser spielt bei der Entstehung von
Superoxidradikalen eine grof3e Rolle. Bei starker Schadigung der Mitochondrien kann
es zu einem sprunghaften Anstieg von freigewordenen Elektronen kommen. Die
Folge st eine UbermaRige Bildung von Superoxidradikalen. Reaktive
Sauerstoffspezies kdnnen ebenfalls von neutrophilen Granulozyten zur Abtétung von
Bakterien bei der Phagozytose gebildet werden. Des Weiteren werden freie Radikale
bei Enzymoxidation und Substratautoxidation gebildet, (Lechler, 1996; Girotti, 1998)

Es gibt jedoch nicht nur endogene Faktoren, die zur Radikalbildung flhren, sondern
auch exogene Faktoren. Zu den exogenen Einflussfaktoren zahlen die ultraviolette,
oder ionisierende Strahlung, Ozon und Stickoxide. Auch dem Tier von auf’en
zugefuhrte, und damit beeinflussbare Faktoren, wie diverse Pharmaka und naturliche
pflanzliche phenolische Verbindungen (Radikalbildung durch Redoxilierung) spielen
eine Rolle, (Blokhina et al. 2003).

2.1.3.1. Abbruch der Kettenreaktion durch Vitamin E

Bei der Lipidperoxidation wird ebenfalls durch Abstraktion eines Wasserstoffatoms
von der Methylgruppe eines Fettsauremolekuls die Bildung von freien Radikalen
initiiert. In einer Kettenreaktion konnen fortlaufend weitere Radikale entstehen,
(Frankel 1991; Porter et al. 1995). Diese Kettenreaktion setzt sich so lange fort, bis
entweder zwei Radikale miteinander reagieren, und eine stabile Verbindung bilden,

oder die Kettenreaktion durch ein Antioxidans unterbrochen wird.

Tocopherole reagieren mit Alkoxy-Radikalen, Lipidperoxyl-Radikalen und mit Alkyl-
Radikalen unter Bildung von Tocopheryl-Radikalen und unterbrechen so die Weitere
entstehung von Radikalen (Blokhina et al. 2003), siehe Abbildung 3.
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Bei einem Kettenabbruch kommt es zu folgender Umverteilung der Elektronen. Die
phenolische Hydroxylgruppe am aromatischen Chromanring des Tocopherols
reagiert mit einem organischen Peroxylradikal unter Bildung eines Hydroperoxids
(ROOH) und einem stabilen Tocopherol-Radikal (VitE- O ¢), siehe Reaktion (1). Es
existieren 3 wesentliche Oxidationsprodukte von alpha-Tocopherol: das alpha-
Tocopherolquinon, das 5,6-epoxy-alpha-tocopherolquinon und das 2,3-epoxy-alpha-
Tocopherolquinon, siehe Abbildung 3. Das alpha-Tocopherolhydroquinon ist ein
Reduktionsprodukt des alpha-Tocopherolquinons.

Diese Tocopherol-Radikale (VitE- O ) fuhren zum Kettenabbruch der
Lipidperoxidation, (Buttriss und Diplock, 1988; Wang und Quinn 1999).

Reaktion: (1) ROOe* + VitE-OH —> ROOH + VitE-O*
(2) VIitE-O* + AH —>  VitE-OH + Ae

(3) VitE-Oe + VItCH —> VitE-OH + VitCe

Das hierbei entstandene Tocopheryl-Radikal (VitE- O¢) kann wieder seinerseits mit
einem anderen Tocopheryl-Radikal, einem Wasserstoffdonator (AH), wie Ubiquinon
(Coenzym Q), siehe Reaktion (2), oder einem Peroxyl-Radikal, zu einem nicht
radikalischen Produkt reagieren, (Sies, 1989; Wang und Quinn, 1999).

Eine weitere Mdglichkeit ist das sog. Recycling der Tocoperyl-Radikale mithilfe
anderer Antioxidantien, wie Ascorbat (Vitamin C), siehe Reaktion (3), unter Bildung
von Semidehydroascorbinsaure. Die Tocopheryl- Radikale sind auch in der Lage mit
Thiolen, wie Gluthation zu reagieren. Hierbei werden sie ebenfalls reduziert und

somit regeneriert, (Abbildung 9).
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Abbildung 3: Reaktion von a-Tocopherol mit Peroxyl-Radikalen

(nach Liebler et al. 1996)

Den Sauerstoffradikalen kommt aufgrund ihrer hohen Toxizitadt eine besondere

Bedeutung zu. Zu den wichtigsten Sauerstoffradikalen zahlen das Superoxid-Radikal
(0,*"), das Wasserstoffperoxid (H,O,) und das Hydroxyl-Radikal (OH®).

Reaktive Sauerstoffspezies, wie das Hydroxyl-Radikal (OHe®) und das Superoxid-
Radikal (O,*") entstehen bei einer Reihe von zellularen Vorgangen. Zu diesen zahlen
verschiedene enzymatische Prozesse, bedingt durch die Enzyme Lipoxygenase,

Peroxidase, NADPH Oxidase und Xanthin Oxidase, sowie bei der Eisen-
katalysierten Fenton Reaktion und der Haber-Weiss-Reaktion, (Blokhina et al. 2003).

Fe-Reduktion 0, + Fe** —> 0, + Fe*
Fenton-Reaktion H,O, + Fe?* —> OHe + OH + Fe*
Haber-Weiss-Reaktion 0, + H,0, —> 0O, + OHe + OH

10
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2.1.3.2. Sekundar- und Tertiarprodukte der Lipidoxidation

Peroxyl-Radikale (ROOe¢) und Wasserstoffperoxid (H,O,) entstehen als
Sekundarprodukte bei der Lipidperoxidation. Diese Sekundarprodukte kénnen auf
Membranen diffundieren, oder ins Zytosol freigesetzt werden. Hieraus resultieren die

radikalinduzierten Schaden.

Zu den Tertiarprodukten der Lipidperoxidation zahlen Malondialdehyd und 4-
Hydroxynonenal. Diese beiden Reaktionsprodukte sind stark zytotoxisch und
reagieren besonders mit membranstandigen Proteinen, wie den Strukturproteinen,
Enzymen und Rezeptoren. Die Folge kdonnen erhebliche Funktionsverluste sein.
Speziell Malondialdehyd wird als Indukator der Auswirkungen der Lipidschadigung
heran gezogen. Dies geschieht mittels der Reaktion von Malondialdehyd als
Thiobarbitursaure- reaktive Substanzen (TBA-RS).

11
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2.1.4. Die Bioverfiugbarkeit

Die Bioverfugbarkeit ist ein Parameter, der die Menge und die Geschwindigkeit
beschreibt mit der eine, durch die Nahrung aufgenommene Substanzen bzw.
Wirkstoffe vom Organismus resorbiert werden, das Zielorgan, bzw. den Wirkort
erreicht und dort zur Verflugung steht. Daher kann die Bioverfugbarkeit auch als
Parameter flr die Verwertung einer Substanz vom Korper herangezogen werden
(Sauberlich 1985).

Das Vitamin E reichert sich in vielen Organen (Fettgewebe, Leber, Muskulatur,
Membranen usw.) an. Um aufgenommenne Tocopherolmengen zu definieren eignet
sich der Gehalt im Serum. Diese resorbierte Menge an Tocopherolen ist von
verschiedenen Faktoren abhangig. Zum einen spielt die chemische Struktur (Anzahl
und Verteilung der Methylgruppen) eine Rolle, zum anderen sind aber auch
endogene und exogene Faktoren von Bedeutung. Zu diesen Faktoren zahlen: der
Ernahrungszustand der Tiere, die Dosierung, die Art der Verabreichung, die
Aufbereitung des Wirkstoffes, der Fullungsgrad des Magens, dem jeweiligen Gewebe
und der Fettanteil des Futtermittels, diese kdnnen die Absorptionsrate und somit die
Bioverfugbarkeit beeinflussen (lulinano et al. 2001; Lodge et al. 2004; Blatt et al.
2004).

Leonard et al. (2004) untersuchten im Besonderen den Zusammenhang der
Resorptionsmenge in Abhangigkeit vom Fettanteil der Ration. Sie stellten fest, dass
die Bioverflugbarkeit des Vitamin E von der Zusammensetzung des Nahrungsmittels
abhangt. In Futtermitteln mit geringem Fettanteil sinkt die biologische Verfligbarkeit

des fettloslichen Vitamin E.

Im Vergleich mit alpha-Tocopherol besitzt das dl-gamma-Tocopherol eine
durchschnittliche Bioverfligbarkeit von 28 Prozent (Schafer und Elmadfa 1984). Dies
hangt von der unterschiedlichen biologischen Wirksamkeit ab. Diese ist von der
Anzahl und der Verteilung der Methylgruppen am Chromanring abhangig. Die
biologischen Wirksamkeit nimmt mit Abnahme der CH3 Gruppenanzahl ab (o> B> y»
0). Das haufigste und biologisch aktivste, daher auch das wichtigste Stereoisomer ist

das D-a-Tocopherol.

12
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Das zur Zeit von der USP akzeptierte Verhaltnis von 1,36:1, von natirlichem zu
synthetischem Vitamin E basiert auf dem Fo6tus-Resorptionstest, Hoppe und
Kennrich (2000). Die National Academy of Sciences, Food and Nutrition Board in der

USA spricht von einer Biopotenz von 2:1.

Lauridsen et al. (2002) kamen nach Versuchen mit Schweinen zu den Ergebnissen,
dass bei dieser Tierart eine Unterscheidung zwischen dem naturlichen RRR- und
dem synthetisch hergestellten all-rac-alpha-Tocopherol zu Gunsten des natlrlichen
Vitamin E statt findet. In seinen Versuchen zeichnete sich 12 Stunden post
interventionem ein Maximum im Blutplasma bei Verabreichung des naturlichen
Tocopherols und schon nach 9 Stunden bei Gabe des synthetisch hergestellten
Tocopherols ab. Das Maximum der Gruppe, die das synthetische Vitamin E erhielt
wurde friher erreicht, fiel jedoch nicht so grof3 aus.

Lauridsen et al. kamen zu dem Verhaltnis bei naturlichem zu synthetischem
Tocopherol von 2:1 beim Schwein. Dieses Verhaltnis liegt hiermit Gber der von der
USP akzeptierten Definition von 1,36:1,0.

Bei Versuchen mit Ferkeln und Muttersauen konnte Lauridsen (2002) ebenfalls
dieses Ergebnis untermauern. Die Ferkel von Sauen, die wahrend der Graviditat mit
naturlichem Vitamin E versorgt wurden, zeigten 7 Tage post partum einen 10 fach so
starken Anstieg der Tocopherolkonzentration, wie bei Ferkeln deren Muttertierre mit
synthetischem Vitamin E versorgt wurden. Das Verhaltnis von 2:1 von naturlichem zu
synthetischem Vitamin E bei Sauen konnte auch auf deren Ferkel Ubertragen
werden.

Weitere Autoren propagieren diese Meinung, dass das Verhaltnis von nattrlichem zu
synthetischem Tocopherol grofier als 1,36:1 ist (Acuff et al. 1994; Chopra und
Bhagavan 1999; Burton et al. 1998; Hoppe und Kennrich 2000).

13
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2.1.5. Stoffwechsel von Vitamin E bei Mensch und Tier

Resorption und Metabolismus von Vitamin E

Der tierische Organismus ist auf eine kontinuierliche Vitamin E Zufuhr Uber die

Nahrung angewiesen.

Synthetisches und naturliches Vitamin E wird Uber stereospezifische und
sattigungsabhangige Wege im Organismus verteilt und auch ausgeschieden (Blatt et
al. 2004).

Die Resorption von Vitamin E ist eng mit der Resorption von Nahrungsfetten
verknUpft. Tocopherole werden in gleicher Weise wie Lipide im Dunndarm absorbiert.
Das Vitamin E ist wahrend seines gesamten Metabolismus an Lipide gebunden. Dies
betrifft die intestinalen Absorption, die Sekretion und den Transport im Plasma, sowie
die Aufnahme ins Gewebe (Feki et al. 2001). Wahrend des Transportes im Plasma
ist das meiste a- Tocopherol mit Apolipoprotein B enthaltenden Lipoproteinen
verbunden. Diese Apolipoproteine B (Apo B 48, 100) dienen einerseits als
Strukturkomponenten, andererseits als Liganden flir Rezeptoren oder als Aktivatoren

fur Enzyme, siehe Abbildung 4.

Da Vitamin E zur Gruppe der fettléslichen Vitamine gehort bendtigt es im wassrigen
Milieu des Blutplasmas und der Zellen diverse Transportmechanismen, die die
Kinetik und die Ubertragung in das Zielgewebe und Zellen ermdglichen. Dieser
Transport erfolgt durch unspezifische Lipoproteine, wie LDL, HDL und VLDL. In der
Leber existieren spezifische Transportmechanismen, wie das a- Tocopherol-
Transfer- Protein (a-TTP).

Absorption im Dinndarm:

Bevor die veresterten Tocopherole vom Korper aufgenommen werden, mussen sie
im Darmlumen durch Pankreasesterasen und Gallensauren gespalten werden. Ein
Groliteil des Tocopherylesters wird vor Aufnahme in die Darmmukosazellen durch
Pankreasesterasen hydrolysiert. Einige Ester werden aber auch intraluminal durch

Enzyme der Schleimhaut hydrolysiert, andere werden von der Schleimhaut des
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Jejunums intakt aufgenommen und erst intrazelluldar hydrolysiert. Bei
Prankreasinsuffizienz spielt diese Esterase der Jejunummucosa eine wichtige Rolle
(Mathias et al. 1981).

Die anschlielende Absorption in die Darmepithelzellen und in die Lymphkapillaren ist
ein passiver, energieunabhangiger Prozess (Muralidhara und Hollander 1977).

Die Forschungsgruppe von Kiyose (1995) konnten bei der Resorption eine
Bevorzugung des all-rac-alpha-Tocopherols nachweisen. Die Bevorzugung einzelner
Tocopherolisomere findet jedoch nicht bei der Aufnahme im Dinndarm, sondern erst
in der Leber statt. Hier wird preferiert d6- RRR- alpha- Tocopherol in VLDL
eingebaut, wobei das a-TBP eine SchlUsselrolle spielt (Burton et al. 1990; Traber et
al. 1990; Traber et al. 1994; Kaneko et al. 2000).

Micellenbildung und Aufnahme in die Epithelzellen:

Die Resorption erfolgt Gber den Einbau in gemischte Micellen (sog. Mischmicellen)
gemeinsam mit Cholesterol, Fettsauren und Monoacylglycerinen. Mischmicellen sind
fahig Tocopherole zu binden, da sie den grof3ten Durchmesser besitzen (Cohn et al.
1992). Da alpha- Tocopherol ein polares Molekul ist wird es an die monomoleculare
Schicht aus Proteinen, Fetten und Polysacchariden der Micelle angelagert (Traber
1994). Im proximalen Dunndarm werden so Vitamin E, Lipide und deren Hydrolysate
in Form von Mizellen per diffusionem durch die Basalmembran in das Zottenepithel

aufgenommen.

Bildung und Sekretion von Chylomikronen:

In den Intestinalzellen werden die Triglyceride resynthetisiert, dabei entstehen
Lipoproteinpartikel, die sog. Chylomikronen. In den Enterozyten wird Vitamin E in die
Chylomikronen eingebaut. Die Chylomikronen werden via Exozytose aus den
Enterozyten ausgeschleust. Sie gelangen Uber den Interzellularraum in die
Lymphkapillaren. Hier beinhalten die Chylomikronen noch 99% des a- Tocopherols

und gelangen Uber den Ductus thoracicus in den Blutkreislauf.
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Durch die Lipoproteinlipase (LPL) in den Endothelzellen der Kapillaren und an den
Plasmamembranen extrahepatischer Zellen kommt es zu einem partiellen Abbau der
Chylomikronen (Burton und Traber 1990). Die Aktivierung der LPL erfolgt durch die
Apoprotein C IlI, welche in den HDL vorkommt. Infolge der Hydrolyse der
Chylomikronen werden Teile der Tocopherole ins extrahepatische Gewebe
aufgenommen, ein kleiner Teil wird auch auf zirkulierende Lipoproteine,
hauptsachlich auf HDL, Ubertragen. Der grofdte Teil der Tocopherole gelangt mit den
Chylomikronen- Remnants in die Leber.

Chylomikronen, wie auch die anderen Plasmalipoproteine, enthalten gleich hohe
Konzentrationen aller drei Tocopherol- Isomere (a-, B-, y- Tocopherol). Dies deutet
darauf hin, dass bis zu diesem Zeitpunkt der Resorption alle drei Tocopherole gleich

behandelt und resorbiert werden.

Katabolismus der VLDL:

Die Chylomironen- Remnants erhalten von den HDL das Apolipoprotein E (Apo E).

Die Remnants werden zur Leber transportiert. Dort dient Apo E zur direkten
Einschleusung in die Hepatozyten.

In den Hepatozyten existieren spezielle Tocopherol- Bindungs- Proteine (tocopherol-
binding-proteins, TBP).

Im Zytoplasma der Leber ist ein 30 kDa a- Tocopherol- Binding-Protein (a- TBP)
bekannt, das die Plasma Vitamin E- Konzentration reguliert. Das a- TBP bevorzugt
beim Einbau in die wachsenden VLDL das a- Tocopherol.

Das 15 kDa a- TBP hingegen ist fur die intrazellulare Verteilung des a- Tocopherol
verantwortlich. Die 30 kDa a- TBP kommen nur in den Hepatozyten vor, die 15 kDa
a- TBP kommen in vielen Geweben vor (Duttay- Roy et al. 1993; Huang und Shaw
1994; Dutta- Roy 1999).

Des Weiteren existiert ein 46 kDa a- humanTBP. Es kommt Uberall im Organismus
vor, bevorzugt ist es im Gehirn, der Leber und der Prostata zu finden (Zimmer et al.
2000). Diese Proteine, hTAP (human tocopherol associated protein) und TAP,
gehoren zur Gruppe der hydrophoben Liganden-Bindungs-Proteine, welchen allen

eine CRAL (cis-retinal binding motif) Sequenz gemein ist.
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Das 75 kDa Plasma- Phospholipid- Transfer- Protein, welches unter anderem den
Austausch von Phospholipiden zwischen den Lipidstrukturen ermoglicht, bindet
ebenfalls a- Tocopherol und erleichtert den Austausch von Tocopherolen zwischen
HDL und LDL (Kostner et al. 1995).

Das a- Tocopherol-Transfer-Protein und dessen Praferenz gegenuber a- Tocopherol:

Nachdem die Tocopherole die Leber passiert haben und in Form von VLDL
sezerniert werden, hat eine Praferenz hinsichtlich d6-RRR-alpha-Tocopherol bei der
Inkorporation und anschlieRender Ausschleu3ung ins Plasma statt gefunden. Die im
Jahre 1990 durchgefuhrte Studie von Traber et al. zeigte, dass eine Diskriminierung
von (-, y- Tocopherol im Korper statt findet, diese jedoch nicht im Darm, sondern erst
in der Leber, bzw. in den Hepatozyten lokalisiert ist (Traber et al. 1990). Stocker und
Azzi (2000), Herrera und Barbas (2001) und Maier et al. (2003) erkannten ebenfalls
die Praferenz des a- TTP, welches eine spezifische Selektion und Anreicherung des
a- Tocopherols zur Folge hat.

Hierfur verantwortlich ist das alpha-TTP (Tocopherol-Transfer-Protein) in der Leber,
welches bevorzugt a-Tocoherol, gegenuber den Isomeren y- und B- Tocopherol, in
VLDL einbaut (Brigelius-Flohe und Traber 1999; Meier et al. 2003). Traber et al.
stellte im Jahre 2004 die Hypothese auf, dass alpha- TTP den Transport von alpha-
Tocopherol zur Plasmamembran der Hepatozyten erleichtert, und somit bevorzugt
alpha- Tocopherol in VLDL eingebaut wird.

Meier et al. machten fur die selektive Retention von a-Tocopherol ebenfalls das a—
TTP verantwortlich. Das TTP besitzten eine CRAL- Domane (cis-retinal binding
motif), die eine hydrophobe Tasche fur den Transport lipophiler Molekile besitzt.
Hiermit begrundeten Sie die Selektivitat des alpha-TTP gegenuber der naturlichen
Form von Vitamin E, dem RRR-alpha-Tocopherol mittels der Van der Waals Krafte
der Lipid- bindenden Tasche.

Kaempf-Rotzoll et al. (2003) identifizierten ebenfalls in den Hepatozyten das alpha-
Tocopherol-Transfer Protein (alpha- TTP), als eines der Haupttransportproteine fur a-
Tocopherol in der Zelle. Das alpha- TTP mediiert die Sekretion von a- Tocopherol ins

Plasma mittels eines Golgi-unabhangigen Resorptionsweg. Der Rezeptor Klasse B
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Typ |, ein Membran gebundenes Protein, ist fahig Vitamin E in die Zelle zu
schleusen. Der ATP-binding casette transporter A | hingegen kann Vitamin E aus der

Zelle ausschleusen.

Zu den gleichen Versuchsergebnissen kamen Bjorneboe et al. im Jahre 1987. Auch
sie konnten darlegen, dass der groflte Anteil des alpha-Tocopherol in den
Hepatozyten vermehrt in VLDL eingebaut wird und in Verbindung mit diesen neu
gebildeten VLDL die Leber verlasst.

Obgleich sich gezeigt hat, dass nur das a-Tocopherol-Transfer-Protein die Gewebe-
und Plasma-a-Tocopherol Konzentration beeinflusst, binden auch andere Proteine,
wie das ,tocopherol-associated-protein® (a-TAP), welches die intrazellulare
Verteilung von Vitamin vermittelt, und das ,tocopherol-binding- protein“ (a- TBP)
Tocopherole (Stocker et al. 1999). Auch diese Proteine fungieren regulierend und
beeinflussen die a-Tocopherol Konzentrationen (Blatt et al. 2001). Innerhalb der Zelle
wird Vitamin E mittels Bindungsprotein (a-TBP) transportiert und in Membranen

verschiedener Zellorganellen (Mitochondrien, Lysosomen und Retikulum) eingebaut.

Abbau der VLDL und Freisetzung von Tocopherol ins Gewebe:

Neben dem Mechanismus der LPL, die die Freisetzung des a- Tocopherol ins
Gewebe ermoglicht, gibt es noch a- Tocopherol korrespondierende Rezeptoren in
unterschiedlichen Geweben, die ebenfalls eine Absorption ermoéglichen, hierdurch
entstehen rezeptorabhangige und rezeptorunabhangiger Wege. Die Apolipoprotein
B/E (Apo B/E) Rezeptoren, und deren hohe Affinitat zu a- Tocopherol sind nicht
notwendig fur die Aufnahme von a- Tocopherol ins Gewebe. Das a- Tocopherol kann
vom Gewebe in Kombination mit LDL, aber auch ohne aufgenommen werden (Cohn
et al 1992). Hieraus schlussfolgerten Cohn et al., dass Vitamin E rezeptorabhangig,

aber auch rezeptorunabhangig im Gewebe aufgenommen werden kann.

Mittels der Lipoproteinlipase konnen VLDL nach der Exkretion aus der Leber in IDL

und LDL Ubergehen.

Der Abbau der VLDL im extrahepatischen Gewebe geschieht durch LPL und findet

bevorzugt im Fett- und Muskelgewebe statt. Der Abbau vollzieht sich Uber IDL
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(intermediate density lipoproteins) zu LDL. Viele Zellen im extrahepatischen Gewebe
verfligen Uber Rezeptoren, die mit Hilfe ihres Apolipoprotein B (Apo B) zirkulierendes

LDL binden und in die Zelle schleusen konnen, wie in Abbildung 4 dargestellt.

Frei
werdendes
Choles-

terol

Lysosome
Abbau der

LDL
T
{3

LDL- Rezeptor
Apolipoprotein B ¥ Zelle

Abbildung 4 : Aufnahme des LDL in die Zielzellle (nach Herras und Barbas 2001)

In der Zelle erfolgt ein Abbau der LDL durch lysosomale Enzyme. Bei diesem
Vorgang kommt es zu Freisetzung von Cholesterol (Herrera und Barbas 2001). Das
frei gesetzte Cholesterol dient zur Versorgung der Zelle und wirkt zusatzlich als
Repressor der B-Hydroxy-p-methylglutaryl-Reduktase und hemmt damit die
Cholesterol- Synthese.

Ausscheidung von Tocopherol- Metaboliten:

Die fakale Elimination ist der Hauptausscheidungsweg fur a- Tocopherol, dies kann
bis zu 75% der aufgenommenen Dosis betragen. Nur sehr geringe Dosen werden in
der Niere verstoffwechselt und Uber den Urin ausgeschieden. In der Niere findet der
Abbau von Chinon zu a- Tocopheronsaure und a- Tocopheronolacton statt,
(Brigelius-Flohe R. und Traber MG. 1999).

In einer Studie von Kaneko et al. (2000) konnte ermittelt werde, dass 96 Stunden
nach Verabreichung von naturlichem Vitamin E ungefahr 1,3% Uuber den Urin
ausgeschieden werden. Bei Verabreichung von synthetisch hergestelltem Vitamin E
wird hingegen 7,8% Uber den Urin ausgeschieden.

Im Kot kam es zu einem ahnlichen Verhaltnis. Hier wurden 83% des naturlichen
Vitamin E und 87,6% des synthetisch hergestellten Tocopherols Uber den Kot

ausgeschieden. Diese Ergebnisse ergeben sich aus der Diskriminierung des
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synthetischen Vitamin E in der Leber und der hierdurch bedingten schnelleren

Metabolisierung und Ausscheidung.

Durch Oxidation des a- Tocopherol entsteht das Hauptoxidationprodukt, a —
Tocopherylquinon (Stocker 2004), siehe Abbildung 5. Da dieses als Antioxidans
gewirkt hat, liegt die Ringstruktur des Chromanrings in offener Form vor. Durch
Reduktion der Tocopherylquinone wiederum entsteht das Tocopherylhydrochinon,
welches nach Konjugation mit Glucuronsaure Uber das Gallensekret abgegeben und
Uber den Kot ausgeschieden werden kann (Schultz et al. 1995; Herrera und Barbas
2001).

CHs
CH,

r-tocophearyl hydraquinona

&

OH

HaC
ce-tocopheronic acid

CH3
H
o C o
H
(9]
HC QH cr-locopharana lactone
GH 9
Hs
HO
CHy o
H.C o
CHa oH

Abbildung 5: Oxidationsprodukte des a- Tocopherols (nach Brigelius-Flohe und Traber 1999)

Andererseits kann sich bei Uberschreitung einer bestimmten
Plasmaspiegelkonzentration das Uberschussige a- Tocopherol in 2,5,7,8-

Tetramethyl-2-(2 -Carboxyethyl)-6-Hydroxychroman, sog. alpha- CEHC umwandeln
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und mit dem Urin ausgeschleust werden, siehe Abbildung 6. Gleiches geschieht mit
den y- und B- Tocopherolen, auch diese werden in ihre zugehdrigen y- und [3-
Tocopherol- Metabolite umgewandelt und ebenfalls mit dem Urin ausgeschieden
(Brigelius-Flohe und Traber 1999; Herrera und Barbas 2001). Alpha- CEHC und
gamma- CEHC entstehen durch einen Cytochrome p450 vermittelten Vorgang und
kdnnen somit Uber die Galle ausgeschieden werden (Kaempf-Rotzoll et al. 2003).

Es lassen sich jedoch kaum CEHCs im Urin nachweisen, falls die
Tocopherolschwelle im Plasma nicht Uberschritten wird (Swanson et al. 1999). Nach
exzessiver Supplementierung lassen sich a- CEHCs, welche direkt aus a-Tocopherol
gebildet werden und daher einen geschlossenen Chromanring besitzen, im Urin
nachweisen (Schultz et al. 1995). Daher wird von Schultz et al. angenommen, dass
die a- CEHC- Ausscheidung den Sattigungsgrad, bzw. die Bindungskapazitat im
Plasma mit Vitamin E anzeigt. Aus diesem Grund postulieren Sie, dass die a- CEHC

im Urin als Indikator flr eine optimale Vitamin E Versorgung herangezogen werden

konnte.
j' A
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Abbildung 6: Schema des Tocopherol- Metabolismus und der zugehoérigen CEHC- Formen
(nach Swanson et al. 1999)

Das Plasma ist hauptsachlich mit d3-RRR-a-Tocopherol, dem naturlichen
Tocopherol, angereichert, wahrend sich im Urin vor allem a —CEHC, als Metabolit
des d6-all rac- a-Tocopherol, dem synthetisch hergestellten Tocopherol wiederfinden
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lasst. Dies zeigt, dass im Vergleich von synthetischem und natlrlichem Tocopherol
bevorzugt das synthetische Tocopherol zu a-CEHCs metabolisiert und

ausgeschieden wird (Traber et al. 1998; Brigelius-Flohe und Traber 1999).

Eine weitere Madglichkeit der Elimination ist der oxitative Seitenkettenabbau der
Tocopherole ohne vorherige Offnung der Chromanringstruktur. Die geschlossene
Form des Chromanringes deutet darauf hin, dass das Tocopherol vorher nicht als
Antioxidans gewirkt hat (Schultz et al. 1995; Schuelke et al. 2000). Die Abbildung 7
zeigt die Oxidation der Seitenkette an Hand des Beispieles a- Tocopherol.

Gamma- Tocopherol wird zu 2,7,8-Trimethyl-2-(beta-Carboxyethyl)-6-Hydrochroman
metabolisiert. Fur y- Tocopherol und &- Tocopherol ist dies der wichtigste
Ausscheidungsweg.

Der Metabolismus des a- Tocopherol findet nur in geringem MalRe Uber den Abbau

der Seitenkette statt, ahnliches gilt auch fir B- Tocopherol (Schuelke et al. 2000).
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Abbildung 7: Degradation des a- Tocopherols (nach Schuelke et al. 2000)
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Verteilungsmuster im Tierkorper

In nicht depletierten, adaquat mit Vitamin E ernahrten Ratten ist 51% des, sich im
Serum befindlichen a-Tocopherols in Chylomikronen und VLDL verpackt, weitere
47% in HDL. Drevon (1991) ermittelte eine Bindungsrate des a-Tocopherol von fast
50% an HDL. Im Plasma ist a-Tocopherol in allen Lipoproteinfraktionen zu finden,

jedoch meistens in Lipoproteinen mit Apo B.

Ungefahr 90% des gesamten Vitamin E ist bei der Ratte in der Leber, der
Skelettmuskulatur und im Fettgewebe wiederzufinden. In den Parenchymzellen der
Leber sind 6-fach hohere Tocopherol-Konzentrationen wie in Nicht- Parenchymzellen

zu messen (Bjorneboe et al. 1990).

Die Absorptionsrate und deren beeinflussende Faktoren:

Die Hohe der Absorbtionsrate ist unter anderem abhangig von den im Futtermittel
enthaltenen mehrfach ungesattigten Fettsauren (Gallo-Torres 1978). Eine Steigerung
der Absorptionsrate kann durch eine erhdhte Zufuhr von mittelkettigen Triglyceriden
erzielt werden.

Durch Zufuhr von mehrfach ungesattigten Fettsauren, (PUFA) erzielt man eine
Hemmung der Resorptionrate ds Vitamin E. Eine Erklarung fur die Schwankungen ist
das GroRenwachstum der Micellen durch die PUFAs und die hierdurch bedingte
langsamere Resorption in die Mukosazellen.

Auch die Fettzulage im Futter spielt eine Rolle. Futtert man heranwachsenden
Ferkeln ein Vitamin E angereichertes Futter mit Fettzulage kann man den o-
Tocopherolspiegel im Serum der Tiere erhdhen. Der a-Tocopherol- Gehalt in der
Leber und dem Fettgewebe waren bei Fettzulage ebenfalls héher. In der
Aufzuchtsphase reichte eine Vitamin E Supplememtierung von 40-60 IU/ kg, wenn
das Grundfutter mit Fett angereichert wurde um eine konstante Vitamin E-
Konzentration in dieser Phase zu erhalten. Ohne Fettzulage war eine Dosis von 80-
100 IU/kg VE notwendig, um die gleiche Vitamin E- Konzentration zu erreichen
(Moreira und Mahan 2002).
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Vitamin E — Aufnahme mit der Nahrung
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Abbildung 8: Stoffwechsel von Vitamin E (nach Herras und Barbas 2001)
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2.2. Alimentédre Einflussfaktoren beim Tier

2.2.1. Vitamin E Bedeutung fiir den Organismus

Die optimale Versorgung mit Vitaminen ist vor allem in der heutigen exzessiven
Tierhaltung von grol3er Bedeutung. Zu Beginn der Nutztierhaltung galt es Vitamin-
Mangelsituationen durch marginale Supplementation zu beheben und zu
verhindern. Dieser Zustand hat sich im Laufe der Zeit modifiziert. Anforderungen an
die Tiergesundheit, an hochwertige Fleischqualitat und die Leistungsfahigkeit der
Tiere sind gestiegen und mussen durch die Ernahrung ausgeglichen werden. Die
hieraus profitablen wirtschaftlichen Aspekte sind in den Vordergrund getreten und

von grofdter Bedeutung.

Um eine maximal Resorption der zu erzielen, mussen verschiedene Faktoren, wie
Tierart, Nutzungsweise, Stressbelastung der Tiere (Aufzucht- Mast-Transport),
gewunschte Qualitat des Endproduktes und naturlich das Futter und dessen
Zusammensetzung  beachtet und  berlcksichtigt werden. Nur unter
Berucksichtigung dieser Gesichtspunkte ist eine hochstmdgliche Effizienz fur Tier

und Landwirt zu erzielen.

Speziell bei Vitamin E spielt die Applikationsform, Wirkstoffformulierung, die
Vergesellschaftung mit einem Vitaminantagonisten, wie Vitamin A, oder einem
Synergisten, wie Vitamin C und Selen, sowie die Bioverfugbarkeit die
Lagerungstechnik, Lagerungsbedingungen und Lagerungsdauer eine
entscheidende Rolle in der Menge des zuzufuhrenden Vitamins und dessen

Resorption.

Grundsatzlich muss man bei der Verabreichung von Vitamin E, bzw. generell bei
der Vitamin- Zufuhr, die Wirkungsweise und den Nutzen fur Tier und Tierhalter
bertcksichtigen und ausschopfen. Hierbei lassen sich 3 BedarfgroRen definieren:
der Minimalbedarf, der Optimalbedarf und die Dosis in der sich spezielle

Zusatzeffekte. Sie unterscheiden sich von der verabreichten Dosis im Futter.
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e Die Menge der verabreichten Vitamine darf den Minimalbedarf nicht
unterschreiten. In geringerer Dosis kann es sonst zu Mangelsymptomen, wie
z. Bsp. Muskeldystrophien kommen. Eine Vitaminversorgung im Bereich des
Minimalbedarfes halt den heutigen Anforderungen in der Massentierhaltung
und Nutzung der Tiere hinsichtlich des schnellen Wachstums, guter

Fleischqualitat in moglichst kurzer Zeit nicht mehr stand.

e Der Optimalbedarf sichert nicht nur die marginale Vitamin- Versorgung und
schitzt somit vor dem Auftreten von Mangelsituationen, sondern schopft das
Tierpotential hinsichtlich Leistung, Gesundheit und Widerstandskraft der

Tiere effektiver aus.

e Unter Zusatzeffekte versteht man den Einfluss auf die Fruchtbarkeit und die
Qualitat des Tierproduktes und dessen hdchstmdgliche Effizienz und

Ausbeute, die sich durch hochstmaogliche Vitamingabe heraus kristallisieren.

Aus verbrauchertechnischer Sicht sind, nach europaischem Futtermittelrecht nur,
Hochstgehalte fur die fettldoslichen Vitamine A und D festgelegt. Fur das fettldsliche
Vitamin E existieren Dosierungsvorschlage der AWT (Arbeitsgemeinschaft fur

Wirkstoffe in der Tierernahrung), siehe Tabelle 1.

Tabelle 1: Dosierungsempfehlung fiir Vitamin E nach der AWT beim Schwein

.Futte.r_ el Vitamin E Dosierung pro | Hohere Dosis
jeweiligen C Zusatzeffekte
. Einheit kg Futter pro kg Futter
Mastperiode
Ferkel Verbesserung
Prastarter mg 80-120 200-250 der Immunitat
Ferkel
Aufzucht mg 70-100 ) i
Vormast mg 10-12 000 - -
m Verbesserung
Endmast 9 40-60 150-200 der
Fleischqualitat
, mg
Zuchttiere 60-80 - -
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2.2.2. Hypervitaminose E

Eine Uberdosierung mit Vitamin E tritt selten auf, da es auch noch in hoher Dosis,
auf Grund der groRen pharmakologischen Breite untoxisch ist. Bei erhdhter Zufuhr
erhoht sich auch die Ausscheidungsrate. Versuche zur Uberversorgung wurden
unter anderem an Ratten, Hamstern, Hihnern und am Menschen (Corrigan 1979;
Corrigan 1982; Sunder et al. 1999; Nockels et al. 1976; Frank et al. 1997)
durchgefuhrt.

Bei Ratten sind Stérungen der Fruchtbarkeit, Reduktion des Korpergewichtes, auch
einzelner Organe, vor allem der Niere und dem Herz und eine verlangerte

Prothrombinzeit die Folgen eines Vitamin E Exzesses (Yang et al. 1977).

Eine verlangerte Prothrombinzeit kann auch beim Menschen beobachtet werde.

Dies tritt vor allem bei gleichzeitiger Gabe von Antikoagulantien auf.

Bei Hihnern aufert sich die Gabe von groRen Mengen Vitamin E in der Entstehung
einer Hepathomegalie, verminderte Hautpigmentierung, Reduktion des
Korpergewichtes und dem Ausgehen der Federn. Sunder et al. (1995) verabreichte
Legehennen Vitamin E in Konzentrationen 100, 1000, 10 000 und 20 000 mg
Vitamin E/kg Futter Uber eine Zeitspanne von 20 Wochen. In den Konzentrationen
bis 10 000 mg Vitamin E/kg Futter beeinflussten die hohen Konzentrationen weder
die Gesundheit noch den Habitus negativ. Diese Konzentrationen lieRen die
Stabilitat des Abdominalfettes gegenlber Oxidation deutlich sinken, ebenfalls sank
auch der Vitamin A Gehalt der Leber sichtbar. Erst bei Konzentrationen von 10 000
und 20000mg Vitamin E/kg Futter duBerte sich die Uberdosierung in einer
geringeren Schlupfrate und in nicht Uberlebensfahigen Kicken.

Ebenfalls pathologische Veranderungen registrierten Nockels et al. (1976) in
Versuchen mit Hihnern. In diesen Studien wurden Dosen in Hohe von 4,000 IU dI-
alpha-tocopheryl acetat /kg an die Versuchstiere verfittert. AuRerliche Anzeichen
waren Pigmentverluste an Schnabel, Fulen und Unterschenkeln. Das
Lebergewicht stieg prozentual zum Korpergewicht signifikant an, die Tiere

entwickelten eine Hepatomegalie. Ab einem Zusatz von 8,000 IU Vitamin E/kg sank
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das Korpergewicht, die Federn der Tiere hatten wachsartiges Aussehen und

stellenweise kam es zum Federverlust.

2.2.2.1. Vitamin E- Exzess in Kombination mit Vitamin K- Mangel

Frank untersuchte im Jahre 1997 die Auswirkungen eines Vitamin E Exzesses,
sowie die Wechselwirkungen von Vitamin E mit Vitamin K in unterschiedlicher
Dosierung bei Huhnern.

Er stellte fest, dass eine Dosierung von 4000 mg all-rac-alpha-tocopheryl acetat/kg
bei einer adaquaten Vitamin K Versorgung (0.14 mg Phylloquinone/ kg) zu einer
um das 3-fache verlangerte Prothrombinzeit flhrt. Die Sterblichkeitsrate war durch
die Blutungsneigung erheblich erhoht. Der hemmende Effekt von hohen Dosen
Vitamin E auf die Vorstufen der Gerinnungsfaktoren kann durch eine erhohte
Zufuhr von Phylloquinon (Vitamin K) vermieden werden.

In Tieren, die adaquat mit Vitamin K versorgt sind, lasst sich dieses Phanomen
nicht beobachten. Zu Storungen in der Gerinnungskaskade kommt es erst durch
langere, hoch dosierte Gaben von Vitamin E, in Kombination mit einer mittel bis
hochgradigen Unterversorgung an Vitamin K, dies ist beim Tier, aber auch beim
Menschen zu beobachten.

In ausschlielllich Vitamin E Uberdosierten Probanden lieRen sich keine
Koagulopathien hervorrufen (Corrigan 1979). Bei Erzeugung eines mittelgradigen
Vitamin K-Defizits, induziert durch Warfarin, entstand schon eine schwerwiegende
Gerinnungsstorung. Diese Koagulopathie ist durch eine Reduktion der Vitamin K
abhangigen Gerinnungsfaktoren induziert.

Corrigan geht im Jahre 1982 noch einmal auf diesen Sachverhalt ein. Die
Gerinnungsfaktoren 1lI, VII, IX und X werden als Vorlauferformen in der Leber
gebildet. Die Umformung dieser Vorstufen erfolgt mittels einer Vitamin K-
abhangigen Reaktion. Durch die mangelnde Synthese der Gerinnungsfaktoren
kann es zur Storung der Hamostase kommen. Eine physiologische Blutstillung ist
nicht mehr madglich, die betroffenen Tiere neigen zu Hamorrhagien, infolge deren
die Tiere auch verenden koénnen. Anhand der Versuche von Corrigan liel3 sich

ermitteln, dass Vitamin E auf die Vitamin K- Karboxylase, auf Hohe der Vorstufe

28



Literaturiibersicht

des Prothrombins in die Kaskade eingreift, und nicht direkt in die Synthese der

Vorlauferproteine.

2.2.2.2. Auswirkungen eine Hypervitaminose E auf die Fruchtbarkeit

Bei Versuchen mit Hamstern konnte eine Stérung der Hoden, Reduktion der
Spermien (Czyba, 1966) und beim weiblichen Tier Reduktion der WurfgroRe
nachgewiesen werden (Yang, 1977).

In einer Studie von Martin und Hurley (1977) lieRen sich erst bei einer
Uberdosierung von 500 mg Vitamin E pro Tag, bzw. 2252 mg Vitamin E/kg/Tag
Missbildungen an den Augen von Rattenwelpen erkennen. Ansonsten hatte die
hohe Vitamin E Supplementation in diesem Versuch keine offensichtlichen
teratogenen Auswirkungen.

Andererseits konnte Yang (1977) im gleichen Jahr sehr wohl Folgeschaden in der
Reproduktion bei Ratten nach einer chronischen Uberdosierung feststellen.
Supplementiert wurden die Tiere mit 10.000 U Vitamin E/ kg Uber einen Zeitraum
von 3 Monaten. Infolge des Vitamin E Exzesses kam es zu
Fruchtbarkeitsstorungen. Eine Reduktion der WurfgroRe konnte ebenfalls

nachgewiesen werden.

Um moglichst effizient zu zidchten und eine hohe Zahl an Nachkommen zu
gewabhrleisten, sollte dieser Aspekt berucksichtigt werden. Weder ein Vitamin E
Exzess, noch ein Mangel des Vitamins auldern sich glnstig auf die Fruchtbarkeit,

die Ergiebigkeit in der Anzahl der Nachkommen und auf die Okonomie.

2.2.2.3. Auswirkungen einer Hypervitaminose E auf das Immunsystem

Vitamin E hat je nach Dosierung Auswirkungen auf das Immunsystem.

Tocopherole haben bei bedarfsgerechter Zufuhr einen positiven Effekt auf einige
Parameter des Immunsystems beim Schwein. Die optimale Vitamin E Dosis lasst
sich nicht ohne Berucksichtigung verschiedener Faktoren ermitteln. Zu diesen

Faktoren zahlen die Futterzusammensetzung, die Wachstumsrate der Tiere, die
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Lebensbedingungen und der Stress, dem die Tiere in der jeweiligen Aufzuchtsphase
ausgesetzt.

Durch eine Vitamin E defizitare Ernahrung zeigen die meisten immunologischen
Parameter eine Reduktion in ihrer Anzahl und Funktion. Dies bedingt ein Anstieg der

Infektionsanfalligkeit und erhdhtes Risiko fir Tumorerkrankungen.

Vitamin E ist ebenfalls an der Reifung, Spezialisierung und der Proliferation von T-
Lymphozyten im Thymus beteiligt. Durch eine Erhéhung der Vitamin E Dosis, Uber
den Optimalbedarf hinaus, kann die Proliferation der T-Lymphozyten gesteigert
werden. Durch adaquate Vitamin E Versorgung kommt es zur Differenzierung
unreifer T-Zellen in der Thymusdruse. Infolge eines Vitamin E Defizits kann es unter
anderem zu einer verminderten Ausreifung der Thymozyten kommen (Moriguchi und
Muraga 2000).

Des Weiteren haben Tocopherole einen Einfluss auf Makrophagen. Hier unterstitzen

sie die Phagozytoseleistung und die Migrationsrate.

Brisson und Schultz untersuchten 1991 in einer Studie den Einful® einer Vitamin E-
und Selen- armen Diat auf das Immunsystem bei Schweinen. Als Parameter wurden
die Lymphozytenproliferation, die Aktivitdt der Natlrlichen Killerzellen, und die
antikorperabhangige zellmediierte Cytotoxizitat herangezogen. Nach einer
Versuchsdauer von 25 Tagen, zeigten sich eine Hemmung der
Lymphozytenproliferation bei Einwirkung der Mitogene und eine Abnahme von
Antikérpern. Die defizitdren Tiere bildeten im Serum einen Faktor aus, der die
stimulierende Proliferation von Lymphozyten hemmt. Es kommt zum Anstieg der
Granulozyten. Die Phagozytose Aktivitat der neutrophilen Granulozyten ist auf grund

der gesteigerten Lipid- Peroxylradikalbildung jedoch herabgesetzt.

Die Antikorperbildung gegenuber Noxen kann beim Ferkel, im Gegensatz zu defizitar
geflutterten Ferkeln, durch eine optimale Vitamin E-Versorgung gesteigert werden
(Hidiroglou et al. 1995). Ferkel, deren Muttertier wahrend der Trachtigkeit optimal mit
Vitamin E und Selen versorgt wurden, zeigten einen hohen Immunglobulinspiegel
(Mavromatis et al. 1999).
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2.2.3. Hypovitaminose E

Ein Vitaminmangel manifestiert sich durch eine deutliche Unterschreitung des
Normalbereiches. Abhangig von der Tierspezies und dem Alter treten Minderleistung,
Mangelsymptome und spezifische Ausfallerscheinungen auf, die die Tiergesundheit
beeintrachtigen. Ein Vitaminmangel kann in unterschiedlichen Organsystemen zum
Ausdruck kommen, abhangig davon variieren auch die damit verbundenen
Symptome.

Ein isolierter Vitamin E- Mangel lasst sich nicht immer eindeutig diagnostizieren. In
einigen Fallen tritt eine Kombination von Vitamin E- und Selen- Mangel auf. Vitamin
E und Selen agieren synergistisch und sind im geringen Male fahig sich, bei Mangel
einer der Komponenten, gegenseitig zu kompensieren. Bei einer Minderversorgung
der beiden Substanzen potenziert sich das Defizit. Eine Linderung des
Krankheitsgeschehens kann durch die alleinige Gabe von Selen erreicht werden,
eine vollstandige Genesung, also ein Ersetzen des Vitamin E durch Selen ist nicht
moglich. Zu diesen Krankheiten zahlen die nutritive Muskeldystrophie und die
Mulberry heart disease (MHD, Maulbeerherzkrankheit) der Schweine, die Exsudative
Diathese des Geflugels und die Lebernekrose und die damit verbundene Verfarbung
des Fetts bei der Ratte und beim Schwein.

Ausschlieldlich auf einen Vitamin E- Mangel sind folgenden Krankheiten
zurtckzufihren: das Absterben und die Resorption von Feten zu Beginn der
Graviditat (Resorptionssterilitat), NMD (jedoch kann Selen den Schweregrad der
Mangelerkrankung mildern), Kreatinurie bei Ratte und Meerschweinchen, die
Nierendegeneration bei Ratte und Schwein, die Encephalomalazie der Hiuhner und

Anamie bei Ratte, Schwein und Affe.

Eine unzureichende Vitamin E- Zufuhr in der Schweinehaltung kann auf die
verschiedensten Ursachen zuriickgefuhrt werden.

Friher traten Mangelsituationen gehauft in den letzten Wintermonaten und zum
Frahjahrsbeginn auf, dies deutete meist auf eine unsachgemafle Lagerung des
Futtermittels hin. Heute liegen die Ursachen eher in der
Futtermittelzusammensetzung, wie zum Beispiel ein zu hoher Anteil an mehrfach
ungesattigten Fettsduren und der Missachtung eines gesteigerten Bedarfes, wie in

der Trachtigkeit und in verschiedenen Leistungs- und Mastphasen.

31



Literaturiibersicht

Bei den Mangelerkrankungen sind folgende zu nennen:

e Fruchtbarkeitsstérungen

e Ferkelsterben nach Eiseninjektion infolge Vitamin E Armut

e Myopathien, Bananenkrankheit, diatische Mikroangiopathie

o WeilBmuskelkrankheit

e Hepatitis diatetica

e Verfarbung des Fettes (yellow fat disease)

e Einfluss auf das Immunsystem

e Einfluss auf das ZNS

e Dystrophien des Pigmentepithels der Retina

e Einfluss auf den Alterungsprozess

e Hautveranderungen
Vitamin E Mangelerkrankungen treten heutzutage nur noch selten auf. Die
Futtermittel werden computergesteuert angemischt, so dass Fehlmischungen so gut
wie ausgeschlossen sind. Die Futtermengen, Zusatzstoffe und Inhaltsstoffe sind den

Leistungsphasen der Tiere angepasst und entsprechend deklariert.

2.2.3.1. Vitamin E- Mangel beim Ferkel

Beim Ferkel besteht die Gefahr, dass sie schon mit einem Vitamin E-Defizit geboren
werden. Meist ist ein ganzer Wurf von dem Vitamin E-Mangel betroffen. Haufig sind
es Ferkel, deren Muttertiere wahrend der Graviditat an einer Unterversorgung mit
Vitamin E gelitten haben. Diese Sauen missen jedoch selbst keine erkennbaren
Symptome zeigen (Tollerz und Lannek 1964). Die Jungtiere entwickeln innerhalb der
ersten Wochen eine massive Muskeldystrophie, die mit Bewegungsunlust beginnt
und bis hin zu Paresen fuhren kann. Dieses Phanomen trat frGher meist in den
letzten Wintermonaten oder zu Beginn des Frihjahrs auf, ist heute aber eher selten
geworden.

Um eine Eisenmangelanamie vorzubeugen, werden Ferkel routinemafig mit Eisen-
Dextran versorgt. Hierbei kann es bei Vitamin E-verarmten Ferkeln zu Komplikation,

im schlimmsten Fall zum Tod des Tieres kommen.
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Die ersten Anzeichen kdnnen eine entzliindlichen Schwellung an der Injektionsstelle
sein. Das Ausmal} dieser Entziindungsreaktion ist abhangig von der Qualitat des
verabreichten Eisen-Produktes, vom Alter des Ferkels und dessen a-Tocopherol
Spiegels, bzw. vom Vitamin E Gehalt der Zellmembranen und von der Menge der
freigesetzten Fe-lonen.

Schon nach wenigen Stunden zeigen die betroffenen Tiere Bewegungsunlust,
Apathie und Muskelspasmen. Die Tiere kdnnen nach einiger Zeit nicht mehr stehen
und bleiben je nach Schweregrad in unphysiologischer Stellung liegen.

Im Bereich der Injektionsstelle kann es zur Schwellung, Entziindungsreaktion mit
Odembildung, zu Einblutung in die Muskulatur, bis hin zu Degeneration einzelner
Muskelfasern kommen. Dies kann so weit gehen, dass es zu einer Verminderung der
Herzleistung kommen kann (Ueberschar, 1966).

Tollerz (1973) fuhrte dieses Herzversagen auf ein Hyperkalidmie zurick,
hervorgerufen durch Ubermaliiges Freisetzen von K-lonen aus der geschadigten
Muskulatur. Diese Anflutung von K-lonen beeintrachtigt den Herzmuskel. Durch die
unzureichende Vitamin E Versorgung des Ferkels kommt es zur Ausbildung von
Lipid-Peroxid-Verbindungen in der Oberschenkelmuskulatur an der Injektionsstelle.
Je grolRer die Bildung der Lipid-Peroxid-Verbindungen, umso grofRer ist der
Kaliumgehalt im Blut und umso grolRer die Gefahr einer Schadigung des
Herzmuskels (Tollerz 1973).

Um Komplikationen mit Todesfallen zu vermeiden, schlagen Kolb und Hoffmann
(1989) vor, den Ferkeln erst am 3. Lebenstag eine i.m. Injektion mit Eisen-Dextran zu
verabreichen. Zu diesem Zeitpunkt haben die Tiere ihren a-Tocopherol
Plasmaspiegel uber die Aufnahme von Kolostrum heben kénnen.

Eine andere Vorgehensweise ware eine orale Applikation von 150 mg Eisen bis 8
Stunden nach der Geburt zu verabreichen. Dies hatte den Vorteil, dass es zu einer
zeitweisen Speicherung des Eisenpraparates in der Darmschleimhaut und den
Lymphknoten kommt, welches von dort langsam abgegeben werden kann. Die
gleiche Dosis sollte am 10. Tag nach der Geburt nochmals verabreicht werden. Dies
kann nun mittels Injektion in die Oberschenkelmuskulatur erfolgen.

Neuere Studien propagieren eine Eisengabe innerhalb der ersten 6 Lebensstunden
um einer Eisenmangelanamie entgegen zu wirken. Die erste Dosis sollte auch hier

oral erfolgen.
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Iben konnte bestatigen, dass prozentual gesehen eine Anamie deutlich weniger
haufig vorkommt, wenn Eisen oral anstatt i.m. gegeben wird. Auch er weist auf eine
2. Verabreichung hin, diese kann ebenfalls mittels Injektion in die Muskulatur erfolgen
(Iben 1998).

2.2.3.2. Beeinflussung der Fruchtbarkeit bei Muttersauen

Eine ausreichende Vitamin E-Versorgung der Muttertiere ist ausschlaggebend
hinsichtlich der Fruchtbarkeit, Wurfgréf3e, Geburtsgewicht und a—Tocopherol- Werten
im Blutplasma der Ferkel. Nicht nur die Ferkel haben von Geburt an eine bessere
Ausgangssituation, hinsichtlich des Immunstatuses, sondern auch die Muttersauen
profitieren von einer adaquaten Vitamin E und Selen Versorgung (Mavromatis et al.
1999).

Bei saugenden Sauen kann das Risiko des Mastitis-Metritis-Agalaktiae (MMA)-
Komplexes gesenkt werden (Trapp et al.1970; Mahan 1994).

Mahan verflutterte tragenden Sauen ein Futter, das mit unterschiedlichen Vitamin E-
Konzentrationen (22, 44 und 66 IU a-Tocopherol / kg) angereichert war. Durch
Erhohung der verabreichten Vitamin E Dosis im Futter sanken die Anzeichen eines
MMA-Komplexes. Diese Wechselwirkung zwischen Vitamin E Menge im Futter und
Auftreten eines MMA- Komplexes ist auch umkehrbar. Mit sinkendem Vitamin E

Level steigt die Anzahl der MMA Erkrankungen.

Smith et al. (1997) hatte die gleichen Erfolge wie Mahan mit einer Vitamin E- Zulage
im Futter konnte das Risiko von Eutererkrankungen gesenkt werden. Sie
untersuchten den Einfluss von Vitamin E und Selen bei Kilhen. Das Résumee dieser
Studie war, dass =zusatzliches Vitamin E und Selen das Auftreten von IMI
(intramammary infektions) bei Kilhen zwei Wochen vor und nach der Geburt, sowie
klinische Mastitiden deutlich reduzieren kann. Durch geringere Keimbelastung des
Euters konnte auch die Milchqualitdt verbessert werden. Es ist fraglich, ob ein
direkter Vergleich zwischen Schwein und Rind maoglich ist, jedoch liegen dem
Krankheitsbild der MMA ahnliche Ursachen wie der IMI zu Grunde.
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Evans und Bischop entdeckten im Jahre 1922 bei Futterungsversuchen, in denen
Ratten Vitamin E deplementiert wurden, dass die normale Reproduktionsfahigkeit
gestort ist. Evans gab diesem Faktor X den Namen TOCOPHEROL (tocos = Geburt),
um die Wirkungsweise des Vitamin E als sog. Fruchtbarkeitsvitamin zu
unterstreichen, bei dessen Fehlen es bei Ratten zu Resorption der Embryonen
kommt. Unter massivem Vitamin E Defizit kommt es schon zu Beginn der Graviditat
zum Absterben und anschlieBender Resorption der Embryonen, bei marginaler
Unterversorgung sterben die Foten meist zwischen dem 10. und 13. Tag ab. Ein lang
anhaltender und massiver Tocopherol-Mangel kann bis hin zur Resorptionssterilitat

fuhren, diese Sterilitat kann durch Aufhebung des Defizits wieder behoben werden.

Vitamin E ist fur die Bildung und den Erhalt der Plazentafunktion notwendig. Ein
Vitamin E-Mangel fihrt zu pathologisch-anatomischen Veranderungen am Uterus
und den Ovarien (Das und Chowdhury 1999). An 30 Tage alten weiblichen Ratten,
die Vitamin E verarmt gefuttert wurden, konnten folgende Veranderungen festgestellt
werden. Ein Absinken der Ostrogenkonzentration im Blutplasma, der LH und
Ostrogen induzierten Uterusenzyme und der alkalischen Phosphatasen. Des
Weiteren wiesen die Ratten ovarielle Dysfunktionen der sprungreifen Follikel auf,
sowie eine Dilatation des Uterus. Die Uteruswand ist verdickt, gelblich verfarbt und
die Muskulatur ist von fettiger Degeneration durchsetzt. Dieser Zustand ist mit Hilfe

von a—Tocopherol-Gabe reversibel.

Ahnliche Ergebnisse erzielte auch Mahan im Jahre 1991 und 1994. Auch hier stieg
die Konzentration der Tocopherole im Serum der Muttertiere deutlich durch
Supplementierung mit Vitamin E an. Gleiches gilt auch fur die Vitamin E-
Konzentration im Kolostrum und der Milch, auch hier stieg der Gehalt des Vitamins
entsprechen der Supplememtierung an. Messungen der a-Tocopherol
Konzentrationen im Kolostrum ergaben 3-4-fach hohere Werte, wie in der
Muttermilch. Besonders fir Ferkel ist eine optimale Vitaminversorgung in den ersten
Lebenstagen Uber das Kolostrum wichtig, da das a-Tocopherol schlecht
plazentagangig ist (Lauridsen et al. 2002). Die Ergebnisse von Mahan zeigten, dass
eine Vitamin E-Versorgung von 16 IU Vitamin E/ kg fur tragende Sauen nicht

ausreichend ist.
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In einer Studie von Miller (1986) wurden tragende Sauen mit 50 IU Vitamin E/kg und
1.ppm Selen supplementiert und anschlieBend die Auswirkung auf die
Konzentrationen im Kolostrum und der Muttermilch, sowie die Plasma-Glutathion-
Peroxidase (GSH-Px) uberpruft. Die Muttertiere zeigten einen Anstieg der Vitamin E-
und Selen-Konzentration im Plasma, jedoch kein Anstieg der GSH-Px.

Zum gleichen Ergebnis kamen auch Mahan, Kim und Stuart (2000). Eine Erh6hung
der Vitamin E und Selen-Konzentration im Futter bewirkte einen proportionalen
Anstieg in der Sauenmilch. Das Kolostrum dieser Tiere enthielt eine hdhere Vitamin
E- und Selen- Konzentration, besonderes an a-Tocopherol, als die anschlieend
gewonnene Muttermilch.

Der antioxidative Status dieser Sauen war niedrig. a—Tocopherol und GSH-Px
stiegen bei den Ferkeln jedoch ab dem 2. Lebenstag auf das fast 20- fache der

Normalwerte. Diese erhdhten Werte zogen sich durch die ganze Aufzuchtsperiode.

Durch eine optimale Vitamin E Versorgung kann die Fruchtbarkeit von Muttersauen
gesteigert werden. Dies geschieht, indem die Ovulation steigert und die embryonalen
Verluste gesenkt werden, somit kann die Geburtenrate pro Tier erhoht werden
(Mahan 1994).

Mavromatis et al. (1999) konnte in seinen Versuchen ebenfalls nachweisen, dass
Vitamin E und Selen synergistisch zusammen arbeiten. Samtliche Ferkel, die der
Gruppe der Vitamin E und Selen supplementierten Gruppe angehdrten, hatten vom
ersten Tag an einen hohen Immunglobulinspiegel. Auch waren die WurfgrélRe, das
Geburtsgewicht, das Heranwachsen der Ferkel und das Gewicht der Ferkel beim
Absetzen wesentlich gro3er und besser in der Gruppe, in der die Sauen Vitamin E
und Selen erhalten haben. Die Muttertiere erhielten hierbei ein Standard- Grundfutter
mit 20 mg a-Tocopherol /kg und 0,45 mg Selen /kg. Einer weiteren Versuchsgruppe
wurde zusatzlich zum Grundfutter 30 mg a—Tocopherol dazu geflttert. Diesen Tieren
wurde zusatzlich noch 30 mg a-Tocopherol am Tag 30, 60 und 90 der Graviditat

injiziert.

Histologisch sind im Uterusgewebe Pigmentgranula zu erkennen, die die Myofibrillen
auseinander drucken. Diese Granula sind nur schwer von den mit Pigmenten
angereicherten Makrophagen zu unterscheiden. Im intramuskularen Bindgewebe und

in der aulBeren Zone des Endometriums findet man verstarkt Ansammlungen von
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Makrophagen. Folge dieses Geschehens ist eine fibrindse Einschmelzung des
Uterusgewebes.

Die Funktionen des Corpus luteum kdnnen durch Sauerstoffradikale, wie Superoxide,
Wasserstoffperoxide und Lipidhyperoxide gehindert werden. Zusatzlich bilden sich
bei der Ausreifung zu Tertiarfollikeln und bei der Rulckbildung des Gelbkorpers
verstarkt Peroxylradikale. Hier spielt Vitamin E als Antioxidans eine entscheidende
Rolle. Der Gehalt an a—Tocopherol steigt nach der Ruckbildung des C. luteum in den
Ovarien und auch im C. luteum.

Diese pathologischen Vorgange sind letztlich flr die Fruchtbarkeitsstorungen

verantwortlich.

2.2.3.3. Beeinflussung der Fruchtbarkeit bei Ebern

Vitamin E ist nicht nur wichtig fir eine normale Entwicklung der Hoden, sondern
spielt auch eine wichtige Rolle in der Spermatogenese (Cooper et al. 1987). Eine
Zyklusdauer der Spermatogenese betragt beim Schwein durchschnittlich 34 Tage.
Ein Vitamin E- Defizit fuhrt bei mannlichen Tieren zu Hodenatrophie, Degeneration
und Nekrose des Keimepithels und zu einer verminderten Motilitat der Spermien.
Marin-Gunzman et al. (1997) entdeckten bei Vitamin E und Selen verarmten Ebern
nicht nur eine herabgesetzte Beweglichkeit der Spermien, sondern auch prozentual
mehr Spermien mit Missbildungen, unter anderem in Form von gekrimmten
Spermien. Die Veranderungen sind hauptsachlich vom Selengehalt der Futterration
abhangig, weniger vom Vitamin E- Gehalt.

Nach einer 48- tagigen Vitamin E- Unterversorgung bei mannlichen Ratten lassen
sich schon deutliche Veranderungen dieses Mangels erkennen. Mit Hilfe des Licht-
Elektronen-Mikroskopes wurde eine unvollstindige Spermatogenese sichtbar
gemacht. Bei gravierendem permanentem Defizit kann es zu Azoospermie und

Atrophie der Samenkanalchen kommen.

Die Sertolizellen sind fur die Reifung der Spermien unerlasslich, sie umschlie3en sie,
schaffen ein richtiges Milieu und sorgen fur den Transport ins Tubuslumen. In den

Versuchen von Marin-Gunzman et al. (1997) sahen die Sertolizellen in Gestalt und
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Grole physiologisch aus, jedoch war ihre Anzahl gegenutber der Kontrollgruppe
deutlich erhdht. Zusatzlich enthielten sie in der Basalregion grof3e Lipidtropfchen.
Diese Lipidtropfchen stellten letztlich die Produkte des Zelluntergangs der
Spermatiden dar, welche von den Sertolizellen zwischen dem 42 und 48. Tag
phagozytiert wurden.

Schon nach einer 48 tagigen Vitamin E Depletionsphase wiesen die Hoden
nachweisbare Abnormitaten, wie zu geringes Hodengewicht auf. Da die
Kontrollgruppe eine normale, dem Alter entsprechende Hodenentwicklung zeigte,
konnten diese Veranderungen auf den Tocopherol-Mangel, dem die Ratten

ausgesetzt waren, zurickgefihrt werden.

Marin-Gunzman et al. (2000) konnten diese Ergebnisse in einer Studie zur
Auswirkung von Vitamin E und Selen Mangel beim Eber nicht bestatigen. Hier
wiesen die Schweine keine Veranderungen der Hoden und Nebenhoden auf. Es
konnte keine Einschrankung der Fruchtbarkeit oder Abnormalitaten der
Spermiendichte durch eine Vitamin E- Deplementierung nachgewiesen werden.
Eventuell wurden die Tiere nicht lange genug zuvor deplementiert, oder der Vitamin
E-Gehalt im Versuchsfutter war noch zu hoch angesetzt, um dokumentierbare

Schaden hervorzurufen.
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Ein ausgepragter Mangel an Vitamin E und Selen aufert sich beim Schwein in drei
typischen Krankheitsbildern. Es ist die Skelettmuskulatur in Form der nutritiven
Muskeldystrophie, das Herz in Form der Maulbeerherzkrankheit und die Leber in
Form der diatetischen Hepatitis betroffen (Wallimann et al. 1984).

Fur die Pathogenese des Vitamin E und Selen Mangels ist es wichtig zu wissen,
dass die GSH-Px in Selen abhangiger und Selen unabhangiger Form im Korper
vorkommt. Hieraus lasst sich auch die unterschiedliche Sensibilitdt der einzelnen
Organe auf ein Defizits erklaren. Im Herzen und der Muskulatur ist die gesamte
GSH-Px Aktivitat Selen abhangig. In der Leber hingegen kommen beide, Selen ab-

und unabhangige Formen vor.

2.2.3.4. VVeranderungen an der Skelettmuskulatur

Die gezielte Zucht auf mehr Fleisch-, bzw. Muskelmasse zieht vor allem beim
Schwein Probleme nach sich. Zu diesem Nachteil der genetischen Selektion auf viel
Muskelmasse kommen zusatzlich noch Fehler in der Ernahrung hinzu. Durch einen
Mangel an Selen, durch Selen antagonistisch reagierende Substanzen (Ag, Cu, Co,
Cd, Te, Sb, Zn), wird der Verbrauch an Vitamin E erhoht. Zu einem gesteigerten
Verbrauch von Vitamin E kann auch durch eine UbermaRige Zufuhr an mehrfach
ungesattigten Fettsduren im Futter kommen. Des Weiteren kann ein erhohter
Verbrauch von Vitamin E ebefalls durch Medikamente, wie Doxorubicin, durch
Substanzen, welche die Oxidation von Tocopherolen begunstigt (Toxizitat von O2,
03, Fe) und durch Strahlung induziert werden (Ferrans und Van Fleet 1985).

Da nicht nur ein alleiniger Vitamin E-Mangel, sondern auch Selen eine Rolle beim
Krankheitsgeschehen der ernahrungsbedingten Muskeldystrophie spielt (Moir und
Masters 1979), muss auch auf die Selenkonzentrationen im Futter geachtet werden.
Ein Selenmangel tritt gehauft bei Freilandhaltung, bei Zugriff und Verlass auf die
naturlichen Selen Ressourcen in den Grunpflanzen und im Boden auf. In manchen

Gebieten mit exzessiver Schweinehaltung ist dieser Selengehalt unzureichend.
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Spontan an dystrophischer Myopathie erkrankte Schweine weisen in Herz- und
Lebergewebe besonders geringe Konzentrationen an a-Tocopherol auf. Die
Selenwerte in Herz und Niere und der Gehalt an PUFA’s in Herz und Leber
unterschieden sich jedoch bei Rice und Kennedy (1987) nicht von den Werten der
Kontrollgruppe. Aufgrund ihrer Ergebnisse schliellen die beiden Autoren auf eine
Stoérung des Vitamin E- Metabolismus als Ausléser der DM.

Amemiya (1989) dokumentierte bei Vitamin E und Selen deplementierten Ratten
Veranderungen der Muskulatur. Bei einer reinen Selenverarmung lieRen sich diese
Ergebnisse nicht replizieren. Veranderungen der Muskulatur waren mikroskopisch

nicht nachweisbar.

In eine Vitamin E Mangelsituation geraten Schweine aus verschiedenen Grunden.
Der gesteigerte Verbrauch des Vitamins kann durch eine erhdhte Dosis im Futter
kompensiert werden. Wenn dieser erhdohte Bedarf nicht ausgeglichen wird,

entwickeln Laufer- und Mastscheine eine nutritive Muskeldystrophie.

Eine Degeneration der quergestreiften Muskulatur kann experimentell durch einen
Vitamin E und Selen-Mangel ausgeldst werden. Dies konnten Wallimann et al.
(1984), Van Fleet et al. (1976) und de Gritz (1995) am Tiermodel Schwein
dokumentieren. Amemiya (1989), Bensoussan et al. (1998), Shakibi und Stone
(1987) und Goss-Sampson et al. (1988) konnten dies am Tiermodel Ratte

nachweisen.

Anhand der Studie von de Gritz (1995) an heranwachsenden Ferkeln lassen sich die
Auswirkungen einer antioxidansarmen Ernahrung dokumentieren. Nach 2-3 Monaten
waren schon makroskopisch Veranderungen zu erkennen. Das Fleisch der Tiere war
blass, ischamisch, feucht und durchscheinend. An einigen Stellen erscheint das
Fleisch grau und grisselig infolge der Kalkeinlagerungen.

In der Muskulatur kommt es zu Verlust der Querstreifung, zur unregelmafigen
Anordnung der Z- Bande und die Anordnung =zueinander wird insgesamt
unregelmanig. Des Weiteren nimmt die Anzahl der Muskelfasern ab. Im Endstadium
kommte es zu hyaliner Nekrose der fibrillaren Substanz, Kernzerfall und zum
Zerreilken der Sarkolemmschlauche. Die hierbei entstehenden Trimmer werden von

einwandernden Makrophagen beseitigt.
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Van Vleet et al. untersuchten 1976 die Auswirkungen einer Vitamin E-Selen-
Verarmung bei Schweinen. Auch hier lieRen sich die typischen Veranderungen an
der Muskulatur registrieren. Eine der ersten elektromikroskopisch sichtbaren
Veranderungen ist das ZerreiRen und die Auflosung der Muskelfibrillen. Die
betroffenen Muskelfasern gehen an hyalinscholliger Degeneration (Zenker-
Degeneration) zugrunde. Des Weiteren kommt es zur Invasion von Makrophagen
und anschlieBender Phagozytose des zerstorten Sarkolemms. Bei der Sektion
zeigen sich grau-weile, streifig-fleckige Areal. Neben Bereichen der Degeneration
findet man auch Bereich der Regeneration. Die Regeneration der Muskelfasern
vollzieht sich durch Proliferation der Myoblasten, Fusion und Differenzierung der
Muskelfasern mit Myofibrillen.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Lin und Chen (1982) bei Ratten. Sie setzten
diese einem 12 monatigem Tocopherol-Defizit aus. Auch hier traten die typischen
Krankheitssymptome auf und Muskeldystrophie und Kardiomyopathie konnten
ausgelost werden. Die heranwachsenden Tiere wiesen verschiedene Grade an
pathologischen Veranderungen auf. Diese definierten sich in geschadigten
Muskelfasern, gerissenen Sarkolemma, Residualkorperchen, des Weiteren
sammelten sich in den Zwischenrdumen des Interstitiums vermehrt Makrophagen
und Fibroblasten an. Phagozyten wandern infolge der geschadigten und hierdurch
instabilen Zellmembran ein. Diese sind reich an lysosomalen Enzymen und bewirken
eine Hydrolyse der Muskelfasern.

Anhand steigender Serum-Kreatin-Phosphokinase Aktivitat lasst sich eine, sich
langsam manifestierende, aber noch subklinische Muskeldystrophie diagnostizieren.
Auf den Ausbruch der Krankheit haben vor allem der Selen und Vitamin E Gehalt
Einfluss (Fontaine et al. 1977).

Primar werden Gewebe mit hohem Stoffumsatz und Gewebe, welche reich an
oxidierbaren Substanzen sind, durch die Bildung von Peroxidradikalen geschadigt.
Am haufigsten von diesem Phanomen betroffen sind die roten Muskelfasern. Die
Mitochondrien degenerieren, die Anzahl der Muskelfasern nimmt ab und ihre
Anordnung wird unregelmafig.

Die hyalinschollige Degeneration, auch sog. WeilRmuskelkrankheit bei Kalbern,
Lammern und Fohlen (Ronéus und Essén-Gustavsson 1986) ist ein Erscheinungsbild

der ernahrungsbedingten Muskeldystrophie.
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2.2.3.5. Veranderungen an den Gefalden:

Eine unzureichende Vitamin E- Zufuhr bei Ratten fuhrte schon nach kurzer Zeit zu
krankhaften Veranderungen an den Gefalien. Die Basalmembranen der Endothelien
wurden mit fortschreitendem Versuch dicker. Wurde dieser Mangelzustand nicht
behoben, kamen weitere pathologische Veranderungen, wie Pigmentablagerung und

Degeneration der Mitochondrien hinzu (Amemiya 1987).

e Eine Vitamin E- Verarmung bei Ratten hat auch Auswirkungen auf die Gefalle
der Retina. Es fuhrt zu einer Verdickung der Basalmembranen an den
Endothelzellen und 2zu einem Anschwellen dieser Strukturen. Durch
ausschlieBliche Selenverarmung lief sich diese Krankheitsbild nicht hervorrufen
(Amemiya, 1989).

e Auch die Gefalke der Muskulatur sind von dieser Mangelsituation betroffen. Im
Gegensatz zu den Gefallen in der Retina werden hier die Basalmembranen der
Gefalke in der Muskulatur dunner. Hierdurch kann es vereinzelt zu Blutungen,
durch den Untergang der Endothelzellen an dieser Stelle kommen (Amemiya
1989).

J Die Gefallveranderungen am Herzen sind definiert durch fibrinoide Nekrose der
kleinen Arterien und Arteriolen. Es entstehen Fibrinmikrothromben in den
Kapillaren (Ferrans und van Vleet 1985).

o Ralevic et al. (1995) stellten in einer Studie fest, dass der Mangel an Vitamin E
die Endothelfunktion der Mesenterilaarterien von Ratten beeintrachtigt.

J Die Veranderungen an den Membranen der Kapillaren variieren von Gewebe zu
Gewebe (Amemiya 1989).

2.2.3.6. Akute Ruckelmuskelnekrose — Bananenkrankheit

Ein Problem in der Schweinemast, insbesondere bei Tieren mit einem Gewicht Uber
60 kg, sind stressbedingte Verluste vor allem in der letzten Mastperiode. Betroffen

sind am haufigsten Hybriden der Kreuzung Deutsche Landrasse und Pietrain.
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Nach Stresssituationen, wie Transport und Rangkampfe kann es bei anfalligen
Schweinen zu umfangreichen Degenerations- und Nekroseherden in der
Ruckenmuskulatur kommen. Dies zeigt sich klinisch durch eine ein- bzw. beidseitige
Schwellung und Verhartung der Ruckenmuskulatur. Der Ricken der Tiere wolbt sich
auf und zusatzlich entsteht eine Krimmung zur Seite, hieraus leitet sich der Name
Bananenkrankheit ab. Die betroffenen Tiere zeigen Muskeltremor,
Bewegungsstorungen und auflern Schmerzlaute bei korperlicher Anstrengung.

Durch erhohte Stoffwechselablaufe entsteht eine Hyperthermie. Auf Grund der
dekompensierten metabolischen Azidose und der hieraus resultierenden Herz-
Kreislaufstérung, haben die Tiere eine zyanotische RUsselscheibe, gestaute
Ohrvenen, blasse Haut und eine beschleunigte Atmung. Die akute
Ruckenmuskelnekrose wird in den meisten Fallen Uberlebt, jedoch sind Rezidiven
nicht ausgeschlossen.

In Schweinebetrieben werden haufig Vitamin E und Selenpraparate bei Verdacht
stressbedingter Myopathien verabreicht. Diese Medikation kann jedoch weder die
Entstehung verhindern, noch die Heilung begunstigen. Durch die erhohte Zufuhr
erhofft man sich eine Stabilisierung der zellularen Membranen und eine bessere

Regenerationsfahigkeit der Skelettmuskulatur, (Hanichen et al. 1988).

2.2.3.7. Veranderungen am Herzmuskel

Eine Vitamin E- Avitaminose in Kombination mit Selenmangel auflert sich bei
verschieden Tierarten in Form von degenerativen Veranderungen an der
Herzmuskulatur. Diese Defekte sind meist irreversibel, fuhren aber in spatem, bzw.
unerkanntem Zustand durch die starke Schadigung der Muskelfaserung und
hierdurch bedingte Funktionseinschrankung des Herzens zum Tod des betroffenen
Tieres. Heutzutage tritt dieser Zustand so gut wie nicht mehr auf, da jedes
kommerzielle Allein- und Grundfutter mit Vitaminen und Spurenelementen

angereichert ist.

Lamont et al. beschrieb im Jahre 1950 das Krankheitsbild und pragte, auf Grund des

Sektionbildes und dem Vergleich mit einer Maulbeere, den Begriff der Maulbeer-
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Herz-Krankheit, Mulberry Heart Disease (MHD). 1961 beschrieb Grant diese
Krankheit erneut und gab ihr den Namen diatische Mikroangiopathie (DM). Die MHD
ist eine Stoffwechselkrankheit des Schweins, die sich primar am Herzen manifestiert

und zum plétzlichen Tod der Tiere fihren kann.

Beim Schwein sind vor allem junge Tiere im Alter von 3-5 Monaten betroffen. Selten
sind schwache Tiere betroffen, meist befinden sie sich in guter Kondition. Auffallig ist
auch, dass es meist nur einen Wurf betrifft (Schlotke et al. 1975; Seffner et al. 1967).

Im Fall der MDH wird hauptsachlich ein Mangel an Vitamin E verantwortlich gemacht.
Selenmangel spielt hier, wenn uberhaupt nur eine untergeordnete Rolle. In den
Versuchen von Moir und Masters (1979) bewegten sich die Selenkonzentrationen im
Normalbereich. Zum gleichen Ergebnis kamen auch Wallimann und Mitarbeiter im

Jahre 1984, die den Selengehalt als ausreichend einstuften.

Zu Beginn des Krankheitsgeschehens steht oft nur die Teilnahmslosigkeit der Tiere.
Der Krankheitsverlauf kann so schnell von statten gehen, dass die Symptome
unbemerkt bleiben (Plonait et al. 1970; Seffner et al. 1967). Das
Krankheitsgeschehen kann innerhalb von 12 Stunden zum Tod fihren. Der Tod tritt
durch Herzstillstand infolge der Herztamponade ein (Schlotke et al. 1975). Es sind
aber auch Spontanheilungen moglich und von Seffner et al. (1967) beschrieben

worden.

Der Teilnahmslosigkeit folgen Bewegungsunlust, herabgesetzter Muskeltonus,
schwankender Gang bis hin zur volligen Unfahigkeit sich fortzubewegen.
Gelegentlich verharren die Tiere in hundesitzartiger Stellung. Die erkrankten
Schweine zeigen abdominale Atmung mit erhdhter Atemfrequenz. Die Korneagefale
sind injiziert, es besteht ein- bzw. beidseitiger Augenausfluss, ein Lidddem und ein
deutlicher Exophthalmus. Die Herztone sind auskultatorisch nur schwach zu hoéren,

Nebengerausche, wie ein Knistern und Rascheln sind wahrzunehmen.

Eine ausreichende Vitamin E- Versorgung ist vor allem fur das Herzgewebe von
grolRer Wichtigkeit. Das Herz hat einen groRen Gehalt an Herzlipiden und mehrfach

ungesattigten Fettsauren und ist daher besonders empfindlich gegenlber Defiziten.
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Die entstandenen Schaden sind in Form einer fleckig streifigen Verfarbung an der
Herzoberflache dieser Tiere deutlich zu erkennen. Die Blutungen ziehen sich durch
das ganze Myokard. Der Herzbeutel ist mit geleeartiger FlUssigkeit, die mit
weilllichen Flocken und Fibrinfaden durchsetzt ist, gefullt und macht eine
physiologische Herztatigkeit unmoglich. Es kommt zur Ausbildung einer

Herztamponade (Plonait et al. 1970).

Untersuchungen des Herzen ernahrungsbedingt erkrankter Schweine ergaben
deutlich pathologische Veranderungen. Bei der Sektion ist als erstes der prall mit
strohgelber gallertiger Flissigkeit geflllte Herzbeutel zu erkennen. Die Tiere leiden
an einem Hydroperikard. Ebenfalls betroffen ist das Myokard, das von kleinen
weildlich fahlen Streifen und Flecken Ubersat ist. Neben diesen Bereichen kommen
auch rot-braun bis schwarzliche Areale vor, die zum Teil nekrotisch verandert
aussahen. Die nekrotischen Bereiche kommen mit und ohne Kalzifizierung vor
(Ferrans und van Vleet 1985). Die punktférmigen bis flachenhaften subepikardialen
Blutungen strahlen bis tief ins Myokard ein. Von diesem Geschehen ist besonders
der linke Ventrikel betroffen. Histologisch lassen sich Uber das gesamte Herz
Schaden erkennen, gehauft treten sie im linken Vorhof auf. Final kommt es zum
Niedergang der Mitochondrien. Dieser Prozess beginnt durch Schwellung und
Mineralisation der Mitochondrien (Van Vleet et al. 1977).

Fallt im Korper der Schutz durch Antioxidantien weg, werden vor allem die
Membranen im Kdrper geschadigt. Infolge des Vitamin E und Selen Mangels fallt fur
die Membranen deren schitzende Wirkung vor Lipidhydroperoxide weg (Shakibi und
Stone 1987). Durch die Lipidperoxidation werden die Zellmembranen wie in der
Skelettmuskulatur instabil. Auch im Herzgewebe wird vermutet, dass die lysosomalen
Enzyme eine groRe Rolle spielen. Dies wird durch den Anstieg von Kathepsin und
beta-glucuronidase Aktivitat im Zytosol deutlich (Lin und Chen 1982).

Die Auswirkungen des Defizits sind vielfaltig und betreffen mehrere Organsysteme
(Shakibi und Stone 1987). Generell lassen sich gesteigerte Permeabilitat der Gefalle,
Infiltration von Makrophagen und Zerstérung des Myokards durch Pyknose und
Koagulationsnekrose feststellen.

An der quergestreiften Muskulatur erkennt man eine hyalinschollige Degeneration,
ein interstitielles Odem, sowie eine leukozytare Infiltration mit ZerreiBen der

einzelnen Muskelfasern auch unter Pigmenteinlagerungen. Vor allem im Herzen
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findet man histologisch Tropfchen aus Ceroid und Lipofuszindhnlichen Pigmenten in
den Purkinje Fasern (de Gritz 1995).

Schlotke et al. beschreiben im Jahre 1957 nicht nur die direkten Folgen, welche am
Herzen entstehen, sondern gehen auch auf die indirekten Folgen, bedingt durch die
eingeschrankte Herzfunktion ein. Zu diesen indirekten Schaden zahlen die Autoren
das alveolare Lungenddem, die hyperamisierte Leber, die Entstehung eines Odems
des Gallenblasenbettes und die histologisch sichtbare zentrolobulare
Lappchennekrose, welche kreislauf- und hypoxisch bedingt ist. Auch Wallimann et al.
(1984) propagieren, dass sich die MHD priméar auf das Herz beschrankt, aber auch
Alterationen der Leber, infolge der akuten kardialen Insuffizienz hervorrufen werden
konnen. Diese Veranderungen entstehen sekundar, und sind nicht primar auf den

Vitamin E-Selen-Mangel zuruckzufuhren.

2.2.3.8. Veranderungen des Gastrointestinaltraktes

Des Weiteren geht Schlotke et al. (1975) davon aus, dass die kleinen herdférmigen
Blutungen der Magen- und Darmschleimhaut, die auf Grund der Veranderungen der
kleinen Gefalle entstehen, ebenfalls auf das Defizit an Vitamin E und Selen
zurtuckzufihren sind. Auch Wallimann et al. (1984) konnte das Auftreten von
Magenulcera, vor allem im Bereich der Pars proventricularis in Vitamin E und Selen

defizienten Schwein feststellen.

Lannek N. und Lindberg P. beobachten im Jahre 1975 ebenfalls hyper- und
parakeratotische Veranderungen der Magenschleimhaut bei unzureichenden Vitamin
E und Selen versorgten Schweinen. Diese geschwulstartigen Veranderungen werden

auch in dieser Studie gehauft in der Pars proventricularis beobachtet.

Hong und Chow (1988) konnten bei Ratten innerhalb 9 Wochen mittels
unzulanglicher Vitamin E- Versorgung eine eosinophile Enteritis ausldsen. Innerhalb
des Magen-Darm-Traktes (MDT) waren bei den Versuchstieren das Zakum und das
lleum von den pathologischen Vorgangen am haufigsten und am starksten betroffen.

Bedingt durch den Vitamin E- Selen- Mangel kommt es im gesamten MDT zur
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ausgedehnten Infiltration der Muskelschichten und der Submucosa (Tela
submucosa) mit eosonophilen Granulozyten. Ansammlungen von eosinophilen
Granulozyten sind ebenfalls in der Niere, der Leber, der Milz, dem Magen und der
Skelettmuskulatur zu finden. Im histologischen Bild ist die Leber durch massive
Nekrose der Hepatozyten gekennzeichnet. Auch in dieser Studie war der
degenerative Prozess an den verschiedenen Organen durch Vitamin E- Selen- Gabe

reversibel.

2.2.3.9. Leberveranderungen:

Die Leber ist eines der Organsysteme, das bei einem Defizit an Vitamin E und Selen
betroffen ist. Dass nicht nur Vitamin E, sondern auch Selen in diesem
Krankheitsgeschehen von grof3er Bedeutung ist, verdeutlichten Moir und Masters
(1979). Veranderungen an der Leber kdnnen parallel zum Geschehen am Herzen
und der Skelettmuskulatur auftreten.

Auffallig an der Leber sind eine hochgradige Stauung, ein eingedickte
Gallenblasenfliissigkeit und ein Odem der Gallenblasenwand, sowie des
Gallenblasenbettes. Charakteristisch sind auch die Dissoziation der Leberzellbalken
und das zentrolobulare Odem. Histologisch zeigen sich diffus verteilte Bereiche mit
zentrolobularer Hyperamie und zentrolobularer Nekrose, vor allem im Bereich der
Leberpforte. Die, den Nekroseherden angrenzenden Leberzellen weisen oft
degenerative Leberzellverfettung auf.

Diese pathologischen Veranderungen sind primar als Stauungsfolge des, in seiner

Funktion eingeschrankten Herzens zu interpretieren (Plonait et al. 1970).

2.2.3.10. Veranderungen der Nerven:

Vitamin E bewirkt eine Stabilisierung der Membranen, indem es PUFA's durch
Bildung von tragen Tocopheryl- Radikalen vor der Oxidation schuitzt. Fehlt dieser

antioxidative Schutz durch Vitamin E und andere Antioxidantien kommt es zu
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neurologschen Stérungen und Ausfallerscheinungen. Im Nervengewebe spielt

Vitamin E deshalb eine besonders wichtige Rolle.

Es wird vermutet, dass die neurologischen Ausfallerscheinungen, die durch eine
Vitamin E- Defizit entstehen, das Resultat der Schadigung der Mitochondrien und
anderen membrandsen Strukuten der Axone ist. Das Nervenmark (Myelin) besteht
aus verschiedenen Lipiden und Eiwei3en. Das Myelin wird von der Myelinscheide
umgeben. Sie dient der elektrischen Isolierung und erhoht die
Impulsleitungsgeschwindigkeit. Die Membranen der Myelinscheide haben einen
besonders hohen Anteil an Lipiden (75% der TS). Vom Ausmald der Myelinisierung
der Nerven und von der Dicke ist die Erregungsleitungsgeschwindigkeit abhanig. Bei
der Dystrophie und Degeneration der Axone kommt es zu fokaler Axonverdickung
und zum Zerfall der Myelinscheide. Hier durch wird die Reizleitungsgeschwindigkeit

der Nerven reduziert (Southam et al. 1991).

Goss-Sampson et al. setzten Ratten einem 40 wochigem Vitamin E- Mangel aus.
Schon nach dieser Zeitspanne konnte nachgewiesen werden, dass das
Nervengewebe (Gehirn, Nerven und Rickenmark), im Gegensatz zu anderen
Geweben, bei Mangelsituationen einen hoheren Prozentsatz an a- Tocopherol
zurlckbehalten kann als anderes Gewebe (Serum, Leber und Fettgewebe). Eine
anormale elektromyographische Aktivitat der Hintergliedmale war nach 40 Wochen
Deplementierung zu erkennen. Dies deutet auf eine chronische partielle Denervation
hin. Nach 52 Wochen zeigte sich dies deutlich im klinischen Bild. Durch die
chronische Unterversorgung litten die Tiere an Hypasthesie und Hypalgesie. Die
anfanglichen unkoordinierten Bewegungen gingen in Ataxien, vor allem der
Hintergliedmalde und Paralysen Uber.

Histologisch sind die Folgen des chronischen Mangels in Form von axonaler
Dystrophie der Nerven und sekundarer Entmarkung der Axone zu erkennen.

Die Leitungsgeschwindigkeit der Nerven ist reduziert. Das Acetylcholinester spielt bei
der Hydrolyse des Acetylcholins nach Ubergang der Erregung eine wichtige Rolle. Es
zerlegt Acetylcholin in Cholin und Acetat.

Histologisch lasst sich eine Dystrophie der Axone mit sekundarer Entmarkung

erkennen. Auch Towfighi (1981) konnte erkennen, dass das zentrale Nervensystem
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von den degenerativen Prozessen starker betroffen ist, als das periphere

Nervensystem.

Bedingt durch eine maternale chronische Unterversorgung, kann es auch schon bei

Foten zu Entwicklungsstorungen der Nerven kommen.

Ausgedehnte axonale Degeneration und dystrophische Veranderungen sind infolge
eines chronischen Vitamin E- Defizits im Rickenmark und in den
Riickenmarkskernen anzutreffen. AuRere Reize gelangen Uber Spinalganglien tber
den Dorsalstrang des Ruckenmarks direkt weiter zu den Kernen N. gracilis und N.
cuneatus in der Medulla oblongata. Die Veranderungen sind besonders schwer im
Nucleus gracile. Der Nucleus cuneatus ist von diesen pathologischen Prozessen
weniger schwer betroffen. Von den Kernen in der Medulla oblongata gehen Signale
weiter in das Kleinhirn, das fur die Koordination und das Gleichgewicht zustandig ist.
Reize aus der hinteren Kérperhalfte werden im Nucleus gracilis umgeschalten, Reize

aus der vorderen im Nucleus cuneatus (Towfighi 1981).

Unter Vitamin E- Mangel kommt es zum massiven Neronenverlust in den Nuclei.
Diese pathologischen Vorgange spiegeln sich im klinischen Bild wieder. Die
Versuchstiere von Towfighi zeigen, wie auch die Tiere in den Studien von Goss-
Sampson et al., zu Beginn allgemeine Schwache, inkoordinierte Bewegungen und
Muskeltremor. Stérungen im Bewegungsablauf, die zu einem verzerrten Gangbild
fUhren, treten vor allem in den HintergliedmalRen auf, begrindet durch die

pathogenen Processen im N. gracillis.

In den Neuronen der Doralwurzelganglien accumulieren als Folge des Vitamin E-
Mangel Lipofuscine. Auch Nelson et al. (1981) beobachteten Lipofuscin-
ansammlungen im Perikaryon der Nervenzellen in Endothelzellen des ZNS. Auch in
diesen Versuchen an Rhesus Affen wurden die nervalen Schadigungen von
chronisch nekrotisierenden Myopathien begleitet. Die Anzahl der betroffenen

Neuronen ist nicht proportional zur Anzahl der betroffenen Axone (Towfighi 1981).

Wird diese Mangelsituation nicht behoben, kommt es zu progressiven Ataxien,

Muskelatrophie und Paralysen.

49



Literaturiibersicht

Anhand zahlreicher Versuche mit Vitamin E deplementierten Ratten wurden die
schadlichen Einwirkungen eines langerfristigen Defizits auf das Nervensystem
dokumentiert. Die Veranderungen betreffen das zentrale Nervensystem (ZNS) und
das periphere Nervensystem (PNS), wobei das ZNS von den degenerativen
Prozessen starker betroffen ist, als das periphere Nervensystem (Pillai et al. 1994;
Towfighi 1981).

Pillai et al. (1994) konnten nach 61 wochiger defizitarer Ernahrung histologisch keine
Strukturveranderungen des PNS feststellen. Histologische Auswertungen des
Gewebes ergaben jedoch schon nach dieser Zeitspanne eine Nekrose der Typ 1

Muskelfasern.

Machlin et al. induzierten im Jahre 1977 sichbare neuromuskulare Schaden bei
Vitamin E verarmten Ratten. Auch hier waren die Folgen der defizitaren Ernahrung
nekrotische Myopathien, Muskeltremor und axonale Dystrophien. Des Weiteren

stellten sie selektive Aktivitdten von Lysosomen in der Mikrozirkulation des ZNS fest.

Viele Tiere entwickelten im Laufe des Versuches eine Kyphoscoloise (Machlin et al.
1977; Ralevic et al. 1995). Nach 12 Wochen treten die typischen Anzeichen einer
Vitamin E- Verarmung auf. Die Wachstumsrate geht zurlick, die Leistungs- und
Belastungsfahigkeit der Tiere nimmt ab. Die klinischen Symptome beginnen, wie in
den meisten Versuchen mit einem unsicheren schwankenden Gang und

Inkoordination, besonders der Hinterhand.

2.2.3.11. Veranderungen der Retina:

Goss- Sampson et al. (1998) untersuchten an Ratten Uber 12 Monate die
Auswirkungen eines Vitamin E- Defizits am Auge. Die Schlussfolgerung des
Versuches ergab, dass Vitamin E die normale Funktion der Retina erhalt.

Studien von Fujikawa et al. (2003) untermauern diese These. Vitamin E wirkt
Schaden an der Cornea und den Conjunktiven, induziert durch einen Vitamin A-

Mangel, entgegen.
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Die ersten Anzeichen eines Vitamin E- Defizits werden an den Photorezeptoren
sichtbar. Vermutungen von Goss- Sampson et al. (1998) zufolge, kommt es zu
Veranderungen in der Mikroumgebung der Membranen, welche die Transduktion
beeinflussen. Unter Transduktion versteht man die Umsetzung eines optischen
Reizes (Lichteinfall) in eine Erregung neuronaler Elemente. Der in den Membranen
der Stabchen verankerte Sehfarbstoff Rhodopsin wechselt aufgrund des
Energietransfers, induziert durch Photonen seine Stereoisomerieform. Die Fahigkeit
des Farbmolekuls seine Struktur zu verandern, wird durch Vitamin E- Mangel

beeintrachtigt.

Typische Schaden, die unter einem Vitamin E Defizit entstehen, entwickeln sich vom
Zentrum der Retina aus und wandern von dort langsam in die Peripherie. Das
Tapetum lucidum ist besonders betroffen. Es kann zur Veranderung der Augenfarbe,
sowie zu Nachtblindheit und visueller Beeintrachtigung kommen (Riis et al. 1981).

Auch Davidson stellte Untersuchen an Jagdhunden und Beagels an, die durch
langsamen, aber fortschreitenden Verlust des Sehvermogens auffielen. Anhand
klinischer Untersuchungen wurde bei den Tieren eine Degeneration der Retina
diagnostiziert. Der zentrale tapetale Anteil des Augenfundus (Tapetum lucidum) war
Uberwiegend von den degenerativen Prozessen betroffen. Alle Tiere wiesen

besonders niedere a— Tocopherol Werte in Plasma, Serum und Gewebeproben auf.

Des Weiteren wurden Ansammlungen von Lipofuszingranula im Pigmentepithel der
Retina diagnostiziert (Herrmann et al. 1984; Davidson et al. 1998).

Die exzessive Akkumulation von Lipofuszin fuhrt zu einer Hypertrophie des retinalen
Pigmentepithels. Die Folge ist die Degeneration der Terminalstruktur der

Photorezeptoren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Vitamin E sehr wohl Einfluss auf das
Sehvermodgen hat, unter anderem auch durch die Interaktion mit Vitamin A. Infolge
des Vitamin E-Mangels kann es zu 30-40 %- igen Verlusten von Vitamin A kommen.
Irreversible Schaden des langkettigen PUFA's der Retina, Anstieg der
Lipidperoxidation, Degeneration bis hin zur Atrophie des Pigmentepithels der Retina

kénnen die Folgen einer Minderversorgung mit Vitamin E sein.
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2.2.4. Interaktionen mit anderen Vitaminen

2.2.4.1. Vitamin C

Vitamin C —Ascorbinsaure- ist ein wasserlosliches Antioxidans und schutzt Zellen,
ebenso wie Vitamin E, vor oxidativer Schadigung, in dem es Radikale abfangt. Bei
diesem Prozess geht es in die oxidierte Form, der Dehydroascorbinsaure und dem
sich dabei bildenden Ascorbyl- Radikal Uber.

Verschiedene Autoren (Chen und Thacker 1987; Tanaka et al. 1997; Halpner et al.
1998; Packer et al. 2001; Huang und May 2003) beschreiben die Interaktion des
wasserloslichen Vitamin C und dem fettléslichen Vitamin E.

Die Versuchsergebnisse von Chen und Thacker (1987) ergaben, dass Vitamin C
teilweise den, durch Vitamin E Mangel hervorgerufenen, metabolischen
Veranderungen und die hiermit verbundenen biochemischen Parametern entgegen
wirken kann. Vitamin C ist in der Lage a- Tocopheroxylradikale zu reduzieren und
damit wieder in die reaktionsfahigen Form, das a- Tocopherol umgewandeln, wie in
Abbildung 9 veranschaulicht. Des Weiteren besitzt es die Fahigkeit selbst freie
Radikale abzufangen und zu neutralisieren. Somit agiert es synergistisch zu Vitamin
E, hieraus lasst sich der einsparende Effekt von Vitamin E bei gleichzeitiger Vitamin
C Verabreichung erklaren (Tanaka et al. 1997). Dieses Zusammenspiel stellten auch
Halpner et al. (1998) fest. Auch in seinen Versuchen konnte durch Vitamin C Gabe

der Verlust von Vitamin E vermindert werden.

0 - Tnmpherﬂxﬂ \__Aﬂtl’l].ﬂ'f-da‘nfs ey
o -Tocotrienoxyl-
Radical Lipki/Wisbar Thicredoxine: NAD{F)H
Interface Glutathione TRX Reductase
Vitamin E , Ascorbate Disulfide, G5H Redwctass,
Cycle Lipoate Lipoamide
-Tocopheral Vitamin C Thiol dehydrogenase
ROOCH, @ - ocop ’ MADP)=+ H*
ROH o -Tocotrienol Cycle Cycle W
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ROO-,
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C:Em-Crxrdanfs " ascorbate
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Abbildung 9: Zusammenspiel zwischen Vitamin E, Vitamin C und Thiolredoxcylen (nach
Packer et al. 2001)
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Ho und Chan (1992), Chan (1993) und Packer et al. (2001) kamen zu dem Ergebnis,
dass oxidiertes Vitamin E mittels wasserloslichen reduzierenden Substanzen, wie

Ascorbate und Glutathione regeneriert werden kann.

Vitamin C ist jedoch nicht in der Lage bei gravierendem chronischem Vitamin E
Mangel die sich manifestierende Hamolyse zu verhindern. Infolge des Vitamin E
Mangels erhoht sich der oxidative Stress und es kann zu einem Abfall des Vitamin C
Gehaltes kommen. Gohil et al. (1986) erkannten, dass die Ascorbinsdure den
schadlichen Effekt den ein Vitamin E- Mangel impliziert, nicht vollig ausgleichen

kann.

2.2.4.2. Vitamin A

Vitamin A (Retinol) gehort, wie Vitamin E zur Gruppe der fettldslichen Vitamine.
Gebrauchliche Synonyme fur Vitamin A sind Epithelschutzvitamin  und
Wachstumsvitamin.

Es kommt in Futtermitteln tierischer Herkunft (Fisch, Fischleberdl, Leber, Eigelb,
Milch), sowie in Futterpflanzen vor. In Pflanzen liegt Vitamin A als Provitamin in Form
von Carotinoiden vor.

Vitamin A wird im Darm absorbiert und in den Enterozyten mit langkettigen FS
verestert. Das Retinylester wird, wie die Tocopherole in Chylomikronen eingebaut
und gelangt Uber den Lymphweg zur Leber (Harrison EH 2004).

Die Leber ist das Hauptspeicherorgan von Vitamin A, die Speicherform ist das
Retinylester. Anhand des Vitamin A Plasmaspiegels lasst sich nicht auf die
aufgenommene Menge des Vitamins ruckschlieRen, da groRe Mengen in der Leber
gespeichert werden kdonnen (Arnhold et al. 2002). Fur den weiteren Transport wird

Retinol an ein Transportprotein, das Retinolbindungsprotein gebunden.

Vitamin A spielt eine groRe Rolle bei der Reproduktion (Arnhold et al. 2002), dem
Sehvorgang, dem Immunsystem (Hoskinson 1992), der Genexpression, der
Zelldifferenzierung, dem antikanzerinogene Effekt, dem Knochenwachstum und der

Embryonalentwicklung.
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Die Vorstufe von Vitamin A ist das in Pflanzen vorkommende Provitamin beta-
Carotin. Da es ebenfalls Radikale an den Membranen abfangt, wirkt es zu Vitamin E
synergistisch. Jedoch kann es infolge einer beta- Carotin Supplementierung zu

einem Absinken der Vitamin E Konzentration im Plasma kommen.

Bei einer Kombination von Vitamin A mit Vitamin E kann es ebenfalls zu einem
Absinken der Tocopherol- Konzentration kommen. In hohen Dosen wirkt Vitamin A
antagonistisch zu Vitamin E. Hohe Konzentrationen Vitamin E beeinflussen im

Gegenzug den Metabolismus von Vitamin A positiv.

In Versuchen mit Ratten konnte beobachtet werden, dass schon kleine Mengen
Retinolsdure die Plasma- Konzentration von a-Tocopherol, im Vergleich zu
aquivalent hohen Dosen Retinol, deutlich senken kann. Retinolsaure verandert den
Vitamin E Metabolsmus (Bieri et al. 1981).

Ratten, denen geringe Mengen an Retinolsdure gefuttert wurden, hatten eine
deutlich geringer a- Tocopherol Konzentration wie Tiere, denen die aquivalente
Menge an Retinol zugefuttert wurde. Den Versuchstieren wurde 4 mg/kg Retinol,
oder Retinolsaure verfuttert. Nach 2-5 Wochen wurden das Plasma und das Gewebe
der Tiere untersucht. Die a- Tocopherol Konzentrationen im Plasma, der Leber und
dem Fettgewebe betrugen nur die Halfte der Werte der Gruppe, denen Retinol

verfuttert wurde. Gleiche Effekte waren mit Hihnern als Versuchstieren zu erzielen.

Eine erhdhte Oxidationsrate des a- Tocopherols war die Folge der Aufnahme der
Retinsaure in den Organismus. Der Organismus reagiert mit einer hoheren
Oxidationsrate des a- Tocopherols bei Applikation von Retinsaure, im Gegensatz zu
Retinol. Beweisend hierfur sind die groReren Mengen von a- Tocopherylquinone in
der Lymphe. Die Schlussfolgerung dieser Ergebnisse waren fur Bieri et al. (1981)
eine geringere intestinale Resorption von a- Tocopherol bei gleichzeitiger Applikation
von Retinolsdure. Zusatzlich wurde angenommen, dass die Oxidation von a-

Tocopherol im Korper gefordert wird (Bieri et al. 1981).
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Hinzu kommt noch, dass Vitamin E im Darm in der Lage ist, die Umwandlung von
beta-Carotin in Retinol zu steigern. Dieser Effekt ist dosisabhangig. Ebenfalls kann
der lymphatische Transport von beta-Carotin durch die Gabe von Vitamin E in
physiologischen Dosen um das 4-fache gesteigert werden. In pharmakologischen
Dosen lasst sich der lymphatische Transport von beta-Carotin sogar um das 12-21

fache steigern (Wang et al. 1995).

Einen weiteren Beweis fur den positiven Einfluss von Vitamin E auf Vitamin A
erbrachten Sunder und Flachowsky (2001). Eine Steigerung bzw. ein Anstieg der
Vitamin A Konzentration im Organismus von Legehennen, bei gleich bleibender
Dosis, lie3 sich durch eine Erhdohung der Vitamin E Applikation auf 1000 mg o-
Tocopheryl acetat pro kg erzielen.

Auf der anderen Seite wirkt sich ein Vitamin E Exzess kontraproduktiv auf den
Vitamin A Gehalt aus. Bei einem Vitamin E Exzess von 10,000 und 20,000 mg/kg

Futter sanken die Retinol- Konzentration in der Leber deutlich ab.

Eine hohe Vitamin A Zufuhr Ubt einen antagonistischen Effekt auf Vitamin E aus. Die
Auswirkung ist ein Absinken der Vitamin E Konzentration, da die Absorption der
Tocopherole gehemmt wird. Bei exzessiver Gabe von Vitamin E andert sich der
Plasma Vitamin A Level nicht (Alam und Alam 1983).
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3. Material und Methoden

3.1.Tiermaterial

Die Versuchstiere waren eine Gebrauchskreuzung aus Deutschen Landrasse x
Pietrain und stammten aus einem bayrischen Ferkelerzeugerbetrieb. Die
Versuchstiergruppe bestand aus insgesamt 45 Tieren, beiden Geschlechts. Die
mannlichen Tiere waren bereits kastriert. Zusatzlich wurden noch 10 Ersatztiere aus
dem gleichen Erzeugerbetrieb unter denselben Bedingungen gehalten. Zum
Zeitpunkt der Einstallung waren die Ferkel 4 Wochen alt. Bei Versuchsbeginn waren

die Ferkel 6 Wochen alt und hatten ein durchschnittliches Gewicht von 18+3,2 kg.

3.2. Versuchsgruppen

Bei Einstallung wurden die Ferkel gewogen und tatowiert. Anschlielend wurden die
Tiere nach Geschlecht, Gewicht und Wurf randomisiert und in drei Gruppen zu
jeweils 15 Tieren aufgeteilt. Die Ersatztiere wurden nach gleichen Gesichtspunkten
randomisiert und auch in 3 Gruppen mit je 3 Tieren aufgeteilt. Wahrend der
Adaptionsphase von 2 Wochen wurden die Tiere in Gruppen gehalten. Wahrend des
Versuches wurde ein Tier pro Bucht aufgestallt. So konnte eine gezielte
Beobachtung hinsichtlich der  Futteraufnahme und des Gesundheitsstatuses

gewabhrleistet werden.

Die Gruppeneinteilung war wie folgt:

e Gruppe 1:, Sano-Vital mit n= 15 Tiere
e Gruppe 2: konventionelle Vitaminverbindung mit n= 15 Tiere
e Gruppe 3: negative Kontrollgruppe , Placebogruppe® mit n= 15 Tiere
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3.3. Tierhaltung

Die Tiere wurden im institutseigenen Versuchsstall in Oberwiesenfeld in
Einzelhaltung aufgestallt. Die Buchten hatten das Innenmal® von 1 x 2 m. Der
Buchtenboden bestand im hinteren Bereich aus Beton und im vorderen Bereich aus
Spalten. Der Trog reichte Uber die gesamte Frontseite, zusatzlich war in jeder Bucht
eine Nippeltranke angebracht. Eingestreut wurde mit Stroh. Ausgemistet wurde jede
Box einmal am Tag. Die Stalltemperatur betrug wahrend des ganzen Versuchs
zwischen 18 und 20 C°. Die Beleuchtungsdauer betrug 8 Stunden mit 50 Lux (gemaf
der Schweinehaltungsverordnung vom 18.02.1994) und war dem Tagesrhythmus
angepasst. Eine konstante Luftzufuhr und Luftgeschwindigkeit des Stalls wurde

durch eine Bellftungsanlage gewahrleistet.

Die Genehmigung fur den Tierversuch, nach dem Tierschutzgesetz i.d.F. vom
25.05.1998 (BGBI | S. 1105) von der Regierung von Oberbayern lag vor.

Nach Abschluss der Versuchsreihen wurden die Schweine eingeschlafert. Die
Organe, die fur den Versuch bendtigt wurden sind im Institut fur Pathologie der

Ludwig-Maximilian-Universitat enthommen worden.

3.4. Futter

Das Futter bestand aus einer hauseigenen Mischung bzw. aus konventionellem
Ferkelaufzuchtsfutter (siehe Tabelle 2).

Nach dem Einstallen wurden die Ferkel eine Woche restriktiv geflttert um
Durchfallerkrankungen durch Transportstress und Futterumstellung zu vermeiden.
Eine Woche vor Versuchsbeginn wurde die Futterung auf ad libitum- Futterung
umgestellt, dies wurde bis zum Versuchsende beibehalten. Auch zur Tranke hatten

die Tiere jederzeit uneingeschrankten Zugang.
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Tabelle 2: Futtermittelzusammensetzung

Inhaltsstoffe Angaben in %
Weizen 311
Mais 14
Gerste 10
Reismehl 10
Weizengrielkleie 10
Sojaschrot 95
Malzkeime 6
Melasse 3
Grinmehl 2
Mineralstoffmischung 2
fur Schweine
Vitaminvormischung o
fur Schweine
Calziumpropionat 04

Das Ferkelaufzuchtsfutter enthalt kein Kupferzusatz.

Das Futter wurde von der Firma Zimmerer-Werk, Ludmilla-Stralle 21a, 84034

Landshut gemischt.

58




Material und Methoden

Tabelle 3: Inhaltssfoffe im verwendeten Ferkelaufzuchtsfutter

Inhaltsstoffe Gehalt in %
Rohprotein 18
Rohasche 6,2

Rohfaser 3,4
Lysin 1,0
Calcium 0,9
Phosphor 0,6
Natrium 0,2

Tabelle 4: Zusatzstoffe und Spurenelemente im verwendeten Ferkelfutter

Zusatzstoffe Dosis/ in IE oder | Zusatzstoffe Dosis/ ,
kg Diat mg Spurenelemente | kg Diat 'n Mg

Vitamin A 8000 IE Parioat_r?(;nat 7,50 mg
Vitamin D 3 2 000 IE Nikotinsaure 20,00 mg

Vitamin E 60,00 mg Cholinchlorid | 290:00 mg
Vitamin B 1 125 mg Zink 166,00 mg
Vitamin B 2 5.00 mg Eisen 95,00 mg
Vitamin B 6 3.75 mg Mangan 53,00 mg
Vitamin B 12 20,00 mg Jod 0,24 mg
Vitamin K 3 2,50 mg Selen 0,48 mg
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3.5. Versuchsablauf

Der Versuchsablauf wurde in eine Vorperiode und in den Hauptversuch aufgeteilt.
Die Vorperiode beinhaltete die Adaptionsphase der Tiere an Stall und Futter, sowie
die Randomisierung nach Geschlecht, Wurf und Gewicht in die 3 Gruppen (Kontrolle,
Vergleichspraparat- und Sanovital- Gruppe).

Nachdem die Ferkel 6 Wochen alt waren wurde mit dem Hauptversuch begonnen.

Die verabreichte Emulsion —Sanovital AE- enthalt 50 mg Vitamin E und 75000 IE
Vitamin A pro ml. Der Sanovital Versuchsgruppe wurden 4 ml der Emulsion oral in
einer Einmalspritze verabreicht. Dies entspricht 300.000 IE Vitamin A und 200 mg
Vitamin E pro Tier.

Die Tiere der Vergleichspraparat- Gruppe erhielten eine Gelantinekapsel mit 300.000
IE Vitamin A und 200 mg Vitamin E, die ihnen oral verabreicht wurde.

Der Kontrollgruppe wurden 4 ml Wasser oral mittels einer Dosierpumpe eingefldsst,
um jedes Tier der gleichen Stressbelastung auszusetzen.

Vor Verabreichung des jeweiligen Praparates wurde Blut genommen. Dann wurde
den Ferkeln 20 min nach oraler Gabe des Vitaminpraparates, sowie 1, 3, 5, 6, 7,12
und 24 Stunden spater nochmals 4 ml Blut entnommen. Das Blut wurde sofort

zentrifugiert und das daraus gewonnene Serum bei -30C° tiefgefroren.

Bei allen drei Gruppen wurde eine 2- wochigen Auswaschphase eingehalten. Diese
Zeit diente zur Normalisierung des Tocopherol Gehaltes im Serum und in den
Organen. Nach 2 Wochen wurden den Tieren entsprechend ihrer
Gruppenzugehdrigkeit nochmals die gleiche Menge des Vitaminpraparates, bzw. des
Plazebos oral verabreicht.

Daraufhin wurden jeweils 5 Tiere der Versuchsgruppen nach 24, 48 und nach 72
Stunden getotet.

Allen Tieren wurden sofort nach der Tétung Organproben der Lunge, Leber, Niere,
sowie Darmlymphknoten aus dem Dunndarmbereich entnommen. Diese
Organgewebsproben wurden ebenfalls wie die Serumproben bei -30C° bis zur
weiteren Bearbeitung tiefgefroren. Die restlichen 10 Ersatztiere wurden ebenfalls

nach einmaliger Sanovital Applikation (4ml) getotet um Gewebeproben von
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Dinndarm- und Lymphknotengewebe zu entnehmen. Um die Resorption histologisch

zu erfassen, geschah dies 10, 20, 40 und 60 Minuten nach Applikation.

3.6. Orale Verabreichung

Mit Hilfe einer Dosierpumpe konnte die definierte Menge an FlUssigkeit oral appliziert
werden. Die Ferkel wurden unter den Arm geklemmt, oder auf dem Schof fixiert. Mit
der einen Hand wurde der Schadel von kaudo-dorsal umfasst und mit Daumen und
Zeigefinger Druck auf die Backen ausgeulbt, so dass sich das Maul 6ffnete. Mit der

anderen Hand konnte man nun das Praparat eingeben.

3.7. Blutentnahmetechnik

Eine Blutentnahme beim Schwein ist an mehreren Stellen mdglich. Zum Beispiel an
der Ohrvene, der Schwanzvene, an der V. jugularis und an der V. cava cranialis. Die

Entnahmestelle an der V. cava cranialis wird vor allem beim Ferkel verwendet.

Das Ferkel wurde mdoglichst ruhig aus der Bucht gefangen und in Rlckenlage auf
einem Bock fixiert. Eine Hilfsperson ist notig, die mit der einen Hand den Kopf und
mit der anderen Hand die beiden Vordergliedmalie fixiert. Hierbei wird der
Zeigefinger zwischen die VordergliedmalRe gelegt, um eine Kompression der
Karpalgelenke und des Brustkorbes zu verhindern. Mit dem Unterarm wird das Tier
vorsichtig in den Bock gedruckt und in dieser Stellung gehalten. Hilfreich fur die
Blutentnahme ist es, wenn der Kopf gerade nach vorne gestreckt ist und die
Vordergliedmalle seitlich am Korper liegend nach kaudal gezogen werden. Durch
diese Position ist die Halsregion gerade und straff gestreckt.

Zur Punktion sucht man sich folgende anatomischen Punkte auf: das Manubrium
sterni und die erste Rippe. Die Einstichstelle liegt rechts bzw. links dicht neben dem
Manubrium sterni und der ersten Rippe. Mit dem Mittelfinger auf dem M. sterni und
dem Daumen auf der ersten Rippe wird mit dem Zeigefinger ein Dreieck zur

Punktionsstelle gebildet.
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Bei linksseitiger Punktion kdnnen Komplikationen durch Verletzung des N. phrenicus

entstehen.

Zur Punktion wurden Kanulen der Grofde 0,8 x 40mm (Firma: Terumo, Leuven,
Belgien) verwendet.

Es wird direkt neben dem M. sterni mit aufgesetzter Kanlle in leicht medialer
Stichrichtung senkrecht eingestochen. Es wurden 4ml Blut pro Ferkel in eine
Serummonovette (Firma: Sarstedt) entnommen. AnschlieRend wird sofort ein Druck
auf die Einstichstelle ausgelbt, um eine Blutstilung zu beglnstigen und einen

Bluterguss zu vermeiden.

3.8. Probenentnahme und Probenverarbeitung

Nach der Blutprobenentnahme aus der V. cava cranialis wurde das Blut, innerhalb
von 2 Stunden, in einer Zentrifuge (Zentrifuge Heraeus Sepatech, Heraeus Holding
GmbH, Hanau) zentrifugiert. Dies geschah bei 3000 Umdrehungen 10 min lang. Das
Serum wurde mit einer Einmalpipette abpipettiert, in Eppendorfcups gegeben und

sofort bei -30C° bis zur Bestimmung der Untersuchungsparameter eingefroren.

Aus allen drei Gruppen wurden den getdoteten Tieren Leber-, Lungen-,
Nierengewebsproben und Darmlymphknoten des Dunndarms entnommen. Die
Proben hatten die GrolRe von 2x2x2 cm und wurden einzeln in Kunststofftiten

abgepackt und bei -30°C bis zur weiteren Analyse eingefroren.
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3.8.1. Aufbereitung des Blutes zur Vitamin E Bestimmung

Das zu untersuchende Serum wird bis zur weiteren Untersuchung tiefgefroren

aufbewahrt. Zum Auftauen werden die Cups kurz in lauwarmes Wasser gelegt.

Fir die Bestimmung der Vitamin E Konzentration im Serum werden folgende

Materialien und Geréte bendtigt:

HPLC Probenflaschchen G8-2,5 br, 1,5ml, 32x11,5, braun (Firma:
Chromatographie Handel Muller, Fridolfing)

Mikroeinsatz fiir HPLC-Flaschchen, Offnung = 5mm, 0,1ml, 30x5 mm, farblos,
rund (Firma: Chromatographie Handel Muller, Fridolfing)

Schraubkappe G8 fiur HPLC-Flaschchen, 1,3 mm, 35S, Silikon-weil3/PTFE-rot
(Firma: Chroma)

PS-1/2 Mikrokuvetten (Firma:Brand GmbH & CoKG, Wertheim)

Klhlzentrifuge, Laborzentrifuge Typ SIGMA 301 K, (Firma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode am Harz)

Verdampfer

Votex-Schuttler, (Firma: Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz)

Folgende Lésungsmittel werden bendtigt:

Reinstwasser, hauseigene Herstellung (Anlage Seralpur delta, Firma: Seral
Reinstwasser-Systeme, Ransbach-Baumbach)

Ethanol, Lichrosolv, Firma Merck, Merck-Nr.:1.11727.1000

Methanol, Lichrosolv, Firma Merck, Merck-Nr.:106007

n-Hexan, Lichrosolv, Firma Merck, Merck-Nr.:104391

Standardsubstanz Tocopherol Firma: SIGMA

HPLC- Anlage, HPLC- Bedienung:

HPLC-Gerat mit Pumpe,
Pumpe Merck HITACHI, Typ: L6200 (Firma: Merck KgaA, Darmstadt)
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- Fluoreszensdetektor, Firma Jasko, Typ: FP920 (Jasko Labor- und Datentechnik
GmbH Deutschland, Gro3-Umstadt)

- Autosampler: SHIMADZU SIL-10 ADVP, (Firma: SHIMADZU, Neufahrn
Freising)

- Chromatographiesaule: Lichrosorb Si 60, 5 ym, Lange 125 x @ 4mm (Firma:
GROM Chromatographie GmbH, Rottenburg-Hailfingen)

Die Serumréhrchen werden nach dem Auftauen kurz aufgeschuttelt. In die
durchnummerierten ungeschliffenen Réhrchen werden jeweils 200 pl Reinstwasser
und 200 pl des zu untersuchenden Serums gegeben. Um eine Proteinausfallung zu
erzielen, werden 750 yl Ethanol zugegeben und jedes Rdhrchen kurz, mittels Votex-
Schuttler aufgeschuttelt. Anschliel3end wird in jedes Rohrchen unter dem Abzug 1ml
n-Hexan pipettiert und abermals mit dem Votex-Schuttler geschuttelt. Nun wird das
Roéhrchen fur 5 min bei 3000 Umdrehungen in die Zentrifuge gestellt. Durch das
Zentrifugieren haben sich zwei Phasen gebildet. Die obere Phase wird vorsichtig
abpipettiert und in ein geschliffenes Rohrchen mit identischer Kennzeichnung
gegeben.

Es ist darauf zu achten, dass bei diesem Vorgang bei jedem Serumrdhrchen eine
neue Pipettenspitze verwendet wird.

Dieser Arbeitsschritt wird 2-mal wiederholt, d.h. es wird erneut in jedes
ungeschliffene Rohrchen 1 ml Hexan gegeben, geschittelt und nach
anschliellendem zentrifugieren die obere Phase in das entsprechende geschliffene
Glaschen pipettiert. Durch das Wiederholen des Arbeitsschrittes kann die Extraktion
verbessert werden (Zaman et al. 1993).

Nun werden die gewonnenen Proben flr etwa 10 min bei 30°C in den Verdampfer
gestellt und mittels Stickstoff bis zur Austrocknung verdampft. Danach werden 200 pl
eines Gemisches, bestehend aus 80% Methanol und 20% Ethanol jedem Rohrchen
hinzugefugt. Auf die Schliffrohrchen kommt ein Stopfen und alle werden gut
aufgeschuttelt. Aus jedem Probengefal® werden 150 pl abpipettiert und in ein
braunes HPLC- Flaschchen mit Glaseinsatz gegeben.

Nun kann die Serum- Vitamin E Konzentration mittels High Performance Liquid
Chromatograhhy (HPLC) gemessen werden. Falls die Probe nicht sofort weiter

verarbeitet werden, mussen sie bei - 20°C tiefgefroren werden.
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3.8.2. Aufbereitung der Organproben zur Vitamin E Bestimmung

Fir die Bestimmung der Vitamin E Konzentration in den Organen werden folgende

Geréte in 4-6 facher Ausflihrung, abhdngig von der Zentrifugengré3e bendtigt:

- Plastikzentrifugenbecher mit mindestens 50-100 ml Fassungsvermogen

- 50 ml Messzylinder mit Schliff und passendem Stopfen

- Trichter

- 50 ml Messkolben

- Messpipetten 5-10 ml

- Schliffkélbchen ca. 25-50 ml

- HPLC Probenflaschchen mit Mikroeinsatz und Deckeln

- Analysewaage Mettler PM 4000, Firma:Mettler-Toledo GmbH, Giessen

- Pdrrierstab Typ Ultra-Turax ( IKA T25), Firma Jahnke & Kunkel, Staufen i. Br.

- Kuhlzentrifuge, Laborzentrifuge Typ SIGMA 301 K, Firma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode am Harz

- Zentrifugenbecher Typ Tragbecher, Firma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz

- Eindampfgerat oder ein Wasserbad mit Sauganschluss

- HPLC- Anlage

Als Lésungsmittel werden bendtigt:

- 0,1 molare NACL L6sung ( 52,56 g NACL auf 1 Liter Wasser), Natriumchlorid
der Firma Merck

- n- Hexan, Lichrosolv, Firma Merck, Merck-Nr.:104391

- Methanol, Lichrosolv, Firma Merck, Merck-Nr.:106007

- Standard Vitamin E, bzw. a- Tocopherol, Firma: SIGMA

- Zusatzlich bendtigt man ein Gemisch aus 3 Teilen n-Hexan und 2 Teilen
Isopropanol

- Sowie ein Gemisch aus Methanol und Athanol im Verhéaltnis 8:2
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Die Organprobe, die bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren waren, werden
langsam im handwarmen Wasserbad aufgetaut. Aus der Organprobe werden 3 g
herausgeschnitten, und aufs Milligramm genau, mit 2 Stellen nach dem Komma zur
spateren exakten Berechnung abgewogen. Die Entnahme sollte mdglichst aus der
Mitte des Praparates erfolgen, um Gefrierbrand bedingte Schaden zu vermeiden. Die
3 g Probe wird in ein Plastikzentrifugenrohrchen gegeben und nochmals mit dem
Skalpell zerkleinert.

Nach Zugabe von 10 ml des Isopropanol-n-Hexan Extraktionsgemisches wird die
Probe fir einige Sekunden mit dem Ultaturrax IKA T25 (Firma Jahnke & Kunkel)
homogenisiert. Es ist darauf zu achten, dass das Gerat nicht heil3 wird. Das
Homogenisat wird nun fir 10 min bei 3000 Umdrehungen/Minute und einer
Temperatur von 3°C zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand vorsichtig in ein 50 ml Messzylinder
abpipettiert. Zum Ubrigen Bodensatz werden nun abermals 10 ml des Isopropanol-n-
Hexan Extraktionsgemisches zugesetzt, abermals einige Sekunden gut
homogenisiert und bei 3000U/ min zentrifugiert. Der Uberstand wird in den gleichen
Messzylinder gegeben. Dieser Vorgang des Extrahierens wird insgesamt 3-mal
wiederholt, um eine vollstandige Extration des Vitamin E zu gewahrleisten.

Jedem nummerierten Messzylinder wird nun 10 ml einer 0,9 ml NACL- Ldésung zur
besseren Phasentrennung hinzugegeben und ein paar Mal hintereinander kraftig
geschuttelt. Nun lasst man das Gemisch 30-60 min bis zur volligen Phasentrennung
in Ruhe stehen. Wenn sich beide Schichten klar von einander abgetrennt sind,
pipettiert man vorsichtig die obere klarere Schicht (n-Hexan und Vit. E) mit einer
Pipette in einen neuen 50 ml Messkolben mit der gleichen Probennummer ab.

Der Ubrig gebliebene wassrige Phase wird 5 ml n- Hexan zugegeben, kraftig
geschuttelt, stehen gelassen und abermals abpipettiert. Die obere Phase wird dabei
in den jeweiligen Messkolben gegeben. Dieser Vorgang des Nachextrahierens wird
insgesamt 2-mal wiederholt. Zur anschlieBenden Berechnung der Vitamin E
Konzentration wird ein definiertes Volumen bendtigt. Um dieses zu erhalten, werden

die Kolben alle auf 50 ml Inhalt mit n-Hexan aufgefulit.

Falls der gewonnene Extrakt nicht gleich weiter verarbeitet wird, sollte es

lichtgeschutzt aufbewahrt werden.

66



Material und Methoden

Zur weiteren Bestimmung werden von den 50 ml aus dem Messkolben 10ml in einen
Schliffkolben abpipettiert. Dieses Aliquot wird nun im Wasserbad bei 50°C mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe bis zur Trocknung eingedampft.

Es ist drauf zu achten, dass nach dem Verdampfen immer erst der Kolben vom
Schliffgefald abgezogen und danach die Pumpe ausgeschalten wird. Werden die
einzelnen Schritte des Versuchaufbaus nicht eingehalten, ist es mdglich, dass
aufgrund des Vakuums Wasser in den Schliffkolben angesogen wird. Hierdurch kann
es zu Verfalschungen der Messergebnisse kommen.

In den Schliffkolben wird nun 1 ml Methanol gegeben und sofort mit einem
geschliffenen Stopfen verschlossen. Nachdem die Probe gut durchgeschittelt wurde,
nimmt man 1ml der Probe auf und gibt sie in ein Plastikcup. In diesem Zustand kann
man die Probe bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren aufbewahren.

Zur sofortigen Weiterverarbeitung gibt man 100yl mit der Pipette in einen

Mikroeinsatz eines HPLC- Cup.

Bestimmung der Vitamin E- Konzentration in den Serum- und Organproben mittels

Hochdruckchromatographie.

HPL C-Anlage, HPL C-Bedinung:

-  HPLC-Gerat mit Pumpe,

- Pumpe der Firma Merck HITACHI, Typ: L6200, Flussrate 1ml/min, Druck ca. 0,9
x100 kg/cm?

- Fluoreszensdetektor, Firma Jasko, Typ: FP920

- Integrator, Firma: SHIMADZU C-R4 AX Chromatopac

- Autosampler: SIL-10 ADVP, Firma: SHIMADZU

- Eluent: Methanol, stellt die mobile Phase dar

- Saule: Lichrosorb Si 60 5 p Lange125 x @ 4mm, Firma: GROM, stellt die
stationare Phase dar

- Standard Tocopherol, Firma: SIGMA

- Retensionszeit: 1,5 min

- Vitamin E Ext.: 295 nm

- Emission: 330 nm

67



Material und Methoden

Das Aliquot von 20 ul auf die HPLC-Trennsaule geben und bei einer Retentionszeit
von 1,4 Minuten eluieren, siehe Abbildung 10. Methanol ist hierbei die mobile Phase.
Diese lauft mit einer Flussrate von 1ml/ Minute Uber die stationare Phase, die
Trennsaule. Anschlieend bei einer Extinktion von 295 nm und einer Emission von
330 nm photometrisch messen. Die Auswertung erfolgt Uber externen Standart. Die
Darstellung der errechneten Ergebnisse erfolgt in Form eines Chromatogramms,
siehe Abbildung 10.
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Pk # Name Retention Time Area rg /L ml
1 Vit E 1,413 54254809 5,241

Abbildung 10: Chromatogramm Vitamin E
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3.9. Gewinnung und Aufbereitung von Histologieprédparaten

Hergestellt wurden die Histoschnitte von Frau Silvia Mitterer im Institut der Anatomie

der Ludwig- Maximilian — Universitat Munchen.

Im Institut wurde der gekuhlte Darm in 6% gepuffertes Formalin gelegt.

Zur Darstellung der Lipide wird die Farbung Olrot O gewahlt. Da die Lésungsmittel im

Histoprozessing und beim Entparaffinieren die Lipide herauslésen wirden, missen

Gefrierschnitte verwendet werden.

Benotigte Losungsmittel und Geréte:

Kryostat der Firma Mikrom HM 500 OM

Feather S 35 Einwegklingen

6% Formalin

Superfrost Plus beschichtete Objekttrager der Firma Menzel
Isopentan

60% Isoprpanol

Hamalaunlésung

Aqua dest.

Olrot O

3.9.1. Herstellungsverfahren des Tissue Tec® -Schnittes:

Das Darmstuck wird vor der Bearbeitung halbiert. Eine Probenhalfte wird als
Ruckstellprobe eingefroren, die andere Halfte wird 30 min mit flieRendem
Leitungswasser gewassert.

Um Gefrierartefakte im anschlieRenden Verfahren zu vermeiden und bessere
Ergebnisse zu erzielen, wird das Praparat Uber Isopentan Schock gefroren.
AnschlieRend wird das Darmstlck in Tissue Tec® eingebettet und abermals
eingefroren.

Standardtemperaturen sind hierbei: - 18° C Objektkihlung und -22° C

Boxentemperatur
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Beste Ergebnisse wurden mit folgenden Temperaturen erzielt:

- 25° C Objektkihlung und -27° C Boxentemperatur

Nun ist das Praparat schnittfertig. Geschnitten wird das Darmstlck im Kryostat
(Firma: Mikrom HM 500 OM) mit Feather® S 35 Einwegklingen mit einem
Schnittwinkel von 8 Grad.

Zum Strecken verbringt man den Tissue Tec® -Schnitt in eine mit Aqu. dest.
geflllte Kavette. Die geflllte Kuvette ist gekuhlt. Es ist darauf zu achten, dass
sich keine Eisschicht auf der Oberflache bildet.

Der auf der Oberflache schwimmende Tissue Tec® -Schnitt wird vorsichtig
mittels Objekttrager aus der Klivette entnommen.

Das Praparat muss aus einem vollstandig geschlossenen Darmrohr bestehen,
da bei dieser Steckmethode ansonsten der Darmschnitt auseinander flief3t.
Alternativ empfiehlt sich den Schnitt direkt vom Messer auf einen Objekttrager
zu verbringen und ihn in der Warme zu strecken.

Die Schnitte werden in eine trockene Kuvette verbracht und ohne weitere

Fixierung (wie z.Bsp. mit Aceton) direkt gefarbt.

3.9.2. Farbehergang einer Fettfarbung mit Olrot O:

1) Schnitte kurz (2 mal) in Leitungswasser hin und her ziehen
2) Anschlieend 2 min in 60% Isopropanol geben

3) Danach 10 min in frisch filtriertes Olrot O eintauchen

4) Abermals 2 min in 60% Isopropanol geben

5) kurz in Aqua dest. spllen

6) 5 min Gegenfarben mit Hamalaunlésung

7) nochmals in Aqua dest. spulen

8) Blauen in flieBRendem Leitungswasser

Nachdem der Farbevorgang abgeschlossen ist, werden die Schnitte in

Glyceringelatine nach Kaiser eingebettet, siehe Abbildung 10. HierfUr wird die

Glyceringelatine im Warmeschrank (60°C) erwarmt und erhalt somit den flissigen

Aggregatzustand.
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Benotigt werden fir die Einbettung in Gyceringelatine:

- Glyceringelatine nach Kaiser
- runde Deckglaser
- eine Pipette

- eine Pinzette

Auf den angewarmten Objekttrager mit dem Schnitt wird mittels Pipette ein Tropfen
ebenfalls warmer Glyceringelantine gegeben. Ein rundes Deckglas wird tber den
Tropfen in Richtung Darmschnitt gezogen und vorsichtig abgelassen. Die runden
Deckglaser dienen bei der Gelatineeindeckelung der Vermeidung von Luftblasen.

Die fertigen Objekttrager werden zum Abschluss noch fur 10 min bei +4° C in den

Klhlschrank gelegt, damit die Gelantine erkaltet und sich verfestigt.

Pipette

Glyceringelatine
7 Cﬁ* ‘% Darmschnitt

>

Schubrichtung Deckglas

————— —

Abbildung 11: Einbettung des gefarbten Schnittes in Glyceringelatine

Es ist darauf zu achten, dass die Glyceringelantine nicht unbegrenzt haltbar ist. Im
Klhlschrank kann das Praparat eine begrenzte Zeit aufbewahrt werden, ansonst
empfiehlt es sich um den Deckglasrand einen Lack- oder Paraffinrand zu ziehen und

das Praparat auf diese Weise zu versiegeln.
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3.10. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm SAS (Statistical

Analysis System).

Berechnet wurden folgende Parameter:

e Arithmetischer Mittelwert aus den Einzelwerten der Gruppen

e Standardabweichung als Mal} fur die Streuung der Daten um den Mittelwert

e Varianzanalysen zum Vergleich der Werte mehrerer Gruppen anhand des LS-

Means-Tests
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4. Ergebnisse

Die 45 Tiere, die zu Versuchsbeginn ein Gewicht von 18 + 3,2 kg aufweisen, litten
wahrend der gesamten Versuchsperiode weder an Durchfall, noch an sonstigen
Verdauungsproblemen, sondern wiesen einen optimalen Gesundheits- und
Erndhrungszustand auf. Die Tiere wurden mit normalem Aufzuchtsfutter, welches

60,00 mg Vitamin E/ kg enthielt, geflttert und waren nicht Vitamin E depletiert.

Den Versuchstieren wurde einmalig vor oraler Applikation des jeweiligen Praparates
4 ml Blut aus der V. cava cranialis entnommen. Sowie ebenfalls 20 Minuten und nach
1, 3, 5, 6, 7, 12 und 24 Stunden nach oraler Verabreichung des jeweiligen

Praparates.

4.1. Vitamin E Gehalt im Serum

Anhand der Serumwerte sollte verglichen werden, ob nach einer einmaligen oralen
Vitamin E Applikation ein Unterschied in den beiden zu vergleichenden Praparaten
existiert. Dies wurde mittels Gehalt im Serum und anschlielenden Abbau von

Vitamin E, bzw. dem Absinken der Vitamin E- Konzentration Uberprift.

Der Vitamin E Gehalt im Serum der Kontroll-Gruppe war, trotz equivalenter
Stressbelastung dieser Versuchsgruppe, wahrend der gesamten Versuchsdauer
konstant.

Die Werte der Kontroll-Gruppe lagen zwischen 4,98 + 0,53 und 5,38 + 0,79 ug / mli

Vitamin E, wie Tabelle 5 gezeigt.

In der Versuchsgruppe, die das Sanovital Praparat erhalten hat, konnte innerhalb der
ersten 3 Stunden ein Anstieg der Vitamin E Konzentration verzeichnet werden. Nach
3 Stunden erreichen die Serumwerte dieser Gruppe mit 7,08 + 2,90 ug / ml Vitamin E

ihr Maximum. Zu diesem Messzeitpunkt besteht ein signifikanter Unterschied
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zwischen der Sanovital- Gruppe und der Kontrollgruppe, die ein Tocopherol Gehalt

von 4,98 + 0,53 pg / ml Vitamin E im Serum aufweist.

In der Gruppe, die das Vergleichspraparat erhalten hat, kommt es ebenfalls nach 3
Stunden, zeitgleich mit der Sanovital- Gruppe, zu einem Anstieg der Vitamin E
Konzentration auf 5,91 + 0,99 ug/ml Vitamin E. Dieser Wert liegt etwas unter dem der
Sanovital-Gruppe, ist jedoch nicht signifikant kleiner. Die a- Tocopherol Anflutung hat
zu diesem Zeitpunkt, 3 Stunden post interventionem, noch nicht ihr Maximum
erreicht.

Im Zeitintervall 3 bis 7 Stunden nach Applikation des kommerziellen pulverisierten
Vitaminpraparates verhalten sich die Serumwerte annahernd konstant.

12 Stunden nach Verabreichung des Vitamin E Bolus erreicht die Vergleichspraparat-
Gruppe ihr Konzentrationsmaximum von 6,07 + 1,04 ug / ml Vitamin E. Dieses
Maximum wird 9 Stunden zeitversetzt zur Sanovital Gruppe erzielt und erreicht eine
geringe Anflutung im Serum, verglichen mit der Emulsionsform. Dieser
Konzentrationspeak ist weder zur Kontrollgruppe, noch zur Sanovital- Gruppe
signifikant. Nach 12 Stunden sinken auch in dieser Gruppe die Vitamin E Werte im

Serum ab.

Die Serum Vitamin E Konzentrationen der Sanovital- Gruppe sinken bereits nach 3
Stunden wieder kontinuierlich. Der Abfall der Vitamin E Konzentration vollzieht sich in
der Sanovital- Gruppe langsamer, verglichen mit der Gruppe, die das konventionelle
Vitaminpraparat erhalten hat. Die Serumresponse der Sanovital- Gruppe liegt nach
24 Stunden noch bei 6,38 + 2,34 ug / ml Vitamin E, wobei sich der Vitamin E Gehalt
im Serum der Vergleichspraparat- Gruppe nach 24 Stunden wieder den Werten der
Kontrollgruppe angeglichen hat.

Die Messwerte zum Zeitpunkt 24 Stunden post interventionem liegen bei der
Sanovital- Gruppe mit 6,38 + 2,34 pg / ml Vitamin E Uber den Werten der
Vergleichspraparat- Gruppe, welche im Serum eine Konzentration von 5,34 + 1,49
aufweist. Der Unterschied in den Konzentrationen der beiden Vitaminpraparate ist
jedoch nicht mehr signifikant. Ebenfalls ist der Unterschied zwischen der Sanovital-

Gruppe und der Kontrollgruppe nicht mehr signifikant.
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Ein signifikanter Unterschied zwischen Sanovital Gruppe und Vergleichspraparat-
Gruppe lasst sich, wegen der relativ hohen Streuung zu keinem Messzeitpunkt

nachweisen, siehe Tabelle 5.

Tabelle 5: Serumresponse Vitamin E (in ug/ml Serum) in den drei Versuchs-
gruppen (Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert +
Standardabweichung) nach Gabe der Vitaminpraparate

Zeit post Kontrollgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppe
interventionem (n=15) ,>anoVital“(n=15) ,vergleichspraparat"
Vitamin E Vitamin E (n=15)
Vitamin E
0 min 538 + 0,79 574 + 1,86 521 + 0,79
20 min 501 + 045 559 + 2,04 5,08 + 0,70
1 Std 505 + 0,46 558 + 1,77 518 + 0,73
3 Std 498 + 0,53° 7,08 + 290° 591 + 0,99%
5 Std 515 + 0,46 6,95 + 249 589 + 1,33
6 Std 513 + 0,56 6,77 + 2,45 590 + 0,99
7 Std 526 + 047 6,67 + 2,58 589 + 0,92
12 Std 537 + 0,78 6,61 + 3,14 6,07 + 1,04
24 Std 529 + 0,58 6,38 + 2,34 534 + 1,49

a,b: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 3 Versuchsgruppen zu den jeweiligen
Zeitpunkten
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4.2. Vitamin E- Gehalte in den Organproben

Um die Organproben zu gewinnen, wurden den Tieren der Kontrollgruppe, der
Sanovital- Gruppe und der Vergleichspraparat- Gruppe, nach einer 14- tagigen
Auswaschphase, 4 ml, bzw. eine Kapsel des jeweiligen Praparates (Placebo,
Sanovital, Vergleichspraparat) verabreicht.

Jeweils 5 Tiere pro Versuchsgruppe wurden nach 24, 48, 72 Stunden eingeschlafert.
Sofort im Anschluss daran wurde jedem dieser Tiere Organgewebeproben (Leber,
Niere, Lunge, Darmlymphknoten) entnommen. Die Proben wurden bis zur weiteren

Verarbeitung bei -30C° tiefgefroren.

4.2.1. Vitamin E- Gehalt in der Leber

Die Vitamin E Konzentrationen der Kontrollgruppe, die das Placebopraparat erhalten
hat, ist wahrend der gesamten Versuchsdauer annahernd konstant. Die Werte liegen
zwischen 22 + 5 und 27 + 16 ug / ml Vitamin E. Die Vitamin E Konzentrationswerte
liegen wahrend der gesamten Versuchsperiode Uber den Werten der Sanovital-
Gruppe. Signifikant ist dies zum Zeitpunkt 48 Stunden nach oraler Applikation des
Praparates.

Bei der Vergleichspraparat- Gruppe ist ein ahnliches Phanomen aufgetreten. Auch
bei dieser Gruppe liegen die Konzentrationsgehalte der Gewebeproben, die 24 und
48 Stunden post interventionem entnommen wurden unter den Werten der
Kontrollgruppe. Hier besteht jedoch keine Signifikanz im Gehalt von Vitamin E in den
Gewebeproben, weder 24 Stunden, noch Zeitpunkt 48 Stunden post interventionem.
Im Unterschied zur Sanovital- Gruppe gleicht sich der Vitamin E Gehalt des
Lebergewebes bei der Vergleichspraparat- Gruppe jedoch zum Zeitpunkt 72 Stunden

post interventionem wieder den Werten der Kontroll- Gruppe an.
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Die Konzentrationsverlaufskurve der Sanovital-Gruppe ist konkav. Sie sinkt zum
Zeitpunkt 48 Stunden nach oraler Gabe des Vitaminpraparates ein und steigt zum
Messzeitpunkt 72 Stunden wieder an und Ubersteigt sogar den Anfangsmesswert

minimal.

Die Vitamin E Konzentration im Lebergewebe der Sanovital-Gruppe, mit 7 + 1 ug / ml

Vitamin E, ist im Vergleich zur Kontrollgruppe, mit 24 + 10 pg / ml Vitamin E, zum
Zeitpunkt 48 Stunden post interventionem signifikant (p < 0,05) erniedrigt, siehe

Tabelle 6.

Die Konzentrationsverlaufskurve der Vergleichspraparat- Gruppe ist wahrend den
ersten beiden Messzeitpunkten konstant gleich, bei 13 + 3 und 13 + 4 ug / ml Vitamin
E. Zum Zeitpunkt 72 Stunden post interventionem ist die Vitamin E Konzentration auf
25 + 21 yg / ml Vitamin E angestiegen.

Der Vitamin E Gehalt in der Leber der Vergleichspraparat- Gruppe (25 + 21 ug / ml
Vitamin E) hat sich nach 72 Stunden den Konzentrationswerten der Leber der
Kontrollgruppe, mit 27 + 16 ug / ml Vitamin E) annahrend angeglichen. Signifikanzen
zwischen der Vergleichspraparat- und Kontroll- Gruppe lassen sich zu keinem

Zeitpunkt nachweisen, siehe Tabelle 6.

Tabelle 6: Vitamin E Gehalte in der Leber (ug/g uS) in den drei Versuchsgruppen
(Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardab-
weichung) nach Gabe der Vitaminpraparate

Zeit post Kontrollgruppe (n=5) Versuchsgruppe Versuchsgruppe
interventionem Vitamin E »SanoVital“(n=5) »Vergleichspraparat®
Vitamin E (n=5)
Vitamin E
24 h 22 + 5 15 + 12 13 + 3
48 h 24+ 10 7 + 1° 13 + 4%
72 h 27 + 16 19 + 7 25 + 21

a,b: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 3 Versuchsgruppen zu den jeweiligen
Zeitpunkten
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4.2.2. Vitamin E- Gehalt in der Niere

Anhand der Werte, die bei der Analyse der Vitamin E Konzentration des
Nierengewebes ermittelt wurden, lassen sich wahrend der ganzen Versuchsdauer
bei allen drei Versuchsgruppen (Kontrolle, Sanovital und Vergleichspraparat) keine

signifikanten Unterschiede aufzeigen, siehe Tabelle 7.

Die Werte der Kontrollgruppe waren im Zeitintervall 0 bis 72 Stunden annahernd

konstant zwischen 20 + 2 und 21+ 1 ug Vitamin E/ g Nierengewebe.

Bei der Sanovital- Gruppe schwankten die Werte zwischen 20 + 3 und 23 + 2 ug
Vitamin E/ g Nierengewebe. Leicht erhdhte Vitamin E Konzentrationen, im Vergleich
zu den beiden anderen Versuchsgruppen, lassen sich nur zum Zeitpunkt 24 Stunden
post interventionem verzeichnen. Der Konzentrationsunterschied ist jedoch nicht so

ausgepragt, dass man von einer Signifikanz sprechen konnte, siehe Tabelle 7.

Bei der Vergleichspraparat- Gruppe kam es ebenfalls nur zu geringfligigen
Schwankungen der Vitamin E Konzentration im untersuchten Gewebe. Hier
befanden sich die ermittelten Werte zwischen 21 + 2 und 22 + 2 pg Vitamin E/ g
Nierengewebe, siehe Tabelle 7.

Tabelle 7: Vitamin E Gehalte in der Niere (ug /g uS) in den drei Versuchsgruppen

(Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardab-
weichung) nach Gabe der Vitaminpraparate

Zeit post Kontrollgruppe (n=5) Versuchsgruppe Versuchsgruppe
interventionem Vitamin E wdanoVital“(n=5) »vVergleichspriaparat®
Vitamin E (n=5)
Vitamin E
24 h 21 + 1 23 + 2 21 + 2
48 h 21 + 1 22 + 3 21 + 5
72 h 20 + 2 20 + 3 22 + 2
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4.2.3. Vitamin E- Gehalt in der Lunge

Die Vitamin E Konzentrationen der Kontrollgruppe sind zu den untersuchten
Zeitpunkten 48 und 72 Stunden post intervemtionem mit 17 + 3 und 17 + 5 ug
Vitamin E pro Gramm untersuchter Substanz fast gleich. Zum Entnahmezeitpunkt 24
Stunden post interventionem liegt der Wert mit 20 + 7 pg Vitamin E/g untersuchter

Substanz etwas hdher, jedoch ist auch hier der Streufaktor gréf3er, siehe Tabelle 8.

Die Konzentrationen der beiden anderen Gruppen, denen Vitamin E als Bolus, oder
als Kapsel verabreicht wurde, lagen wahrend des gesamten Versuches geringgradig
oberhalb der Werte der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist jedoch nicht

signifikant, siehe Tabelle 8.

Tabelle 8: Vitamin E Gehalte in der Lunge (ug /g uS) in den drei Versuchsgruppen
(Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardab-
weichung) nach Gabe der Vitaminpraparate

Zeit post Kontrollgruppe (n=5) Versuchsgruppe Versuchsgruppe
interventionem Vitamin E »dano Vital“(n=5) »vergleichspriparat®
Vitamin E (n=5)
Vitamin E
24 h 20 + 7 22 + 9 25 + 9
48 h 17 + 3 25 + 7 24 + 15
72 h 17 + 5 22 + 8 22 + 12
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4.2.4. Vitamin E- Gehalt in den Darmlymphknoten

Die Vitamin E Konzentrationen in den Darmlymphknoten, innerhalb der 3 Versuchs-
gruppen, weisen zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung signifikante Unterschiede

auf, siehe Tabelle 9.

Tabelle 9: Vitamin E Gehalte in den Darmlymphknoten (ug /g uS) in den drei Ver-
suchsgruppen (Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert +
Standardabweichung) nach Gabe der Vitaminpraparate

Zeit post Kontrollgruppe (n=5) Versuchsgruppe Versuchsgruppe
interventionem Vitamin E »SanoVital“(n=5) »vergleichspraparat®
Vitamin E (n=5)
Vitamin E
24 h 52 + 5 48 + 6 49 + 17
48 h 54 + 8 47 + 17 53 + 10
72 h 63 + 17 64 + 42 53 + 28
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4.3. Histologieschnitte

In diesem Versuchsteil wurden ausschlieBlich Tiere herangezogen, die der
SanoVital- Gruppe angehorten. Einige Tiere wurden direkt nach der Auswaschphase
zur Entnahme eines Dunndarmabschnittes getotet. Der Rest der Tiere erhielt
nochmals einen einmaligen Bolus von 4 ml Sanovital und wurde dann, ebenfalls
gruppenweise nach10, 20 und 60 Minuten zur Enthahme von Darmgewebe, bzw. 20
und 40 Minuten zur Enthnahme von Lymphknotengewebe getdtet.

Mit dem Darm- und Lymphknotengewebe wurde wie in Kapitel: Material und

Methoden beschrieben verfahren.

Da das Sanovital Praparat aus einer Milchfett- Tropfen- Emulsion besteht Iasst sich
der Resorptionsweg mittels der Fettfarbung Ol- Rot histologisch darstellen.

FUr die Auswertung sind nur ausgewahlte Histologieschnitte verwendet worden. Sie
wurden mit 10 und 20 facher VergroRerung (V10 und V20) betrachtet.
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4.3.1. Histologieschnitte vor oraler Applikation

Vor der oralen Applikation lassen sich bei der histologischen Betrachtung des
Dinndarmgewebes, weder im Epithelbesatz und im zentralen Lymphgefal} der
Zotten, noch im Lymphsinus, der Submucosa und in der Mukosa der Dunndarmwand
Fetttropfchen identifizieren. Emulsionstropfchen sind in Abbildung 12 Schnitt a) und
b) nicht zu erkennen. Deutlich unterscheiden sich arterielle und vendse Gefalde in
Abbildung 12 Schnitt b).

a) V10
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Abbildung 12: Diinndarmgewebe vor oraler Verabreichung der Sanovital AE Emulsion

1 Darmzotte
2 venoses Gefaly, gefullt mit Erythrozyten

3 arterielles Gefal}

4.3.2. Darmhistologieschnitte nach oraler Applikation der Emulsion

Darmhistologieschnitte 10 min post interventionem

Anhand der Schnitte, die 10 Minuten nach Verabreichung des emulgierten
Vitaminpraparates entnommen wurden, lassen sind bereits nach Kkurzer Zeit

vereinzelt Emulsionstropfchen in den Raumen des Lymphplexus der Submucosa
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identifizieren. Die Blutgefal3e sind frei von angefarbten Fetttropfchen, hier lassen sich

im mikroskopischen Schnitt ausschlieBlich Erythrozyten darstellen, siehe Abbildung

13.

a) V10

b) V20 AusschnittsvergrofRerung von
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Abbildung 13: Histologische Schnitte des Diinndarms 10 Minuten nach oraler Applikation von 4

a A WO N -

ml Sanovital AE
Bindegewebe
Darmzotten
Gefald (venos), geflllt mit Erythrozyten
Gefal (arteriell)
Lymphgefal3 (geflllt mit Fetttropfchen)

In der Ausschnittsvergrof3erung lassen sich die Fetttropfchen im Lymphgefald

deutlich darstellen. Zu diesem Zeitpunkt, 10 Minuten nach Aufnahme in den

Organismus sind es jedoch nur vereinzelte rot angefarbten Emulsionstropfchen. Es

Iasst sich klar erkennen, dass die Gefale frei von angefarbten Fetttropfchen sind. Im

venosen Gefal} sind rotliche Erythrozyten zu sehen.

Darmhistologieschnitte 40 min post interventionem

Im Vergleich zu den vorherigen Dunndarmschnitten der Tiere, denen 10 Minuten post

interventionem das zu untersuchende Darmstick enthommen wurde, lassen sich

nach 40 Minuten nach oraler Applikation der Sanovital AE Emulsion deutlich groRere
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Mengen an Fetttropfchen in den Lymphgefalien und im Lymphsinus der Submucosa

und der Mukosa identifizieren, siehe Abbildung 14.

Anhand der Abbildung 14, Schnitte a, b, c, d, e, welche alle 40 Minuten post
interventionem angefertigt wurden, lasst sich der Resorptionsweg des emulgierten
Vitaminpraparates verdeutlichen. Die Schnitte a), ¢) und e) wurden mit einer 10
fachen Vergrof3erung und die Schnitte b) und d) mit einer 20 fachen Vergrof3erung

betrachtet.

Abbildung 14 Schnitt a) zeigt, in der 10 -fachen Vergrof3erung, den pragnant prall
angefullten Lymphsinus der Lymphsinus der Submucosa. Im Unterschied zu den
Histologiepraparaten, welche 10 Minuten post interventionem gemacht wurden,
erkennt man hier eine deutlich hdhere Menge resorbierter Fettemulsionstropfchen.
Anhand der Abbildung 14, Schnitt b) und d) Iasst sich die Anreicherung der
Fettemulsionstropfchen im Lymphgefald dokumentieren.

Abbildung 14, Schnitt e) verdeutlicht den Resorptionsweg der Emulsionskiigelchen
von den Zottenspitzen in das zentrale Lymphgefald3 der jeweiligen Zotte. In den
Schnitten a) und c) sind die Fettemulsionstropfchen bereits im Lymphplexus, deutlich
an den rot angefarbten Lymphgefallen zu erkennen. Die Fetttropfchen werden uber
die Zotten des Dinndarms auf lymphatisch- korpuskularem Weg resorbiert, da sich in
den Blutgefallen keine Fettemulsionstropfchen nachweisen lassen. Da die
Emulsionstropfchen bei der Resorption aus dem Darmlumen nicht enzymatisch

gespalten werden bleibt die rote Farbung der Fetttropfchen bestehen.

Abbildung 14: a, b, c, d, e: Histologische Diinndarmschnitte 40 Minuten nach
oraler Verabreichung des Sanovital Praparate. - nachste Seite-

Darmzotten
Fettemulsionstropfchen (dunkelrot)
Bindegewebe

Gefald (venos) mit Erythrozyten

A OWON -
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Abbildung 14: Histologischer Schnitt des Diinndarms vom Schwein 40 Minuten nach oraler
Applikation von 4ml Sanovital AE Emulsion

85



Ergebnisse

Abbildung 15: Histologischer Schnitt des Diinndarms 60 Minuten nach oraler Applikation von
4 ml Sanovital AE, V 10

Darmzotten
Bindegewebe
Gefaly

Lymphgefal3, angereichert mit Fettemulsionstropfchen

A~ WO N -

Innerhalb 60 Minuten post interventionem der Vitaminemulsion sind die
LymphgefalRe, auch bei VergrolRerung V10 deutlich mit Fettemulsionstropfchen

angereichert, siehe Abbildung 15.

Abbildung 16: a, b, ¢, d, : Darmlymphknoten, a) vor, b) 20 Minuten, c) und d) 40
Minuten nach oraler Verabreichung des Sanovital Praparate. a, ¢, d sind V20, b
ist V10 - nachste Seite-

1 Lymphknotengewebe

2 Fettemulsionstrépfchen
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4.3.3. Lymphknotengewebe aus dem Diinndarm

Fur die Auswertung sind nur ausgewahlte Histologieschnitte herangezogen worden.
Die Schnitte sind mit einer VergréRerung von V 10 (Abb. 16b) und V 20 (Abb. 16 a, c,
d) begutachtet worden.

Die DUnndarmabschnitte sind in einem Zeitintervall von 20 Minuten, sowie von 40

Minuten post interventionem gewonnen worden.
Abbildung 16, Schnitt a,
Applikation der Vitaminemulsion.

Fettemulsionstropfchen (rot) zu identifizieren.

ist physiologisches Lymphknotengewebe vor oraler

Im Lymphgewebe sind nur ganz vereinzelt
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Abbildung 16: Darmlymphknoten a) vor, b) 20 Minuten, c) und d) 40 Minuten nach oraler
Verabreichung von 4 ml Sanovital AE
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Bereits nach 20 Minuten lassen sich verstarkt Fettemulsionstropfchen im
histologischen Bild nachweisen. Nach einer Zeitspanne von 40 Minuten nach oraler
Verabreichung der Vitamin E- Emulsion stellt sich histologisch eine deutliche
Akkumulation von Fetttropfchen in den Lymphgefalden dar, siehe Abbildung 16 b, c,

d).
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit ist den Resorptionsweg, die Resorptionsgeschwindigkeit und
die Resorptionsmenge von Vitamin E beim heranwachsenden Schwein aufzuzeigen.
Hierfur wurde das fettldsliche Vitamin E in unterschiedlichern Wirkstoffformulierungen
verabreicht. Die einmalig, oral applizierten Praparate bestanden aus einem
konventionellen pulverisierten Vitaminpraparat, bestehend aus einer Gelantinekapsel
und einer Vitamin E- haltigen Emulsionslosung, der ,Sanovital AE* Emulsion.

Es wurden Serumproben angefertigt, welche in unterschiedlichen Zeitintervallen
entnommen wurden. Die Ergebnisse sollten die Anflutung, die Maxima und das
Abfluten der Tocopherol -Konzentrationen im Blut zeigen. Die Anreicherung von
Vitamin E in Kombination mit Vitamin A sollte in ausgewahlten Organen (Leber,
Niere, Lunge, Darmlymphknoten) nachgewiesen werden. Dazu wurde die Verteilung
und Speicherung der beiden zu vergleichenden Praparataufbereitungsformen
analysiert. Um die Resorption im Organismus zu verfolgen und zu belegen, wurden

zusatzlich vom Danndarm histologische Schnitte angefertigt.

5.1. Methodik

Zum Studiendesign und zur Studiendurchfiihrung

5.1.1. Tiermodell

Die Ferkel sind eine Gebrauchskreuzung aus Deutsche Landrasse und Pietran.
Diese Kreuzung wird auch unter praxisiblichen Bedingungen in der Schweinemast
verwendet. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 6 Wochen alt und nach Geschlecht,
Gewicht und Wurf randomisiert. Zusatzlich wurden sie in drei Versuchsgruppen zu
jeweils 15 Tieren aufgeteilt. Zu Versuchsbeginn wogen die Tier 18 + 3,2 Kilogramm.
Am Ende der Versuche hatten die Tiere in physiologischer Weise entsprechend der

Mastzeit zugenommen. Rickschlisse auf eine bessere Futterverwertung oder ein
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hdheres Mastendgewicht lassen sich mittels dieser kurzen Versuchsperiode nicht
ziehen. Referenzwerte fur das Endgewicht lassen sich nicht heranziehen, da die
Laufer vor Ende der Mastperiode getotet und nicht nochmals gewogen wurden.

Das Alter der Tiere spielt gerade in diesem Resorptionsversuch eine bedeutende
Rolle. Jungtiere resorbieren Vitamine besser als altere Tiere (Anderson et al. 1995,
beim Schwein; Borel et al. 1997, beim Mensch). Wahrend des Hauptversuches
waren die Ferkel einzeln aufgestallt, um den Habitus und den Gesundheitsstatus der
Tiere, hinsichtlich Fressunlust und Magen- Darm- Erkrankungen besser Uberprufen
zu konnen. Durchfallerkrankungen traten im Versuchszeitraum nicht auf. Dies ist
hinsichtlich der Resorptionsfahigkeit und der Resorptionsmenge der fettldslichen

Vitamine im Dinndarm von grof3er Bedeutung.

5.1.2. Ablauf der Studie

Nach der Einteilung in die 3 Versuchsgruppen erhielt die:
e erste Versuchsgruppe einmalig oral einen Bolus von 4 ml Wasser (Placebo) in
einer Einwegspritze.
e zweite Versuchsgruppe einmalig oral ein konventionelles Vitaminpulver in
einer Gelatinekapsel mit 300.000 IE Vitamin A und 200 mg Vitamin E.
e die dritte Versuchsgruppe einmalig oral 4 ml des Vitaminpraparates —
Sanovital-, mit ebenfalls 300.000 IE Vitamin A und 200 mg Vitamin E in

emulgierter Form.
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Entsprechend dem Kdrpergewicht der Tiere wurde die zu entnehmende Blutmenge
berechnet. Den Tieren wurde in unterschiedlichen Zeitabstanden jeweils 4 ml Blut
aus der V. cava cranialis enthommen. Die erste Blutenthnahme erfolgte vor
Verabreichung des zu untersuchenden Praparates. Die weiteren Messzeitpunkte
waren 20 Minuten, sowie 1, 3, 5, 6, 7, 12 und 24 Stunden post interventionem. Es
wurde mit allen 3 Gruppen (Kontroll-, Vergleichspraparat- und Sanovital- Gruppe)
gleich verfahren.

Zu Versuchsende wurden jeweils 5 Tiere der 3 Versuchsgruppen nach 24, 48 und
nach 72 Stunden getoétet. Sofort nach der Tétung wurden den Tieren Gewebeproben

von Lungen, Leber, Niere und Darmlymphknoten entnommen.

5.1.3. Fiitterung der Tiere

Die Versuchstiere wurden ad libitum geflttert und getrankt. Um realistische
Praxisbedingungen zu schaffen, auch hinsichtlich des Vitamin E Statutes der
heranwachsenden Schweinen, wurden die Versuchstiere nicht Vitamin E depletiert.
Eine Vitamin E Verarmung ist unter Praxisbedingungen schwierig bis nicht moglich,
da die einzelnen Futterkomponenten Vitamin E -haltig sind (Grunfutter, Pellets) und
Uber olige Futterkomponenten immer fettlésliche Vitamine dem Organismus
zugefuhrt werden. Eine Vitamin E -verarmte Futterung ist nur mittels eines semi-
synthetischen Futters moglich. Vitamin E depletierte Ferkel einzusetzen war jedoch

nicht Ziel dieser Studie.

Die Ferkel in diesem Versuch erhielten ein konventionelles Ferkel -Aufzuchtsfutter,
welches kein zusatzliches Fett enthielt. Es ist jedoch zu beachten, dass der
Fettgehalt der Ration einen wesentlichen Einfluss auf den Vitamin E Gehalt der Tiere
hat. Bei Verfutterung von sehr fettreichen Rationen kommt es zum Anstieg der
Malondialdehyde im Plasma, dies weist auf einen Anstieg der Lipidperoxidation hin,
dies hat ein Absinken der a- Tocopherol Konzentration zur Folge (Nair et al. 1993).
Dieses wechselseitige Zusammenspiel von Vitamin E und Fettgehalt der Ration ist zu
berlcksichtigen und kann bei Varianzen der Fettkomponente zu unterschiedlichen

Ergebnissen fuhren.
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In Tabelle 4, Kapitel: Material und Methoden ist die Zusammensetzung, hinsichtlich
Inhalts- und Zusatzstoffe des Ferkelfutters aufgeschlisselt. Der Vitamin E Gehalt des
Futters betrug in dieser Studie 60,00 mg pro Kg Diat, dies entspricht den
Dosierungsempfehlungen der AWT fur Ferkel.

Die Tiere erhielten zusatzlich zur Ration und darin enthaltenen Vitaminen einmalig
einen 4 ml Bolus Sanovital oder das Vergleichspraparat, bzw. das Placebo in Form
einer Gelantinekapsel oral verabreicht. Der Bolus und die Kapseln enthielten jeweils
300.000 IE Vitamin A und 200 mg Vitamin E.

5.2. Vitamin E Gehalt im Serum

Den Tieren wurde vor Applikation der unterschiedlichen Vitamin E -Praparate Blut
entnommen. Im Anschluss daran erhielten die Versuchstiere einmalig einen Bolus
von 4 ml Sanovital, bzw. eine Gelatinekapsel des zu vergleichenden
Vitaminpraparates. Daraufhin wurde den Schweinen abermals nach 20 Minuten, 1, 3,
5,6, 7, 12 und 24 Stunden 4 ml Blut aus der Vena jugularis cranialis entnommen. Die
Intervalle der Blutentnahmen wurden in einem vorangestellten Vorversuch ermittelt
und hier Gbernommen (Lambrecht 2006). Eine Uberprifung des Serums hinsichtlich
moglicher Tocopherol —Konzentrationsanderungen in einem Zeitrahmen von bis zu

24 Stunden nach Applikation wurde als ausreichend erklart.

Im allgemeinen Uberblick stellte sich folgendes heraus:

e Der Vitamin E Serum Gehalt der Kontrollgruppe, die ein Placebopraparat

erhalten hatte, blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer konstant.

e Unterschiede waren zwischen den einzelnen Versuchsgruppen, Sanovital und
Vergleichspraparat- Gruppe zu erkennen. Hier zeigten sich Differenzen in der
Anflutung, dem Zeitpunkt der maximalen Vitamin E Konzentration im Blut,
sowie dem Verhalten nach Erreichen des Konzentrationspeaks. Die
Verlaufskurven sind in Abbildung 17 in Relation gesetzt, siehe Abbildung 17.
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e Signifikante Unterschiede waren nur zwischen der Kontroll- und der Sanovital-

Gruppe nachzuweisen.

Zu diskutieren ware, ob ein direkter Vergleich zwischen den beiden Praparaten mit
der Placebo- Gruppe als Basiswert aufschlussreich genug ist. Eventuell hatte als
Kontrollgruppe eine Gruppe herangezogen werden koénnen, der Vitamin E intra
venos applizieren wird. Die hierbei gewonnen Werte hatten als Basiswerte dienen
konnen, um diese mit der Sanovital- Gruppe in Bezug zu setzen. Dies konnte in einer

nachfolgenden Studie verwirklicht und mit Hilfe dieser Arbeit diskutiert werden.

Die Autoren Wilkens und Kimmerlen (1973), welche den Begriff perorale Injektion
pragten, vermuteten einen fast identischen Wirkungseintritt von i.v. injizierten wie von
oral verabreichten emulgierten Vitaminpraparaten. Somit ware ein direkter Vergleich
maglich.

Bei Verabreichung eines fettléslichen nicht emulgierten Vitaminpraparates ist im
Gegensatz zur unveranderten Resorption des emulgierten Vitamins, die Spaltung
und der Umbau im Duinndarm zu beachten. Dies kann zu einer spateren,
zeitversetzten Resorption und eventuell durch intestinale Verluste zu einem geringen
Resorptionsvolumen flhren. Mit Hilfe der intra vendsen verabreichten Vitamin-
Emulsion, und deren Konzentrationswerte im Serum, lieRe sich die tatsachlich im
Magen- Darm- Trakt resorbierte Menge an emulgiertem Vitamin E im Vergleich zur

definierten i.v. applizierten und zirkulierenden Menge in Relation setzen.

Ein weiterer positiver Effekt der oral verabreichten emulgierten fettloslichen Vitamine
ist die Resorption unabhangig vom Gesundheitszustand der Tiere. Gerade Ferkel
neigen unter Stresssituationen und Futterumstellung zu Steatorrhoe, einer
nichtinfektiosen Diarrhoe, bei der es infolge von Zottenatrophie zur Malabsorption
von Fetten kommen kann. Tieren, die an Fettresorptionsstorungen erkrankt sind, sind
in der Lage Vitamin E in emulgierter Formulierung aufzunehmen. Dies ist von nicht
zu unterschatzender Bedeutung, da gerade kranke, geschwachte, kachektische und
mangelernahrte  Tiere, bedingt durch  Magen-Darm-Erkrankungen  oder

Lebererkrankungen einen erhéhten Vitaminbedarf aufweisen.
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Bei Verabreichung eines fettldslichen nicht emulgierten Vitaminpraparates ist, im
Gegensatz zu emulgierten Vitaminpraparaten, die enzymatische Spaltung im
Dunndarm im Bezug auf die Resorptionszeit zu berlcksichtigen.

Erkenntnisse aus der Humanmedizin im Jahre 2000 von Julianto und seine Kollegen,
welche an gesunden mannlichen Probanden Unterschiede, hinsichtlich der
Bioverfugbarkeit von emulgiertem Vitamin E und nicht emulgiertem Vitamin E in einer
Gelatinekapsel  ausgewertet hatten, zeigen ebenfalls Differenzen im
Resorptionsverhalten. Aufbauend auf die damals gefundenen Ergebnisse am
Mensch, dient diese Arbeit der Uberpriifung eine gesteigerte Resorption pro
Zeiteinheit, wobei das zu erreichende Maximum des Vitamingehaltes im Blut friher
erreicht und grolRer ausfallen soll. Mittels Applikation von fettldoslichen emulgiertem
Vitamin E konnte dies vergleichend mit einer Kontrollgruppe, sowie einer
Vergleichspraparatgruppe beim beim Ferkel gezeigt werden, siehe Abbildung 17. Die
Gabe von emulgiertem Vitamin E fihrt demnach beim heranwachsenden Schwein zu

einem ahnlichen Resorptionsbild wie beim Mensch.

Ein Vergleich mit einer Gruppe, der die Vitamin- Ollésung intramuskular verabreicht
wird, ist in dieser Studie nicht sinnvoll. Es ist erwiesen, dass diese i.m. verabreichten
Losungen zu Olabszessen neigen und die Resorption hierdurch erheblich verringert
wird (Wagner 1954).

5.2.1. Anflutung im Serum

In der hier durchgefihrten Studie fuhrt die Verabreichung der emulgierten
Wirkstoffformulierung in der Sanovital- Gruppe bereits nach einer Stunde zu einem
sichtbaren Anstieg des Tocopherol Gehaltes. Nach 3 Stunden erreichte der Vitamin
E Gehalt sein Konzentrationsmaximum mit 7,08 + 2,90 pyg/ml Vitamin E. Dieser ist

signifikant (p<0,05) zur Kontrollgruppe. Dies zeigt sich in Abbildung 17.

Der Anstieg des Vitamin E Gehaltes im Serum der Vergleichspraparat- Gruppe

vollzieht sich, im Vergleich zur Sanovital- Gruppe deutlich langsamer. Zusatzlich fallt
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der Konzentrationspeak, also der Gehalt an Tocopherolen im Serum deutlich

geringer aus.

—&—Kontrolle —l— Sanovital Vergleichspraparat

12

10

—
—

Vitamin E in pg/ml

o
o

0 1 2 3 4 5 6 7

Std post interventionem

Abbildung 17: Serumresponse Vitamin E (in pg/ml Serum) in den 3 Versuchsgruppen
(Kontrollgruppe, Sanovital- Gruppe und Vergleichspraparatgruppe),
(Mittelwert + Standard- Abweichung), zum Zeitpunkt O (vor oraler Applikation)
bis 7 Stunden post interventionem.

Ein unterschiedliches Resorptionsverhalten konnten Julianto et al. im Jahre 2000
beim Menschen ebenfalls mit Hilfe von emulgierten und nicht emulgierten
Vitaminpraparaten provozieren. Im Zeitrahmen bis 6 Stunden post interventionem
divergiert das Verhalten der zu vergleichenden Praparate deutlich. Ollésliche
Vitamine werden auf die TrdpfchengroRe des Milchfettes feinemulgiert. Hierdurch
kann die Resorption analog der Muttermilch auf korpuskulare -lymphatischen Weg
erfolgen. Dieser Resorptionsweg geht im Vergleich zur transzellularen Resorption
sehr rasch. Auch Haubold et al. registrierten in verschiedenen Studien (1959, 1960,
1962 und 1964) signifikant erhdhte Serumwerte, in diesen Studien kam es schon
teilweise nach 15 Minuten zu einem Anstieg der Tocopherole. In diesen Studien

konnte ebenfalls eine quantitativ hdhere Resorbierbarkeit der Feinemulgate und der
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daran gebundene Fettldslichen Vitamin, gegeniber nicht emulgierten Fetten

nachgewiesen werden.

Als Grundlage, der hier durchgefuhrten Studie, lassen sich die Versuchsergebnisse
von Ochoa et al. ansehen. Mit einem ahnlichen Versuchsaufbau erzielte Ochoa et al.
im Jahre 1992 am Tiermodell Schaf vergleichbare Ergebnisse. Dies galt es beim
Ferkel zu bestatigen, um auch bei dieser Tierart ein optimale Verabreichungsform

und Wirkstoffformulierung von fettléslichen Vitaminen zu eruieren.

In den Studien von Ochoa et al. wurden sechs unterschiedliche
Wirkstoffformulierungen (emulgiert, micelliert, als Alkohol- oder in Acetatform) des
fettléslichen Vitamin E miteinander verglichen. Hier wurde ebenso, die quantitative
Resorption pro Zeiteinheit und deren Verhalten hinsichtlich Anflutung,
Serumresponse, Konzentrationsgehalt und Absinken der Werte im Blut, sowie das
Speicherverhalten in unterschiedlichen Gewebearten bei Applikation der
unterschiedlichen Formen Uberpruft.

Ein direkter Vergleich kann jedoch nicht ohne Einschrankung gezogen werden, da es
sich in der vorliegenden Untersuchung nicht um Ruminanten (Schaf), sondern um
Monogastrier (Schwein) handelt. Die Resorption von Vitamin E bei diesen beiden

Tierarten verlauft unterschiedlich, daher ist ein direkter Vergleich nicht moglich.

Ebenfalls unterschieden sich die Zeitpunkte der Blutentnahmen. In der Studie von
Ochoa et al. fanden die Blutentnahmen in der ersten Woche taglich und ab dem
siebten Tag bis zum 56 Tag 1mal wochentlich statt.

In den Studien von Ochoa et al. konnte, wie auch in der vorliegenden Studie, mit
emulgiertem flissigen DL- a—Tocopherol eine rasche Anflutung in den ersten 24- 48
Stunden erzielt werden. Des Weiteren fuhrte diese Formulierung, des fettloslichen
Vitamin E, zu einer best mdglichen quantitativen Resorptionsmenge Vitamin E pro
Zeiteinheit im Blut.

Anhand des hier durchgefiihrten Versuches und unter mit Einbezug der Studie von
Ochoa et al. und Julianto et al. Iasst sich ableiten, dass es zu einem schnelleren
Konzentrationsanstieg bei Verabreichung von Vitamin E in emulgierter Form im Blut

kommt. Dies konnte hiermit belegt werden, siehe Abbildung 17.
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5.2.2. Erreichen des Konzentrationsmaximums

Bei Applikation von Vitamin E in Emulsionsform wird das Konzentrationsmaximum
bereits nach 3 Stunden erreicht. Diese Zeitspanne, die bis zum Erreichen des
Konzentrations- Peaks benotigt wird, lasst sich auch aus den Ergebnissen von
Hidiroglou et al. (1989), Ochoa et al. (1992) und Julianto et al. (2000) ableiten. In
diesen Studien wurde das Maximum der Vitamin E Konzentration bei Applikation von
emulgiertem Vitamin E in den ersten Stunden erreicht. Ochoa et al. (1992) erzielte
mit flussigem emulgierten DL-a-Tocopherol die effizienteste Anflutung und das
grofte Konzentrationsmaximum im Blut, verglichen mit nicht emulgierten, trockenen,
micelliertem Tocopherol, Tocopherol acetat und Tocopheryl. Bei Julianto et al.
wurden die Maxima der zu vergleichenden Praparate zwischen 5 und 12 Stunden
erreicht. Wie in dieser durchgefuhrten Studie verzeichneten Ochoa et al. und Julianto
et al. ein zeitlich frGheres Erreichen des Maximums bei Gabe von emulgiertem
Vitamin E.

Nach einer Plateau- Phase, in der die Vitamin E Konzentration bei 5,89 + 0,92 ug/ml
und 5,91 + 0,99 pg/ml stagniert, wird auch in der Vergleichspraparat- Gruppe das
Konzentrationsmaximum, mit 6,07 + 1,04 ug/ml erreicht. Dieser Peak wird nicht nur
spater erreicht, sondern fallt auch im Vergleich zur Sanovital- Gruppe geringer aus
und ist nicht mehr signifikant. Dies ergaben die Ergebnisse von Ochoa et al. am
Tiermodel Schaf und Julianto et al., am Model Mensch, ebenfalls in vergleichbaren

Studien. Ziel der Studie war es dies beim heranwachsenden Schwein zu bestatigen.

5.2.3. Absinken des Vitamin E Gehaltes

Nach der Anflutung im Blut und dem Erreichen des Maximums fallen die Tocopherol-
Werte wieder kontinuierlich ab. Das Vitamin E wird jetzt im Organismus auf die
einzelnen Zielorgane verteilt. Das Absinken des Serum Vitamin E Gehaltes vollzieht
sich in der Sanovital Gruppe langsamer im Vergleich zur Gruppe, der das
herkdbmmliche nicht emulgierte Vitaminpraparat verfiittert wurde. Nach 24 Stunden
sind die Werte der Sanovital- Gruppe immer noch Uber den Werten der

Vergleichspraparat- Gruppe. Diese hat sich in ihren Werten der Kontrollgruppe fast
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angeglichen, siehe Abbildung 18. Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch Hidiroglou
(1991). Hier wurde das emulgierte Vitamin E jedoch, verglichen zu dieser Arbeit, intra
venos appliziert. In dieser Studie sanken die Tocopherol Konzentrationen ebenfalls
langsamer und blieben lange, bis 48 Stunden post interventionem Uber den Werten

der Vergleichsgruppe, welcher nicht emulgiertes Vitamin E i.v. verabreicht wurde.

Die hier gefundenen Ergebnisse untermauern die These einer schnelleren

Resorption der Tocopherole im Dunndarm bei Verabreichung in emulgierter Form.

Yitamin E in pgiml

Kontrolle Sanovital Vergleichspraparat

Abbildung 18: Serumresponse Vitamin E (in pg/ml Serum) der 3 Versuchsgruppen
(Kontrollgruppe, Sanovital- Gruppe und Vergleichspraparatgruppe),
(Mittelwert + Standardabweichung) zum Zeitpunkt 24 Stunden post
interventionem.
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5.3. Resorptionsweg und indirekte Nachweismethoden:

Um die Hypothese des Kkorpuskular-lymphatischen Resorptionsweges zu
untermauern, wurden histologische Dinndarmschnitte angefertigt.

Um die Aufnahme in den Organismus, bzw. den Ubertritt vom Darmlumen in das
Blut- und Lymphsystem, zu veranschaulichen und verfolgen zu kénnen, wurden die
Schnitte in definierten Zeitabstanden (10, 40 und 60 Minuten) angefertigt. Die kurzen
Intervalle wurden basierend auf friher durchgeflihrte Studien an anderen
Tiermodellen ausgewahlt. Zusatzlich wurden in dieser Arbeit Gewebeproben der
Darmlymphknoten entnommen, dies geschah in den Zeitintervallen 20 und 40
Minuten post interventionem des emulgierten Vitaminpraparates. Die mittels Ol-Rot
gefarbten Fettemulsionstrépfchen werden ohne vorherige enzymatische Aufspaltung
in den Interzellularspalt zwischen den Enterozyten aufgenommen und direkt in das
Lymphsystem geschleust. Anhand dieser Schnitte ist ersichtlich, dass der Ubertritt
ins Lymphsystem bereits nach 10 Minuten nach oraler Aufnahme des, an

Fettkigelchen gebundenen Tocopherols aufgenommen wird, siehe Abbildung 13.

Anhand der, in dieser Arbeit angefertigten Bilder in unterschiedlichen Zeitintervallen,
lasst sich die These von Haubold bestatigen. Durch Entnahme von
Dinndarmgewebe zur Anfertigung von histologischen Schnitten 10, 40 und 60
Minuten post interventionem von 4 ml Sanovital Emulsion und anschlieBender Ol in
Rot Farbung, lasst sich der Resorptionsweg der Fettemulsionskigelchen und der
damit verknupften fettldslichen Vitamine verfolgen.

Man kann, aus diesen hier gefundenen Ergebnissen und den Uberlegungen von
Haubold hypothetisieren, dass Milchfett  und Feinemulgaten, bzw.
Fettemulsionstropfchen, nach dem Durchtritt durch die Dunndarmzotten auf
korpuskular -lymphatischen Resorptionsweg weiter transportiert werden. Es wird
angenommen, dass emulgiertes Vitamin E ebenfalls an Milchfetttropfen gebunden
die Darmschranke passiert. Studien von Wagner (1954), welcher sich mit der
Resorption von fettloslichem vitamin A und D beschaftigt hat, konnten zum Vergleich
mit den hier gefundenen Ergebnissen herangezogen werden. Anhand
mikroskopischer Bilder, des mit Sudan Il angefarbten Fettes konnte festgestellt
werden, dass die Resorption von Feinemulgaten Uberwiegend direkt, ohne Kontakt

zur Leber Uber den Lymphweg in den grollen Kreislauf erfolgt. Bei diesem
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Resorptionsweg ist kein chemischer Abbau und Wiederaufbau in den Darmzellen
notwendig. Haubold (1959) und Madlbert (1960) vermuteten, dass dieser Vorgang mit
Hilfe der Zottenpumpe in das zentrale Lymphgefal® der Zotte von statten geht.
Beweisend hierfur, zeichnet sich in dieser Arbeit bereits nach 10 Minuten, siehe
Abbildung 13, post interventionem der Ubertritt der Emulsionspartikel durch das

Epithel der Darmzotten und die Uberleitung in das Lymphsystem ab.

Shoshkes et al. (1950), Geyer (1952), Wagner (1954) und Haubold (1964)
schlussfolgerten, dass Feinemulsionen und emulgierte fettlosliche Vitamine, wie
Vitamin E, Uberwiegend den korpuskular -lymphatischen Resorptionsweg
einschlagen, ohne vorherige Lipolyse im Darmlumen und direkt in den grof3en
Kreislauf eingeschleust werden, schematisch in Abbildung 19 dargestellt.

Spezifisch bei der Resorption von Emulsionen, emulgierten Vitaminen, Fetten und
Olen ist das Verteilungsmuster der angefarbten Fettpartikel. Diese sind in den
histologischen Schnitten in den distalen Abschnitten des Zottenepithels rot angefarbt
zu erkennen. Das nicht in Emulsionsform aufgenommene Fett wird ebenfalls

resorbiert, jedoch zuvor fermentativim Darmlumen abgebaut.

Des Weiteren verzeichnete Haubold eine schnellere Resorption von emulgierten
Substanzen, bzw. von emulgierten fettloslichen Vitaminen, in seinen Studien anhand
von Vitamin A, und eine Verkurzung der Zeitspanne zwischen Resorption und
Aufnahme ins Zielorgan. Durch den korpuskularen lymphatischen Resorptionsweg
von Feinemulgaten wird der eigentliche Resorptionsweg, den nicht emulgierte Fette
nehmen, Uber die Leber und das Pfortader- System mit Hilfe von Galle, Lipasen und
Pankreasenzyme umgangen. Dieser Prozess kann schon im Maul Uber die
Maulschleimhaut, bedingt durch Druck- und Durchblutungsanderungen beim

Schlucken, beginnen und ist nicht auf die Aufnahme im Dinndarm beschrankt.
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Resorptionsmoglichkeiten:

Transzellulare Aufnahme
Emulsionskigelchen

l

enzymatisch aufgespaltene
Milchfette in Form von Fettsduren
Und Glycerin, und Chylomikronen

Perizellulare Aufnahme von Emulsionspartikel

!

ohne enzymatische Aufspaltung der
Emulsionspartikel infolge der vor-
handenen Grenzflachenspannung

! \ !

Lymphweg oder Uber das uber den Lymph- uber die Desquama-

Pfortadersystem spalt zwischen tionszone an der
den Saumzellen Zottenspitze
Zielgewebe in das Lymph- und Blutsystem
das Pfortadersystem wird
umgangen
Zielgewebe

Abbildung 19: Verschiede Resorptionswege, trans- und perizellular, von Vitamin E

Des Weiteren ist die Teilchengrofle der Emulsionspartikel fur die Aufnahme in den
Organismus entscheidend (Armand et al. 1999). Milchfettkligelchen in Kuhmilch
haben im Durchschnitt einen Durchmesser von 3 p mit einer Schwankung von 0,2 —
22 . Die Fettemulsionspartikel des Praparates Sanovital sind der PartikelgroRe von
Milch nachempfunden und weisen einen Diameter von ebenfalls ca. 3 y auf, um eine

optimale Resorption im Darm zu gewahrleisten.

Die Schlussfolgerung dieser histologischen Schnitte ist, dass das emulgierte Vitamin
E direkt Uber die Lymph- und Blutbahn gelangt. Dies geschieht auf lymphatisch-
korpuskularem Wege. Die mdgliche resorbierbare Menge ist somit, gemessen an der
Resorptionszeit, gréoller und effektiver. Die nicht emulgierte Wirkstoffformulierung
(Pulverform) wird erst im Dunndarm gespalten, intrazellular aufgenommen und in den
Enterozyten wieder neu zusammengesetzt. Anschlieend erfolgt der Weitertransport
zur Leber, um von dort aus im Organismus verteilt zu werden. Dieser Vorgang der

Resorption Uber die Leber (Leber-Pfortader —System) dauert im Vergleich langer.
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5.4. Anreicherung von Vitamin E in den Organen:

Zu bertcksichtigen ist, dass nicht nur das, von extern zugefihrte Vitamin E
Auswirkungen auf den Vitamin Gehalt in den Organen hat, sondern auch das
gespeicherte Vitamin E Einfluss auf den Gehalt und das Speicherverhalten nimmt.
Der Plasmalipidlevel und der Grad der Fettleibigkeit sind ebenfalls wichtige
Einflussfaktoren auf den Gehalt im Gewebe, (Bieri und Evarts 1975).

Exakte Angaben uber das Anreicher- und Speicherverhaltes in den, in dieser Studie
untersuchten Organen sind nicht exakt verifizierbar, da die Versuchstiere nicht
Vitamin E verarmt waren. Des Weiteren lasst sich das Langzeitspeicherverhalten von
Vitamin E im Organismus nicht vollstandig nachvollziehen, dies war jedoch auch
nicht Ziel dieser Arbeit. Hierfur hatte man vor allem Proben von lipidreichem Gewebe,
in diesem Fall dem Fettgewebe, als eines der Hauptspeicherorgane (Tomassi und
Silano, 1996; Wang und Quinn, 1999; Jensen et al. 1990), sowie Gewebeproben der
Skelettmuskulatur entnehmen mussen. Anhand der Studie von Bjorneboe et al. |asst
sich ableiten, dass sich vor allem im Fettgewebe, aber auch in Leber,
Skelettmuskulatur insgesamt ca. 92% des Gesamttocopherolmasse gespeichert wird,
(Bjorneboe et al. 1986). Anhand der Tocopherol Konzentrationen im Fett- und
Muskelgewebe lasst sich die Vitaminversorgung des Tieres auch retrospektiv, auf
langere Sicht gesehen, ableiten. Diese Gewebe gehdren zu den langfristigen
Speicherorganen (Jensen et al. 1990). In diesem Fall fehlten hier zwei Gewebe, die
nicht analysiert wurden, aber zu den langfristigen Hauptspeicherorganen gehdéren.
Untersucht werden sollte die Anflutung der Tocopherole, sowie die Anreicherung und
das kurzfristige Speicherverhalten von Vitamin E in folgenden Organen: Leber, Niere,

Lunge, Darmlymphknoten.

Ebenfalls in dieser Studie nicht Uberpruft wurde die Ausscheidung des Vitamins Uber
den Kot und den Urin der Tiere. Ein direkter Vergleich zwischen Vitamin- Input und
Vitamin- Output Iasst sich somit nicht ziehen. Der Anteil, der vom Tier unverwertet
wieder ausgeschieden wird, wurde in dieser Studie somit nicht berechnet. Der
Groldteil der nachweisbaren Menge der Tocopherole, die Uber den Kot
ausgeschieden werden, stammt aus unvollstandiger Absorption. Dies ist vor allem

bei einem Uberangebot von Vitamin E in der Nahrung der Fall. Diese werden als
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Tocopherylquinone, Tocopherylhydroquinone und deren Polymerisationsprodukte
ausgeschieden. Hieran hatte man den Vitamin E Status der Schweine, sowie den
Sattigungsgrad im Blut ableiten kdnnen, (Gassmann 1997, Traber und Sies 1996).
Die Speicherkapazitdt und das Ausscheidungsverhalten, bzw. Ausscheidungs-
volumen kdnnte in einer nachfolgenden Arbeit analysiert und mit dieser Arbeit

diskutiert werden.

Die Organe wurden entnommen, um das Verhalten der einmalig oral applizierten
Tocopherole im Organismus zu ermitteln. Dies geschah im Hinblick auf die
kurzfristige Speicherkapazitat in den Organen, bei nicht depletierten Tieren und zur
Verifizierung der zeitlich gesehenen Ausscheidung von Vitamin E aus dem
jeweiligen Gewebe.

Es ist jedoch zu bedenken, dass die hier untersuchten Organe zur Uberpriifung des
Konzentrationsanstieges bei oraler Verabreichung, eher ungeeignet sind, da eine
Anflutung und Speicherung erst zeitversetzt erfolgt. Hierflr ist das Serum besser

geeignet.

5.4.1. Leber

Der Tocopherolgehalt der Leber zahlt zum essentiellen Vitamin E Pool im
Organismus (Burten 1990, Cadenas et al. 1995, Mutaku et al. 1998). Vitamin E
depletierte Tiere zeigen bei Substitution mit Vitamin E im Lebergewebe den hochsten
Konzentrationsanstieg (Ochoa et al. 1992). Die Leber gehért, im Hinblick auf die
Vitamin E Anreicherung zu den kurzfristigen Speicherorganen, daher spiegelt dieses
Organ die momentane Versorgungslage wieder (Jensen et al. 1990).

Aus diesem Grund wurden die Vitamin E Konzentrationen in diesem Gewebe 24, 48
und 72 Stunden post interventionem gemessen. Eine mdgliche Differenz in der
Anflutung der Tocopherole der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die auf die
unterschiedliche Wirkstoffformulierung zurlckzufiihren ware, sollte anhand der

Vitamin E Konzentration im Lebergewebe nachgewiesen werden.

Ein deutlicher Unterschied besteht zum Zeitpunkt 48 Stunden, nach Verabreichung

des emulgierten Vitamin E, mit der Kontrollgruppe. Die Sanovital Gruppe, mit 7 + 1
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Mg/g uS, hat zu diesem Zeitpunkt eine signifikant (p < 0,05) geringere Tocopherol
Konzentration, wie die Kontrollgruppe, mit 24 + 10 ug/g uS, siehe Abbildung 20.

Der verspatete Anstieg der Tocopherol Konzentration im Lebergewebe ist eventuell
auf den verspatete Anstieg der Konzentration im Blut, und die hieraus resultierende

zeitversetzte Verteilung auf die Organe zurlckzufuhren.

In der Vergleichspraparat -Gruppe sind die Konzentrationen der Leber zu den
Messzeitpunkten 24 Stunden und 48 Stunden, unter Einbezug der geringen Streuung
fast konstant. Die Konzentrationen liegen im Bereich 13 + 3 pug/g uS (24 Std.) und 13
+ 4 pg/g uS (48Std.). Erst 72 Stunden post interventionem, des nicht emulgierten
Vitaminpraparates zeichnet sich ein deutlicher Anstieg der Vitamin E Konzentration
auf 25 + 21 pg/g des untersuchten Lebergewebes ab, hier ist jedoch die groflke
Streuung zu beachten.

Ochoa et al. (1992) haben die Gewebekonzentrationen und das Verhalten der
Tocopherole im Blut (Anflutung, Maximum, Absinken) bei Schafen Uber eine
Zeitspanne von 56 Tagen ausgewertet. In diesen Studien wurde das Maximum der
Vitamin E Konzentration im Blut nach 24 Stunden post interventionem erreicht. Bei
oraler Verabreichung von nicht emulgiertem Vitamin E, je nach Formulierung, wird
der Konzentrationspeak erst nach 2, bzw. 3 Tagen erreicht. Solch ein Maximum
konnte in der vorliegenden Studie nicht erfasst werden, da die Blutentnahmen auf
einen Zeitraum bis 24 Stunden post interventionem des Vitaminpraparates
beschrankt waren. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag jedoch auf der Ermittlung der
Speicherkapaziat von emulgiertem Vitamin E in den kurzfristigen Speicherorganen,

vor allem der des Lebergewebes.

Das Lebergewebe der Gruppe |, der 4 ml des emulgierten Vitaminpraparates
verabreicht wurde, zeigt eine leicht konkave Resorptionskurve, siehe Abbildung 20.

Dieser, im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte Tocopherolgehalt konnte, zum
Messzeitpunkt 24 Stunden auf die gleichzeitige Verabreichung von Vitamin A

zuruckzu- fihren sein, siehe 5.5. Interaktionen von Vitamin A und E.

Eine weitere Moglichkeit das Ergebnis zu interpretieren, ist die Umgehung der Leber
bei Applikation von emulgiertem Vitamin E. Dieses Verhalten der Tocopherole |asst

sich anhand des lymphatisch korpuskularen Resorptionsweges erklaren. Das
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emulgierte Vitamin E wird, ohne Beteiligung der Leber direkt Gber den Lymph- und
Blutweg auf die Zielorgane verteilt. Der spate Anstieg nach 72 Stunden auf 19 + 0,07
Mg/g uS, lasst sich durch die Funktion der Leber als Speicherorgan fur fettlosliche

Vitamine erklaren.

Vitamin Ein pg/g uS in der Leber

O Kontrolle m Sanovital O Vergleichspraparat

50

45

40

35 -

30 -

25 I T

20 A ab

Vitamin E in ug/g uS

15

5 - )
0 ‘ ‘

24 48 72

Stunden post interventionem

Abbildung 20: Vitamin E Gehalte in der Leber (ug/g uS) in den Versuchsgruppen (Sanovital
und Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardabweichung) 24, 48, 72
Stunden nach Applikation des jeweiligen Vitaminpraparates, unterschiedliche
Buchstaben (a, b) kennzeichnen Signifikanzen.

Das Sanovital Praparat ist ein Vitamingemisch aus den beiden fettléslichen
Vitaminen A und E. Der Bolus, den die Tiere verabreicht bekamen, enthielt 300.000
IE Vitamin A und 200 mg Vitamin E. Das Absinken des Vitamin E Gehaltes zu den
Entnahmezeitpunkten, schon 24 Stunden post interventionem, lasst sich eventuell
auf die hohe Konzentration des Vitamin A zu diesem Zeitpunkt zurtickfihren. Zum

Messzeitpunkt 48 Stunden post interventionem hat Vitamin A sein
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Konzentrationsmaximum in der Leber erreicht, diametral hierzu sind die Vitamin E
Werte am Tiefpunkt ihrer Konzentration. Vitamin A wird eventuell unter dem
schitzenden Einfluss von Vitamin E vermehrt in die Speicher des Lebergewebes

eingelagert. Hierbei kommt es zu Verlusten bei Vitamin E.

5.4.2. Niere

Die Niere zahlt nicht, wie Leber, Pankreas, Fettgewebe und Muskulatur zu den
primaren Speicherorganen.

Dies lasst sich ebenfalls anhand der Ergebnisse von Ochoa et al. (1992) ableiten, in
welchen die Niere, sowie der Musculus gluteus (wurde hier nicht untersucht) zu den

Organen gehort, die eine sehr geringe Geweberesponse aufweisen.

Verdeutlicht wird dies durch die hier ermittelten Ergebnisse der Gewebeproben im
Versuchszeitraum von 24 bis 72 Stunden. Es lasst sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe, welcher mittels dem Plazebopraparat kein zusatzliches
Vitamin E zu geflhrt wurde, und den beiden anderen Gruppen, welche Vitamin E in
unterschiedlicher Wirkstoffformulierung erhalten haben, herausarbeiten. Die Werte
blieben konstant zwischen 20 + 2 pjug/g uS und 23 + 2 pg/g untersuchtem

Nierengewebe, unabhangig vom Entnahmezeitpunkt, siehe Abbildung 21.

106



Diskussion

Vitamin E in pg/ g uS in der Niere
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Abbildung 21: Vitamin E (in pg/ g uS) Gehalte in der Niere in den beiden Versuchsgruppen
(Sanovital und Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardabweichung)

5.4.3. Lunge

In der Lunge lassen sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Applikation
von Vitamin E in den beiden Wirkstoffformulierungen —emulgiert und nicht emulgiert-
darstellen. Die Werte lagen von beiden Gruppen uber den Werten der
Kontrollgruppe, welche keinen zusatzlichen Vitamin E- Bolus erhalten hatte. Der
Unterschied der Plazebogruppe ist jedoch zu keiner der beiden Gruppen signifikant,
siehe Abbildung 22.

Zwar fuhrte die Applikation von Vitamin E zu einem Konzentrationsanstieg im
Lungengewebe, jedoch war der Konzentrationsunterschied zu keinem Zeitpunkt
signifikant. Die Werte der Kontrollgruppe blieben wahrend der Versuchsdauer

konstant.
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Abbildung 22: Vitamin E Gehalte in der Lunge (ug /g uS) in den drei Versuchsgruppen
(Kontrolle, SanoVital, Vergleichspraparat) (Mittelwert + Standardabweichung)
nach Gabe der Vitaminpraparate

5.4.4. Darmlymphknoten

Die Gewebeproben der Darmlymphknoten eignen sich nicht zur Uberprifung der
Tocopherolanreicherung, da sie nicht zu den Speicherorganen fettldslicher Vitamine
zahlen. Hierfur sprechen auch die ermittelten Ergebnisse. In den Darmlymphknoten
lasst sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe weder bei der Sanovital- Gruppe noch
bei der Vergleichspraparat- Gruppe ein deutlicher Unterschied verzeichnen. Die
einzelnen Werte bewegen sich im Rahmen von 47 + 17 ug/g uS und 64 + 42 ug/g
usS.
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Um Varianzen der Tocopherolkonzentrationen im Gewebe zu zeigen, hatten die
Proben zu einem friheren Zeitpunkt entnommen werden missen. Dass die
Darmlymphknoten in den Resorptionsweg mit involviert sind, zeigen die
histologischen Schnitte deutlich. Diese Gewebeproben sind zu friheren Zeitpunkten
(20 und 40 Minuten post interventionem) entnommen worden und spiegeln den
raschen lymphatisch- korpuskularen Resorptionsweg in Form der rot angefarbten
Milchfett- Emulsionstropfchen im Lymphknotengewebe wieder. Bereits 20 Minuten
nach oraler Applikation sind vereinzelt Fetttropfchen zu identifizieren. Daher sind die
Gewebeproben, welche erst 24, 48 und 72 Stunden post interventionem entnommen
wurden weniger aussagekraftig, da hier kaum noch Vitamin E nachzuweisen ist. Dies

ist in Abbildung 23 zu sehen.

Vitamin E in pg/g uS in den Darmlymphknoten

OKontrolle @ Sanovital O Vergleichspraparat
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Abbildung 23: Vitamin E Gehalt (ug/g uS) in den Darmlymphknoten in den drei
Versuchsgruppe (Kontrolle, Sanovital, Vergleichspraparat) (Mittelwert +
Standardabweichung)
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5.5. Vitamin A und Vitamin E Applikation in Kombination

Ein geringer Konzentrationsausschlag von Vitamin E, sowohl im Blut, als auch in den
Organen, ist mdglicherweise auf den Zustand zurlckzuflhren, dass die Tiere vor
Versuchsbeginn nicht Vitamin E depletiert worden sind. Der Vitamin E Level der
Schweine war im physiologischen Bereich (unter 7 pmol/l), daher war kein

signifikanter Ausschlag der Vitamin E Konzentration zu erwarten.

Eine weitere Moglichkeit flr den geringen Anstieg der a- Tocopherol Konzentration
im Korper kdnnte auf die gleichzeitige Applikation des, ebenfalls im Sanovital AE-
Praparat enthaltenen Vitamin A zurlckzufihren sein. Beide Vitamine ahneln sich in
ihrem Metabolismus. Beide fettléslichen Vitamine bendtigen spezielle exta- und
intrazellulare Bindungsproteine fur ihre unterschiedlichen Formen und deren

Katabolismus im Korper.

Interaktionen dieser beiden fettléslichen Vitamine wurden schon von mehreren
Autoren in diversen Studien an unterschiedlichen Versuchstieren beschrieben (Bieri
et al. 1981, Bieri und Tolliver 1982, Alam und Alam 1983, Hanke et al. 1985, Hoppe
et al. 1992, Anderson et al. 1995, Wang et al. 1995, Tesariere et al. 1996, Fuhrmann
et al. 1997, Eicher et al. 1997, Goss-Sampson et al. 1998, Zimmer et al. 2000,
Brigelius-Flohe et al. 2002, Ching et al. 2002).

Es wurden unterschiedliche Hypothesen von unterschiedlichen Autoren erstellt, die

die gegenseitigen Wechselwirkungen der Vitamine E und A erklaren:

e Vitamin A hemmt die intestinale Resorption von Vitamin E,

Absorptionsbehinderung (Bieri und Tolliver 1982)

e Bei Verabreichung von Retinolsaure: Retinolsaure verandert den Vitamin E
Metabolismus (Bieri et al. 1981)

e Bei Verabreichung von Retinsaure: Erhdhte Oxidationsrate der Tocopherole
(Bieri et al. 1981)
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e Vitamin E Ubt einen schutzenden Effekt auf Retinol aus, und wird dadurch
vermehrt verbraucht (Hanke 1985)

e Geringere Zuruckbehaltung der Tocopherole im Organismus bei gleichzeitiger

Verabreichung von Vitamin A (Ching et al. 2000)

e |Interaktion von Vitamin A und E: sinkende Vitamin E Konzentrationen im
Serum und der Leber, bei Erhéhung des Vitamin A Gehaltes im Futter (Ching
et al. 2002)

Ob sich in dieser Arbeit eine Behinderung der Resorption schon wahrend des
Uberganges vom Darmlumen in das Blut-, bzw. Lymphsystem vollzieht, ist nicht
zweifelsfrei zu bestatigen. Es findet auf jeden Fall ein Anstieg der Tocopherol
Konzentration im Serum statt, siehe Abbildung 18. Ob bei alleiniger Verabreichung
von Vitamin E ein quantitativ grolReres Konzentrationsmaximum zu erwarten
gewesen ware, musste in einer zweiten Vergleichstudie, in der ausschliel3lich Vitamin

E verabreicht wird, Gberprift werden.

Ching et al. (2002) untersuchten die Beziehung von Vitamin E und Vitamin A und
deren gegenseitige Interaktionen an Schweinen.

Ching et al. konnten eine eindeutige Korrelation zwischen der Vitamin-Applikation
und dem Vitamin -Gehalt im Serum nachweisen. Wie zu erwarten, erfolgte ein
Konzentrationsanstieg beider Vitamine, Retinol und a- Tocopherol, im Plasma bei
einer Erhdhung des jeweiligen Substituenten im Futter. Dies war auch hier zu
beobachten. Die a-Tocopherol- Konzentrationen in der Leber und im Serum sanken
beide nachdem die Vitamin A Ration im Futter erhéht wurde. Werden den Schweinen
nur erhohte Retinol Mengen verabreicht, sinken die a- Tocopherol- Werte im Plasma.
Ching et al. (2002) begrundeten diesen Effekt in einer reduzierten Absorption und
einer geringeren ZurlUckbehaltung des a-Tocopherols im Organismus infolge der
Verabreichung von gréfkeren Mengen Vitamin A bei heranwachsenden Schweinen.
Ein Anstieg der Vitamin A Konzentration im Futter von heranwachsenden Schweinen
beeinflusst die Vitamin E Konzentration im Serum negativ, die beiden Vitamin wirken

diametral.
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Die Studien von Ching et al. lassen sich nicht unmittelbar auf die hier durchgefihrte
Studie Ubertragen. In dieser Arbeit wurden den Schweinen einmalig, und nicht wie
bei Ching et al. Uber langere Zeit beide Vitamine, A und E, oral zugefuhrt wurden. Die
These der gegenseitigen Absorptionsbehinderung kdnnte die Ursache fur den gering

ausfallenden Vitamin E Peak sein.

Bei ausgewachsenen Schweinen lie3 sich eine Behinderung der a- Tocopherol
Absorption durch grole Mengen an Vitamin A nicht nachweisen, (Anderson et al.
1995). Dies hangt mit einem anderen Vitamin E Metabolismus bei alteren

ausgewachsenen Tieren zusammen.

Da die Serumwerte in kurzen Abstanden nach der Applikation genommen wurden,
lasst sich vermuten, dass die Resorption in den Organismus erschwert, und damit
vermindert wird, oder es zumindest zu einem Konkurrenzverhalten zwischen den
beiden fettloslichen Vitaminen E und A kommt. In der Leber existieren spezifische
Bindeprotein- und Transportmechanismen, wie das a—Tocopherol-Transfer- Protein,
(a-TTP) und das o—Tocopherol-assoziierte-Protein (a-TAP) (Catignani 1975). Zimmer
et al. (2000) erkannten eine CRAL (cis-retinal binding motif) Sequenz, die den a-TAP
gemein ist. Dieses a- Tocopherol assoziierte Protein ist in der Lage, auller
Tocopherolen, ebenfalls Retinal zu binden. Dieser Prozess findet vor allem in den
Mukosazellen statt. Dies lasst den Rulckschluss zu, dass bei gleichzeitiger
Applikation der fettldslichen Vitamin A und E in emulgierter Form, vermehrt Vitamin A
resorbiert oder in Hepatozyten aufgenommen wird. Es besetzt die spezifischen
Vitamin E Bindeproteine und vermindert so dessen vollstandige Aufnahme in die
Enterozyten. Hier ware in einer weiteren Studie das Ausscheidungsvolumen von
Vitamin E mit geschlossenen Chromanring, d.h. in unverbrauchter Form

aufschlussreich.

Jack Yang und Desai (1977) beobachteten in Versuchen mit Ratten, unter einer
Vitamin E Supplememtierung (25 IU/Kg Futter), einen 4,5-mal so hohen Vitamin A

Speichergehalt in der Leber, wie bei den Tieren, welchen kein Vitamin E zugefittert
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wurde. Eine Steigerung dieses Effektes gelang auch mit Hilfe eines Vitamin E
Exzesses nicht. Dies wirde wieder den unterstitzenden Effekt von Vitamin E auf
Vitamin A untermauern, welcher sich auch in den hier gefundenen Ergebnissen

abzeichnet.

Aufbauend auf die Studie von Yang und Desai (1977) analysierten Fuhrmann et al.
(1997) an Schweinen die Auswirkung von Fetten unterschiedlicher Qualitat und
unterschiedlichen Vitamin A Dosen (5,000 oder 20,000 1U/kg) und Vitamin E (25 oder
125 IU/kg), welche Uber einen Zeitraum von 7 Wochen verflttert wurden. Wahrend
der Aufzuchtsphase der Tiere konnte ein Absinken der a- Tocopherol Konzentration
beobachtet werden. Nach 27 Tagen war die a- Tocopherol Konzentration im Plasma,
der Herz- und Skelettmuskulatur, infolge eines hohen Vitamin A Angebots um 25-
30% gesunken. In dieser Studie von Fuhrmann et al. waren 20,000 IU des Vitamin A

notwendig, um den Vitamin E Spiegel im Plasma und im Gewebe zu reduzieren.

Dieser Effekt, den Vitamin A auf Vitamin E ausubt, fuhrte zu einem Anstieg der
Lipidperoxidation, welche durch die gesteigerte Produktion von Hydrocarbonen
angezeigt wird. In der hier durchgeflhrten Studie wurden 300 000 IE Vitamin A und
200 mg Vitamin E parallel appliziert, dies geschah jedoch einmalig und nicht, wie in
den von Fuhrmann et al. durchgefuhrten Versuchen, Uber einen langeren Zeitraum.
An Tabelle 6 (Gehalt an Vitamin E in der Leber), sowie an der Serumresponse lassen
sich erkennen, dass Vitamin A das Resorptionsvolumen von Vitamin E vermindert,

oder dessen Verbrauch steigert.

Die Auswirkungen einer taglichen Zufuhr von Vitamin A auf den Vitamin E Status
variiert von Gewebe zu Gewebe (Hoppe et al. 1992). Wahrend die Vitamin A
Applikation auf den M. longissimus und das Ruckenfett bei heranwachsenden
Schweinen keinen Einfluss ausubt, andern sich die a- Tocopherol Werte im Herz und
der Leber im entgegen gesetzten (umgekehrten) diametralen Verhaltnis zur Vitamin
A Aufnahme (Hoppe et al. 1992).

Ching et al. propagierten, dass, beim Schwein, das Lebergewebe als sensitiver

Indikator des Vitamin E Status herangezogen werden kann. Zu beachten ist, dass
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den im Versuch verwendeten Ferkeln Vitamin A, mit dem vor Versuchsbeginn
verfutterten Aufzuchtsfutter verabreicht wurden. Speziell in dieser Aufzuchtsperiode

ist das Futter mit gro3eren Mengen Vitamin A (8000 IE Vit. A/kg Futter) angereichert.

Dies zeigt auch die Anflutung in den untersuchten Organen. Vor allem in der Leber
kam es zu gegenseitigen Interaktion der beiden fettloslichen Vitamine, siehe
Abbildung 24 und 25. In den anderen Gewebeproben von Lunge, Darmlymphknoten
und Niere kamen diese Interaktionen nicht so deutlich zum Tragen. In der
Kontrollgruppe, welche weder Vitamin A, noch Vitamin E verabreicht bekam, sind die
Vitamin E Werte permanent konstant. In der Versuchsgruppe | (Sanovital) und
Versuchsgruppe Il (Vergleichspraparat) kommt es deutlich zu einem Absinken der
Tocopherolkonzentrationen im Gewebe. Zu interpretieren ist dieses Phanomen durch
die gleichzeitige Applikation einer hohen Vitamin A Dosis (300.000 IE Vitamin A).
Hanke erkannte diesen Synergismus der beiden Vitamine im Jahre 1985. Hierbei
ging man von einem schutzenden Effekt vor oxidativer Schadigung des Vitamin E auf
das Retinol aus. Diese These lasst sich durch den Umkehrschluss, dass ein E Defizit
zu einem 30-40% Verlust an Vitamin A fuhren kann, bekraftigen (Goss-Sampson et
al. 1998).

Ein weiterer Ansatzpunkt fur die hier, in Abbildung 20 gefundenen Ergebnisse ist der
verlangsamte Verbrauch der beiden Antioxidantien bei gleichzeitiger Verabreichung
von alpha- Tocopherol und all-trans-Retinol, begriindet durch die wechselseitige

Schutzwirkung. Eine ahnliche These stellten auch Tesoriere et al. im Jahre 1996 auf.
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Abbildung 24: Vitamin E in pg / uS in der Leber nach Applikation von 4 ml Sanovital
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Abbildung 25: Vitamin A in ug / g uS in der Leber nach 4 ml Sanovital ( Ergebnisse aus
Lambrecht 2006)
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Hierdurch waren auch die, in dieser Versuchsreihe, gefundenen Ergebnisse zu
erklaren. Es kommt zu einem gesteigerten Vitamin E Verbrauch infolge einer hohen
Vitamin A Applikation. Anhand der Gewebeproben und der Tocopherol-
konzentrationen lassen sich Tendenzen erkennen, dass sich die Tocopherolgehalte
wieder normalisieren und die Gewebespeicher wieder mit Hilfe des im Futter
vorhandenen Vitamin E aufgefullt werden. Dies tritt bei der Versuchsgruppe I
(Vergleichspraparat) schon innerhalb des Versuchszeitrahmens, nach 72 Stunden

auf.

Um die Resorption, hinsichtlich des Vitamin E und A im Dinndarm zu spezifizieren,
hatte eine andere Analysetechnik angewendet werden mussen, dies war jedoch nicht
Ziel der Arbeit. Trotzdem sollte dies kurz an dieser Stelle erwahnt werden. Beim hier
angewandten Verfahren lasst sich nur der Zeitpunkt der Aufnahme ins Lymphsystem
verifizieren, nicht jedoch ob quantitativ eine Praferenz eines der fettldslichen Vitamin
von statten geht. Die histologischen Schnitte zeigen nur die Aufnahme der
Fettemulsionstropfchen, an die die Vitamine gebunden sind, siehe Abbildung 26

unten.
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Abbildung 26: Mittels Ol in Rot gefirbte Fettemulsionstropfchen im Lymphplexus des
Dinndarms. VergroRerung V20, 40 Minuten nach oraler Applikation von 4 mi
Sanovital AE
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Zu diskutieren ware, nach bestatigter gegenseitiger Beeinflussung der beiden
Vitamine, A und E, ob eine einmalige Applikation hinsichtlich maximaler Anflutung
beider Vitamine sinnvoll ist. Durch die hier gefunden Ergebnisse lasst sich die
positive Beeinflussung der Vitamin A Resorption, infolge zeitgleicher Vitamin E
Verabreichung bestatigen. Unter Einbezug dieses positiven Effektes ist eine orale
Applikation der beiden Vitamine als sinnvoll anzusehen. Die kombinierte
Verabreichung hat jedoch auch einen negativen Effekt. Die Resorption von Vitamin E
wird bei zeitgleicher Einnahme von Vitamin A gehemmt. Die maximal maogliche
Konzentration im Blut und in den Organen kann nicht erreicht werden. Um dies zu
kompensieren, ware ein zweiter zeitversetzter Bolus, mitausschlieRlich Vitamin E,

oder eventuell einem Vitamin E Agonisten in Erwagung zu ziehen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Resorptions- und Speicherverhalten von oral
verabreichten Vitamin E in zwei verschiedenen Aufbereitungsformen bei 6 Wochen
alten Ferkeln zu untersuchen. Die Tiere der Gebrauchskreuzung Pietrain und
Deutsche Landrasse wiesen zu Versuchsbeginn ein Gewicht von 18 + 3,2 kg auf. Sie
wurden nach Wurf, Geschlecht und Gewicht randomisiert. Zur Uberpriifung moglicher
Unterschiede im Resorptionsverhalten wurde das Vitamin E in emulgierter Form, als
Sanovital AE Emulsion, oder in konventioneller pulverisierter Form, in einer
Gelantinekapsel oral verabreicht. Beide Praparate enthielten in den verabreichten
Dosen (4 ml Sanovital und einer Gelatinekapsel) aquivalente Mengen an Vitamin E
(200mg).

Zur Darstellung der Serum- Tocopherol- Konzentrationen in den 3 Versuchsgruppen
(Sanovital, Vergleichspraparat, Placebo) wurde den Tieren, sowohl vor, als auch
nach Verabreichung des jeweiligen Praparates 4 ml Blut aus der Vena Cava cranialis
entnommen. Die Zeitpunkte post interventionem waren 10 und 20 Minuten, sowie 1,
3,5,6,7, 12, 24 Stunden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen einen deutlich schnelleren Anstieg des
Tocopherolgehaltes bei Gabe des Emulsionspraparates im Vergleich zur
konventionellen Darreichungsform. Zusatzlich fallt das Resorptionsvolumen, bzw.
das Konzentrationsmaximum bei Applikation von emulgiertem Vitamin E gréfl3er aus.
3 Stunden post interventionem ist der Unterschied zwischen der Kontroll- Gruppe
und der Sanovital- Gruppe signifikant (p< 0,05).

Trotz Weiterentwicklung der Wirkstoffformulierungen, hinsichtlich  spezieller
Spruhverfahren und sog. gecoateter Produkte, musste festgestellt werde, dass die
emulgierte Darreichungsform quantitativ immer noch effektiver ist. Denn auch die
Zusammensetzung von Emulsionen ist, vor allem hinsichtlich der verwendeten

Olkomponente optimiert worden.
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Zur Entnahme der Organe (Leber, Niere, Lunge und Darmlymphknoten), ebenfalls in
unterschiedlichen Zeitintervallen (24, 48, 72 Stunden post interventionem), werden
die Tiere nach einer 14-tagigen Auswaschphase getotet. Anhand der Organproben
konnte die Anflutung, Speicherung und das Absinken des Tocopherolgehaltes in den
jeweiligen Geweben verifiziert werden.

Dabei zeichnet sich in Niere und Lunge ein nicht signifikanter Anstieg des
Tocopherolgehaltes ab. In der Leber, sowie in den Darmlymphknoten fuhrt die
Applikation  beider = Wirkstoffformulierungen zu einer Reduzierung des
Tocopherolgehaltes zu den Messzeitpunkten 24 und 48 Stunden post
interventionem. Der reduzierte Gehalt gleicht sich nach 72 Stunden den Werten der
Kontrollgruppe wieder an. Dieses Phanomen ist bei Verabreichung des emulgierten
Vitamin E verstarkt. Vermutlich ist dies auf die Kombination der Vitamine A und E im

Praparat Sanovital AE zuruckzufuhren.

Zur bildlichen Darstellung des Resorptionsweges sind Tieren der Sanovital- Gruppe
in unterschiedlichen Zeitintervallen Gewebeproben von Dinndarm und
Darmlymphknoten nach oraler Applikation von 4 ml Sanovital -Emulsion entnommen
worden.

Anhand der histologischen Dunndarmschnitte lies sich der Resorptionsweg
chronologisch verfolgen. Die Histologiebilder zeigen, dass das fettlosliche Vitamin E
in emulgierter Wirkstoffformulierung (Feinemulgat) Uberwiegend Uber den
korpuskular-lymphatischen Resorptionsweg aufgenommen wird. Feinemulgate,
sowie das an die Fetttropfchen gebundenen Tocopherole, gelangen perizellular, tber
die elastischen Interzellularspalten, bzw. Uber das zentrale Lymphgefal® der Zotten
direkt in das Lymphsystem. Durch den, in dieser Arbeit nachgewiesene lymphatisch-
korpuskularen Resorptionsweg wird das Leber-Pfortader—System umgangen. Dies ist
vor allem bei Maldigestion (Funktionsbeeintrachtigung der Enterozyten), bei
Malabsorption (Zottenatrophie), bei Fettresorptionsstorung (Steatorrhoe), sowie bei
Stoérungen der Gallen- und Pankreasenzyme von Bedeutung, da die emulgierte Form
des Vitamins, im Gegensatz zur konventionellen pulverisierten Formulierung auf

diese Parameter nicht angewiesen ist.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass durch Applikation von Vitamin E in
emulgierter Wirkstoffformulierung eine quantitativ bessere Resorption pro Zeiteinheit
erzielt werden kann. Damit ist diese Darreichungsform vor allem bei erkrankten,
kachektischen und geschwachten Tieren zu empfehlen und gegenlber
konventionellen Aufbereitungsformen vorzuziehen. Hier liegt der Vorteil bei
Verabreichung von Vitamin E in emulgierter Form.
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7. Summary

Katharina Lutz

Investigation of the resorption of emulsified Vitamin E in piglets.

Purpose of this study was to investigate the resorption and storage properties of
orally administered Vitamin E in different formula components in 6 week old piglets.
At the beginning of the study the animals of the commercial crossbreed
(Pietrain/German Landrace pig) weighed 18 + 3, 2 kg. They were randomized
according to litter, sex and weight and divided into one control group and two
treatment groups. For the evaluation of possible differences in the resorption vitamin
E was applied in an emulsified form (Sanovital AE emulsion), as well as in the
conventional powder form applied orally in gelatine capsule. Both preparations

contained equal amounts of vitamin E (200mg).

For the delineation of the tocopherol concentrations in the serum of all three
experimental groups (Sanovital, comparative preparation and placebo) 4 ml of blood
was taken from the anterior vena cava of all animals before as well as after the
administration of the respective preparation. The points in time to draw blood were 10
and 20 minutes as well as 1,3,5,6,7,12 and 24 hours post interventionem.

The analysis shows clearly a faster increase in the concentration of tocopherol after
application of the comparative preparation in comparison to the conventional
pharmaceutical form. In addition to that the resorbed volume, or rather the maximum
concentration, after the application of emulsified vitamin E is much higher. 3 hours
post interventionem are the differences between the controll and the sanovital group
significant (p<0,05).

Despite further developments in the formulation of the active ingredients regarding
special spraying and so-called “coated” products it was found that the emulsified drug
formulation remained more effective quantitatively for the composition of the

emulsions was also further optimized with special regard to the oily component.
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After an excretion period of 14 day the animals were killed. Organ samples of the
liver, kidney, lung and iliac lymph nodes were taken at intervals of 24, 48 and 72
hours post interventionem. On the basis of these samples it was possible to verify the
induction, storage and subsidence of the tocopherol content.

There is no significant increase in the tocopherol content emerges in the lung and
kidney. In the liver, as well as in the iliac lymph nodes the application of both
formulas results in a reduction of the tocopherol content after 24 and 48 hours. This
reduced level returns to normal after 72 hours and approximates the levels found in
the control group. This phenomenon is being stressed with the application of
emulsified Vitamin E and is most likely due to the combination of the vitamins A and
E in Sanovital AE.

For illustration of the resorptive path tissue samples of the small intestine and the
iliac lymph nodes were taken from animals of the group treated with Sanovital. This
was done at different intervals.

Based on the histological samples of the small intestine it was possible to follow the
resorptive path chronologically. The histology showed that the fat-soluble vitamins in
emulsified formulation were predominantly absorbed via the corpuscular-lymphatic
path. Fine emulgates as well as the tocopherol bound to globules of fat enter the
lymphatic system directly pericellularly, through elastic intercellular spaces, or via the
central lymphatic vessel of the villi. In this study the corpuscular-lymphatic resorptive
path which was found the portal circulation was bypassed. This is particularly
important with conditions such as malabsorption, maldigestion, perturbed absorption
of fat or dysfunction of biliary and pancreatic enzymes since the emulsified form of
the vitamin as opposed to the conventional powder form is not dependent on these

parameters.

Conclusing these results the resorption per time interval is better with vitamin E in an
emulsified pharmalogic form. This formula is particularly recommendable for sick,
cachectic and weak animals and preferring in relation to conventional pharmalogic

formulation. This is the advantage of orally given emulsified vitamin E.
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