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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Bedeutung des Selens in der Erndhrung hat im letzten Jahrhundert eine enorme
Wandlung durchgemacht. Vor der Entdeckung seiner Essentialitat galt das Element als
hoch toxisch und kanzerogen. Inzwischen sind zahlreiche Funktionen des Selens als
Bestandteil von Selenoproteinen im Saugetierorganismus nachgewiesen worden. Bis
dato werden weitere Selenoproteine entdeckt, deren Funktion teilweise noch ungeklart
ist. Als integraler Bestandteil von Enzymen spielt Selen vor allem im antioxidativen
Stoffwechsel eine Rolle. Das Meerschweinchen ist das Modelltier mit der besten
Vergleichbarkeit zum Menschen bzgl. des antioxidativen Stoffwechsels, da es
ebenfalls kein Vitamin C synthetisieren kann. Der Selenbedarf dieser Tierart wurde in
der Vergangenheit jedoch nie ermittelt. Vielmehr wird er bis heute vom Bedarf der
Ratte abgeleitet (NRC 1995) und mit 0,15 mg/kg FM fir wachsende und adulte Tiere
angegeben. Vergleichbar sind beide Tierarten im Hinblick auf ihren antioxidativen
Stoffwechsel jedoch nicht. Zum einen ist hier die bereits erwéhnte Unféhigkeit des
Meerschweinchens, Vitamin C selbst zu synthetisieren, zu nennen, zum anderen
unterscheiden sich aber auch andere Teile des antioxidativen Schutzsystems
erheblich voneinander. So hat das Meerschweinchen eine sehr hohe Katalaseaktivitat.
Das Ferroenzym ist neben den Peroxisomen zusatzlich in Zytoplasma und Zellkern
lokalisiert (ROELS 1976a, YAMAMOTO et al. 1988). Des Weiteren weist diese Tierart eine
sehr viel héhere Glutathion S-Transferase-Aktivitat als die Ratte auf (OSHINO et al.
1990). Dies fuhrt zu einer erheblich  hbéheren  selenunabhangigen
Glutathionperoxidase-Aktivitat. Die selenabhangige Glutathionperoxidase ist dagegen
als Protein kaum vorhanden, obwohl das Gen existiert und transkribiert wird (HIMENO
et al. 1993b). Daher wurde in der Vergangenheit angenommen, dass Katalase und
Glutathion S-Transferase die natlrlicherweise geringe Glutathionperoxidase-Aktivitat
beim Meerschweinchen kompensieren (HIMENO et al. 1993a). Uber das Verhalten der
Selenoproteine der Ratte wahrend eines Selenmangels ist viel geforscht worden,
wahrend Selenmangelstudien zum Meerschweinchen eher Uberschaubar sind. Dass
die Verhéltnisse bzgl. Stoffwechsel und somit méglicherweise auch Selenbedarf
anders sind, ist zu erwarten. Aus diesem Grund war es das Ziel vorliegender Arbeit,

den Selenbedarf des Meerschweinchens zu bestimmen.



LiteraturUbersicht

2. Literaturubersicht

2.1. Selen

Selen wurde 1817 vom schwedischen Chemiker Jons Jacob Berzelius entdeckt. Da

dieses Element &hnliche Eigenschaften wie Tellur aufwies, welches nach dem

lateinischen Wort fir Mond benannt wurde, wéahlte Berzelius die Bezeichnung Selen,

abgeleitet aus dem Namen der griechischen Géttin des Mondes Selene. Selen steht

im Periodensystem der Elemente in der Hauptgruppe VI und besitzt folgende weitere

Eigenschaften:

Ordnungszahl:

Atommasse [u] 78,96*
Schmelztemperatur [°C] 217"
Siedetemperatur [°C] 685*
Dichte [g/cm3] 4,79
Elektronegativitat 2,4
* gerundet

Tabelle 1: Erndhrungsphysiologisch bedeutsame Selenverbindungen und ihre

Oxidationsstufen

Oxidationsstufe Verbindungsname Molekdl

-l Selenid Se?
Selenocystein SeCys
Selenomethionin SeMet
Dimethylselenid (CH3)2Se
Trimethylselenoniumion (CH3)3Se”

0 Selen Se
Selenodiglutathion GSSeSG

+IV Selenit Se0s*
Selenige Saure HoSeOs

+VI Selenat Se04*
Selensaure H.SeO4

Die Essentialitit des Selens als integraler Bestandteil des Faktors 3 wurde von

ScHWARz und FoLTz erst 1957 beschrieben. In pflanzlicher Kost liegt Selen

hauptsachlich als Selenomethionin oder Se-Methylselenocystein vor (FINLEY 2005).

Selenocystein, das integraler Bestandteil der Selenoenzyme ist, kommt neben
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Selenomethionin vorwiegend als Selenverbindung in tierischen Produkten vor
(THOMSON 1998).

2.2. Selen im tierischen Organismus

2.2.1. Absorption

Selenat wird bei Ratten hauptséchlich im lleum absorbiert. Es handelt sich dabei um
einen  aktiven  Transportmechanismus gegen ein  Konzentrationsgefalle.
Zwei Transportwege scheinen fir Selenat, wie auch fir Sulfat, durch die Mukosa zu
fihren: einerseits ein Na*-Cotransport, andererseits ein Austausch gegen OH™-lonen.
Selenatkonzentrationen von 1 mM haben einen toxischen Effekt auf die intestinale
Mukosa (ARDUSER et al. 1985, WOLFFRAM et al. 1985, WOLFFRAM et al. 1988,
VENDELAND et al. 1992a).

Die Absorptionsrate und -geschwindigkeit von Selenit im lleum von Ratten ist
signifikant niedriger als die von Selenat. Die Aufnahme erfolgt durch Diffusion
(ARDUSER et al. 1985, WOLFFRAM et al. 1985, MYKKANEN und WASSERMAN 1989,
VENDELAND et al. 1992a). Im Darmlumen und auch in den Enterozyten reagiert Selenit
mit Glutathion und anderen Thiolen. Diese kdnnen dann nach Spaltung zu Dipeptiden
oder Aminosauren aus dem Lumen in die Enterozyten aufgenommen werden (ANUNDI
et al. 1984, SENN et al. 1992). VENDELAND et al. (1992b) fanden heraus, dass die
Selenitabsorption durch die Bildung von Selenotrisulfiden erheblich beglnstigt wird.

Verabreicht man Probanden hohe orale Selenat- bzw. Selenitdosen, lasst sich
beobachten, dass Selen aus Selenat schneller und in héherer Menge als Selen aus
Selenit Uber den Urin ausgeschieden wird. Selenit wird wohl auf Grund der
unterschiedlichen Absorptionsmechanismen nur unvollstandig aufgenommen und zu
ca. 40-45 % Uber den Kot ausgeschieden. Die scheinbare Absorptionsrate von Selenat
liegt bei mehr als 90 %, die von Selenit nur bei ca. 60 % (THOMSON und ROBINSON
1986). Es gibt Hinweise darauf, dass eine gleichzeitige Aufnahme von Selenit und
1 mg Vitamin C die Absorption des Selens erheblich reduziert (ROBINSON et al. 1985).
Dies kénnte daran liegen, dass Selenit durch Ascorbinsaure zligig zu elementarem
Selen reduziert wird (GANTHER 1979). Elementares Selen ist schlecht |6slich und wird
nur mansig absorbiert (WRIGHT und BELL 1966, GANTHER 1984).

Die Aufnahme von Selenat, Selenit und Selenomethionin geschieht unabhangig vom
Selenstatus, unterliegt also keiner Homéostase (VENDELAND et al. 1992a).
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Die Absorption von Selenomethionin geschieht mit hoher Geschwindigkeit zu gleichen
Anteilen in allen drei Abschnitten des Dinndarms (VENDELAND et al. 1992a). Der
Transport durch die Mucosa findet gegen ein Konzentrationsgefalle statt und ist durch
Methionin hemmbar (MCCONNELL und CHO 1965). Selenomethionin und Methionin
nutzen das gleiche Transportsystem (MCCONNELL und CHO 1967, WOLFFRAM et al.
1989). Es handelt sich dabei um einen Na‘-abhangigen Transporter fir basische
Aminosauren (WOLFFRAM et al. 1989).

Selenocystein und Cystein (bzw. Selenocystin und Cystin) konkurrieren ebenfalls um
einen gemeinsamen Transportmechanismus. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um
den Carrier fir basische Aminosauren. Dieser Transport wird durch Arginin und Lysin
kompetitiv gehemmt (WOLFFRAM und SCHARRER 1988, WOLFFRAM 2000).

2.2.2. Verteilung

Nach der Absorption gelangt das Selen, je nach Verbindung, in unterschiedlichen
Formen in den Blutkreislauf. Selenomethionin wird nur zu ca. 7 % an Proteine
gebunden transportiert. Auch Selenat unterliegt wohl keinen groBen Reaktionen in den
Mukosazellen. Es werden etwa 89 % intakt als Selenat und nur etwa 9 % an Proteine
gebunden im Efflux angetroffen. Vom aufgenommenen Selenit werden nur etwa 14 %
als solches durch die Mukosa transportiert. Der Rest findet sich als an Proteine
gebundenes Selen (38 %), Cys-Se-Cys (10 %), Cys-Se-SG (14 %), GS-Se-SG (8 %)
und in undefinierten Verbindungen (ca. 14 %) wieder (WHANGER et al. 1996). Selenit
kann durch einen Anionenaustauscher in die Erythrozyten aufgenommen werden
(Suzuki et al. 1998), wo es offenbar ebenfalls Selenotrisulfide in der Reaktion mit GSH
oder den Thiolgruppen des Globins bildet (JENKINS und HIDIROGLOU 1972).
Selenotrisulfide binden sehr spezifisch an die reaktiven Thiolgruppen der 3- und f’-
Untereinheiten des Hamoglobins des Menschen (HARATAKE et al. 2005). Uber die
weiteren Reaktionen der unterschiedlichen Selenverbindungen in den Enterozyten und
ihre Form, in der sie zur Leber transportiert werden, ist wenig bekannt. Im Plasma ist
Selen an Albumin, in den Zellen auch an ein Selenbindungsprotein (SeBP) gebunden
(SANI et al. 1988).

Bei Ratten ist das Gesamtselen im Kérper prozentual am meisten auf Leber und
Muskel verteilt, gefolgt von Plasma, Erythrozyten, Niere und Skelett. Etwa 80 % der
gesamten Glutathionperoxidase-Aktivitat (GPx) bei der Ratte ist in den Erythrozyten
und der Leber vereint. In den Hoden, die den hdchsten Selengehalt in der
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Trockenmasse aufweisen, ist nur weniger als ein Prozent dieses Elements mit der
cGPx assoziiert (BEHNE und WOLTERS 1983). In der Leber adaquat versorgter Ratten
konnten 75 % des Selens der klassischen GPx (cGPx) zugeschrieben werden (WEISS
SACHDEV und SUNDE 2001).

Bei Meerschweinchen, die Gber acht Wochen eine Basisdiat mit 0,7 mg Se/kg FM
erhielten, konnte in der Selenoprotein P-Fraktion des Blutes die hdéchste
Selenkonzentration gemessen werden, gefolgt von der Albumin- und der GPx-
Fraktion. Bei der prozentualen Verteilung innerhalb der Plasmafraktionen entfiel das
meiste Selen ebenfalls auf die Selenoprotein P-Fraktion, gefolgt von Albumin und GPx
auf etwa gleicher H6he. Die Konzentrationen in den untersuchten Organen auf Basis

der Trockenmasse waren:
Leber > Niere >> Hoden = Herz > Milz > Gehirn > Muskel (GuU et al. 1998)

Beim Menschen wurde festgestellt, dass die Verabreichung von Selenomethionin und
der daraus resultierende unspezifische Einbau des Selens in Proteine einen Selenpool
bildet, der bei knapper Selenversorgung metabolisiert werden kann. Dies ist bei
anorganischen Selenverbindungen nicht der Fall, allerdings wird die Aufnahme
organischer Selenverbindungen wegen einer moéglichen Anreicherung im Organismus
diskutiert (LEVANDER et al. 1983).

2.2.3. Stoffwechsel
Selenit (+1V) wird in drei Reaktionsschritten zu Selenid (-1l) reduziert. Das erste stabile
Produkt ist Selenodiglutathion (GSSeSG). Es entsteht aus der Reaktion mit Glutathion;

alternativ kdnnen auch Cystein, Coenzym A oder 2-Mercaptoethanol reagieren:
H.SeO; + 4 RSH — RSSeSR + RSSR + 3 H,O

Das Selenodiglutathion wird durch die Glutathionreduktase (GR) zum labilen
Selenosupersulfid und in einem weiteren Schritt zu H.Se reduziert.

GSSeSG + NADPH + H" — GSSeH + GSH +NADP*
GSSeH + NADPH + H* — H,Se + GSH + NADP*

Die GR-vermittelten Reaktionen finden auch nichtenzymatisch mit einem Uberschuss
an GSH statt, wenn auch erheblich langsamer (GANTHER 1968, HSIEH und GANTHER
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1975). Eine Reaktion zum elementaren Selen und GSH durch die GR ist ebenfalls
moglich  (GANTHER  1971).  Selenocystein  wird durch eine  spezifische
pyridoxalphosphatabhangige Selenocystein-p-Lyase quantitativ in H,Se (Selenid) und
Alanin  gespalten (Esaki et al. 1982). Ein zytosolisches, ebenfalls
pyridoxalphosphatabhangiges Enzym, das Selenomethionin durch eine a.y-
Eliminierungsreaktion zu CH3;SeH umwandelt, wurde in zahlreichen Geweben der

Maus gefunden (OKUNO et al. 2005).

Im Bereich nutritiver bis subtoxischer Dosen wird Selenit als Selenozucker
ausgeschieden. GSSeH reagiert vermutlich mit N-Acetyl-D-Galactosamin. Die reaktive
Selenolgruppe wird so durch GSH geschiitzt. Durch eine Methyltransferasereaktion
entsteht 1B-Methylseleno-N-Acetyl-D-Galactosamin, das auf Grund der guten
Wasserldslichkeit Gber den Urin ausgeschieden werden kann (KOBAYASHI et al. 2002).
Des Weiteren findet sich im Urin das Trimethylselenoniumion ((CHs)3Se™) als regulares
Ausscheidungsprodukt organischer und anorganischer Selenquellen (PALMER et al.
1969, 1970). Eine Entgiftung gréBerer Mengen Selens findet durch eine Methylierung
zum flichtigen Dimethylselenid ((CHs)oSe) statt, das im Atem identifiziert werden
konnte (MCCONNELL und PORTMAN 1952). Der Methylgruppendonor flir diese
Methyltransferasereaktion ist offenbar S-Adenosylmethionin (GANTHER 1966). Im
Bereich toxischer Dosen steigt die Transmethylierungsrate in der Leber an. Es ist nicht
bekannt, inwieweit dies auf Kosten anderer Stoffwechselvorgange wie z. B. die
Protein- oder Phospholipidsynthese geht (STERNBERG et al. 1968).

Da auch Selenat zu Dimethylselenid und anderen Selenverbindungen reduziert wird,
wird ein Reaktionsweg vermutet, der dem in Pflanzen und Hefen &hnelt. Selenat wird
hierbei zundchst mit ATP, Mg® und einer Sulfurylase aktiviert. Das entstandene
Adenosin-5’-Selenophosphat wird durch ein Thiol (z. B. GSH) zur thioselenigen Saure
(GSSe03) und mit einem weiteren Thiol zu Selenit gespalten (GANTHER 1984). Selenat
wird im  Organismus auBerdem durch das Glutaredoxin- und das
Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System (Trx/TrxR-System) GSH-abhangig
reduziert. Selenit kann direkt durch die TrxR NADPH-abhangig zu Selenid reduziert
werden (BJORNSTEDT et al. 1997).

2.2.4. Bedarf
Der minimale Bedarf des Menschen wird auf 40 ug pro Tag geschéatzt. Bei der
Aufnahme von nur 11 pg/Tag kommt es definitiv zu Mangelerscheinungen (WHANGER



Literaturtibersicht 7

et al. 1996). Der vom NRC regelmaBig veréffentlichte Bedarf fiir die verschiedenen
Tierarten ist relativ unterschiedlich. Dies hangt auch vom Studiendesign und den fir

die Ableitung ausschlaggebenden Parametern ab.

Tabelle 2: Empfehlungen zur Selenzufuhr bei unterschiedlichen Tierarten

Tierart Selen [mg/kg FM) Quelle
Wachstum | Erhaltung | Reproduktion

Ratte (NRC) 0,15 0,15 0,40 NRC 1995
(AIN-93) 0,18 0,17 0,18 Reeves et al. 1993
Hamster 0,10 NRC 1995
Hund 0,21-0,35 0,35 0,35 NRC 2006
Katze 0,12-0,30 0,30 0,30
Schwein 0,3-0,15 0,15 0,15 NRC 1998
Fleischrind 0,10 0,10 0,10 NRC 2000
Milchrind? 0,35-0,40 0,35-0,40 0,35-0,40 NRC 2001
Schaf 0,10-0,20° | 0,10-0,20° | 0,10-0,20° | NRC 1985
Masthahnchen 0,15 NRC 1994
Legehenne 0,14-0,10 0,08-0,05
Pute 0,20 0,20 0,20
Ente 0,20
Wachtel 0,20 0,20
Affen 0,11-0,3 0,11 NRC 2003
Mensch?® [ug/Tag] 5-60 30-70 30-70 DGE 2000

'Vom Bedarf der Ratte abgeleitet: Maus, Meerschweinchen, Gerbil, Wiihimaus

2Auf Trockenmassebasis
3Schatzwerte fiir eine angemessene Zufuhr

Das Kaninchen hatte in den zuletzt flr diese Tierart veréffentlichten Unterlagen keinen
Selenbedarf (NRC 1977), was inzwischen widerlegt ist (TURAN et al. 1997, MULLER und
PALLAUF 2002). Die AIN-93 ist eine Empfehlung zur Didtzusammenstellung far Nager,
orientiert sich jedoch am Bedarf von Ratten und Mausen (REEVES et al. 1993).

2.2.5. Bestimmung des Selenstatus

Die Bestimmung der Langzeitversorgung mit Selen Uber nicht invasiv gewonnene
Medien wie Haare oder Nagel ist unzureichend. Die Selenkonzentration in diesen
Proben wird nicht nur durch die chemische Form des zugeflhrten Selens bestimmt,
sondern auch Uber andere Faktoren wie beispielsweise die Methioninversorgung
(SALBE und LEVANDER 1990). Auch Blut ist als Medium zur Bestimmung des
Selenstatus beim Menschen ungeeignet, weil das Gros des Selens eher mit
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Hamoglobin assoziiert und nicht in funktionelle Selenoproteine eingebaut ist (BEILSTEIN
und WHANGER 1983).

Die World Health Organisation (WHO) geht beim Menschen davon aus, dass eine
Maximierung der GPx-Aktivitat in den Erythrozyten, wie oftmals angestrebt, gar nicht
noétig ist, da die Fahigkeit H.O, zu entgiften erst bei einem Viertel der maximalen
Aktivitat nachlasst. Vielmehr reichen zwei Drittel der Maximalaktivitdt aus, um eine
ausreichende Entgiftung zu gewahrleisten (WHO 1996). Idealerweise sollten drei
robuste und gut zugéngliche Parameter zur Statusbestimmung erhoben werden, wie
beispielsweise Plasmaselenkonzentration, thrombozytare GPx-Aktivitadt und die
Schilddrisenhormonkonzentrationen.  Dies  gewahrleistet eine individuellere
Statusbestimmung und spiegelt die vielfaltigen Funktionen des Selens im Organismus
wieder (CREWS et al. 2001).

2.2.6. Selenmangel

Die Zahl der meerschweinchenspezifischen Selenmangelstudien ist begrenzt. Ein
Interesse entstand erst, als man entdeckte, dass die SeGpx beim Meerschweinchen
nicht oder nur in geringem Umfang messbar war (TAPPEL et al. 1982). Die erste Studie
beschéftigte sich demnach auch mit dem Einfluss des Selens auf die Gpx-Aktivitat in
Leber und Erythrozyten des Meerschweinchens (BURK et al. 1981). CAMMACK et al.
(1995) untersuchten den Einfluss eines Selenmangels auf die Deiodinasen. Eine
weitere Studie zum Selenmangel des Meerschweinchens stammt von HiLL et al.
(2001) und flhrte zu Myopathien als Folge eines kombinierten Selen- und Vitamin E-
Mangels. Der Einfluss unterschiedlicher Selenzulagen auf das antioxidative
Schutzsystem des Meerschweinchens wurde bislang nicht erforscht. Der Selenbedarf
wurde von dem der Ratte abgeleitet (NRC 1995).

Zusammenfassend dargestellt verursacht ein Selenmangel beim wachsenden
Meerschweinchen einen Abfall der SeGpx- und der Deiodinase-Aktivitat; die
Gewichtsentwicklung war lediglich in der Studie von CAMMACK et al. (1995) negativ
beeinflusst, andere Autoren (BURK et al. 1981, TAPPEL et al. 1982) konnten dies nicht
beobachten. Weitere Parameteranderungen sind wahrscheinlich, jedoch nicht

untersucht.

Beim Menschen kommen zwei Selenmangelerkrankungen vor, Keshan- und Kashin-

Beck-Krankheit. Die Keshan-Krankheit bezeichnet eine endemische Kardiomyopathie,
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die in Selenmangelregionen Chinas auftritt. Dilatation, Nekrosen und fibrotische
Veranderungen des Myokards sind die héaufigsten pathologischen Befunde. Die
Kashin-Beck-Krankheit ist eine endemische Osteoarthropathie, die sich durch
Mudigkeit, Gelenksteifigkeit und -schmerzen auszeichnet. Pathologisch ist die
Erkrankung gekennzeichnet durch degenerative und nekrotische Verédnderungen der
Gelenke und Gelenkknorpel in Armen und Beinen (GE und YANG 1993).

Bei der Ratte konnte beobachtet werden, dass die hepatische cGPx-Aktivitdt der
empfindlichste Parameter fUr den Selenmangel ist, gefolgt von pGPx,
Plasmaglutathionkonzentration und hepatischer GST-Aktivitdt. Die Autoren nahmen
eine Klassifizierung des Selenmangels vor (HILL et al. 1987):

» Schwacher Mangel: cGPx in der Leber fallt auf = 5% der Aktivitat der
Kontrolltiere

= Mittlerer Mangel: cGPx in der Leber fallt auf < 5% der Aktivitat der Kontrolltiere
bei unveranderter Plasmaglutathionkonzentration und hepatischer GST-Aktivitat

= Schwerer Mangel: Plasmaglutathionkonzentration und/oder Leber-GST-Aktivitat
steigen zusatzlich zum Abfall der cGPx-Aktivitat in der Leber an

Symptomatisch wird der Selenmangel meist erst ab der zweiten Generation, bei der
verringertes  Wachstum, Katarakt, schitteres Fell und eine verringerte
Spermienmotilitat beobachtet werden kénnen (Comss und ComBs 1986, S. 265ff.).

Bei anderen Tierarten treten Mangelsymptome hauptsachlich wahrend der
Wachstumsphase auf und dies meist im Zusammenhang mit einer unzureichenden
Vitamin E-Zufuhr. Die Krankheitsbilder heiBen beim Schwein Maulbeerherzkrankheit,
beim Gefligel exsudative Diathese und flihren bei allen Tieren zur nutritiven
Muskeldystrophie. Diese Bezeichnungen lassen bereits auf die involvierten Gewebe
und deren Veranderungen schlieBen. Aufgrund der Funktionen des Selens im
Organismus lassen sich die Symptome gut ableiten. Dystrophien an Skelett- und
Herzmuskulatur, die von einer Myoglobinurie begleitet werden, flihren zu
Bewegungsunlust und -stérungen, Schwache bis hin zum Festliegen und Herz- und
Atembeschwerden, die unbehandelt zum Tod flhren. Fruchtbarkeitsstérungen, Aborte
und Wachstumsdepressionen sind die vorherrschenden Symptome in der

Tierproduktion. Bei Heimtieren tritt ein manifester Selenmangel sehr selten auf, lasst
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sich aber unter Laborbedingungen erzeugen (Rossow und BOLDUAN 1994, S. 143f.). In
Selenmangelgebieten kann eine Pravention durch Futterzusatze und prophylaktische

Injektionen erfolgen.

2.2.7. Toxizitat

Eine subakute Selenose wird bei landwirtschaftlichen Nutztieren nach der Aufnahme
selenakkummulierender Pflanzen oder verunreinigten Trinkwassers beobachtet und ist
durch neurologische und respiratorische Symptome gekennzeichnet. Wéahrend hier
Selenkonzentrationen im Blut von 4 mg/kg beobachtet werden, liegen die
Konzentration bei einer chronischen Selenose zwischen 2 und 3 mg/kg. Nach der
Aufnahme hoher Selendosen Uber mehrere Wochen kommt es zur ,alkali disease®,
gekennzeichnet durch dermatologische Erscheinungen, Alopezie, Hufnekrosen und
Kachexie. Die Ferkelsterblichkeit ist hoch und die Schlupfrate bei Eiern sinkt, wobei
Embryonen h&ufig Missbildungen aufweisen. Das durch neurologische
Ausfallerscheinungen gekennzeichnete Syndrom ,blind staggers” konnte allein durch
orale Selendosen nicht reproduziert werden (RAISBECK et al. 1995, O’TOOLE und
RAISBECK 1995). Eine Zufuhr von 5 mg/Tag Selen fihrt beim Menschen sicher zur
chronischen  Selenvergiftung (Selenose) und ist durch Haarausfall und
Nageldeformationen und -verluste gekennzeichnet. Der LOAEL wurde auf 1540 bis
1600 pg/Tag geschatzt. Die sichere maximale tagliche Aufnahme liegt bei 400 ug
(YANG et al. 1983, WHANGER et al. 1996). Eine experimentell induzierte Selenose beim
Meerschweinchen fUhrte zu einer mikrozytaren hypochromen Anamie (DAS et al.
1989).

2.3. Seleneinbau

Selenocystein ist die 21ste Aminosaure und wird Uber das UGA-Codon, eigentlich
bekannt als Stoppcodon, eingebaut (CHAMBERS et al. 1986). Spezielle
Erkennungselemente in der mRNA sind notwendig, um das Codon so zu
interpretieren, dass SeCys eingebaut werden kann. Dies ist zum einen das als
Haarnadelstruktur vorliegende SECIS-Element (selenocysteine insertion sequence),
welches sich in einiger Entfernung vom UGA-Codon im untranslatierten 3’-Ende der
mRNA befindet (BERRY et al. 1991b). Die ebenfalls benétigte tRNA (Seryl-tRNAIS1Sec)
wird durch die Phosphoseryl-tRNAS®1S%_Kinase unter ATP-Verbrauch in Anwesenheit
von Mg?* phosphoryliert (CARLSON et al. 2004). Zur Selenocysteinsynthese werden als
Ausgangssubstanzen Selenid (H>Se) und ATP benétigt (MizUTANI et al. 1991, 1992).
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Die Umwandlung der Phosphoseryl-tRNAS®15¢ in die SeCys tragende tRNA geschieht
moglicherweise als Komplex mit einer der zwei Selenophosphatsynthetasen (SPS)
und ihrem Produkt Selenophosphat und wird letzlich durch die Selenocysteinsynthase
(s. u.) katalysiert (SMALL-HOWARD et al. 2006). Die SPS 1 wurde beim Menschen als
45 kDa-Protein beschrieben und weist eine ATP/GTP-Bindungsregion auf (Low et al.
1995). Die SPS2 ist selbst ein Selenoenzym. Die Bildung von Selenophosphat als
Voraussetzung der Sec-tRNA-Synthese wird wahrscheinlich durch die SPS1
sichergestellt. Die vermutlich aktivere SPS2, die nur bei Vorhandensein von Selen
gebildet werden kann, ist ein wichtiger Angriffspunkt in der Regulation der
Selenoproteinsynthese (GUIMARAES et al. 1996, STADTMAN 1996). Das 48 kDa-Protein
SLA/LP gehért zur Familie der pyridoxalphosphatabhéngigen Serinhydroxy-
methyltransferasen (GELPI et al. 1992, KERNEBECK et al. 2001). Inzwischen ist
nachgewiesen, dass es sich bei diesem Protein um die Selenocysteinsynthase
handelt. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von der phosphorylierten, Serin-
beladenen tRNA in die Sec-tRNAPIS (YyaN et al. 2006). SECp43 ist ein Protein mit
zwei RNA-Bindungsdomaénen, das mit der tRNAS® und der Selenocysteinsynthase
interagiert (DING und GRABOWSKI 1999). Der Komplex aus SECp43,
Selenocysteinsynthase und der beladenen tRNA wird in den Zellkern importiert.
SECp43 katalysiert vermutlich eine Methylierungsreaktion, die die Effizienz des
Seleneinbaus férdert (Xu et al. 2005, SMALL-HOWARD et al. 2006). SBP2 ist ein
120 kDa-Protein, welches eine Kernlokalisierungssequenz aufweist und an das
SECIS-Element binden kann. Fir den Einbau von Sec in Proteine ist es essentiell
(LESOON et al. 1997, COPELAND et al. 2000). Des Weiteren ist ein spezieller
Elongationsfaktor EFsec notig, um die Sec-tRNAS1S mit dem SECIS-SBP2-Komplex
zu verbinden (FAGEGALTIER et al. 2000, TUJEBAJEVA et al. 2000). EFsec und SBP2
lassen sich im Zellkern antreffen, wo Komplexe aus SPS1, SECp43 und
Selenocysteinsynthase oder SPS1, SECp43, EFsec und SBP2 gefunden wurden.
Daher wird vermutet, dass EFsec die Selenocysteinsynthase aus der Verbindung mit
der Sec-tRNAS®1S¢ verdrangen kann, bevor es sich an das mit dem SECIS-Element
assozierten SBP2 bindet. Es wird weiterhin vermutet, dass das Protein SECp43 den
Sec-tRNAS®ISeC.EFsec-SBP2-Komplex stabilisiert und eine Ablésung der Sec-

tRNASe1Sec yon EFsec verhindert.

Dieser Komplex verlasst nun den Zellkern, wahrend die Translation gleichzeitig oder

nach dem Export direkt an den ersten Ribosomen auf der zytoplasmatischen Seite
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stattfindet. So wird vermutlich vermieden, dass die mRNA dem nonsense-vermittelten
Abbau preisgegeben wird (SMALL-HOWARD et al. 2006).

Es wird angenommen, dass der Komplex aus mRNA und Sec-tRNAS®IS.EFsec-
SBP2 an den Ribosomen verandert wird. SPB2 wird durch L30 ersetzt, wodurch der
Komplex an den Ribosomen verankert wird. Eine Konformationséanderung im SECIS-
Element flhrt vermutlich zur EFsec vermittelten GTP-Hydrolyse und daraus folgend
zur Sec-tRNAIS®ISe°_Bereitstellung fiir die Translation (CHAVATTE et al. 2005). Die
zahlreichen Faktoren, die zum Einbau von Sec in Proteine notwendig sind, werden
wahrscheinlich in freier oder komplexierter Form recycelt (SMALL-HOWARD et al. 2006).
Beim Abbau von Selenoproteinen wird das Selen durch eine spezifische
pyridoxalphosphatabhangige Selenocystein--Lyase quantitativ in H.Se (Selenid) und
Alanin gespalten (ESAKI et al. 1982).

2.4. Selenoenzyme

2.4.1. Glutathionperoxidasen

Anhand von Studien an Ratten- und Rindererythrozyten konnte MILLS 1957 ein Enzym
nachweisen, das Hamoglobin vor der Oxidation durch H-O, und Ascorbinsaure schiitzt
und dabei 2 GSH als Wasserstoffdonator nutzt. Das Enzym wurde
Glutathionperoxidase genannt, und schon damals wurde angenommen, dass es flr
das Hamoglobin einen besseren Oxidationsschutz als die Katalase darstellt. Cohen

und Hochstein konnten dies 1963 flr die Erythrozyten des Menschen nachweisen.

H>O, 2 GSH

ROOH )(

2 H0 GSSG
ROH + H,O

Abbildung 1: Reaktionsschema der Glutathionperoxidasen

RoTRUCK et al. (1973) konnten im Hamolysat von selendefizienten Ratten feststellen,
dass Selen ein integraler Bestandteil der Glutathionperoxidase ist. Das Enzym weist
ein Molekulargewicht von 90 kDa auf. SCHWARz und FOLTz vermuteten bereits 1957,
dass Selen fur die Funktion des zum damaligen Zeitpunkt noch als Faktor 3
bezeichneten Enzyms unentbehrlich sein muss und leiteten daraus die Essentialitat
dieses Elements ab. FORSTROM et al. (1978) konnten fiir die zellulare GPx (cGPx,

classical GPx) in der Leber der Ratte Selenocystein (SeCys) als integralen Bestandteil
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des katalytischen Zentrums identifizieren. Die erste vollstandige Aufklarung der
Primarstruktur einer monomeren Untereinheit des Enzyms fand an Rindererythrozyten
statt. Die Untereinheit besteht aus 198 Aminosauren und weist eine Molmasse von
ca. 21 kDa auf. Der Vergleich mit Teilen der N-terminalen Aminosauresequenz des
Enzyms aus Rattenlebern brachte eine Homologie von mehr als 80% zu Tage
(GUNZLER et al. 1984). Die Identifizierung weiterer GPx-Enzyme fand erst zu Beginn
der 90er Jahre statt.

Allen Glutathionperoxidasen ist die katalytische Triade gleich. Hierbei wird das Selen
des SeCys durch die Iminogruppe eines Tryptophanrestes und durch die Aminogruppe
eines Glutaminrestes Uber Wasserstoffbriicken polarisiert. Das dissoziierte Selenol
wird durch Hydroperoxide oxidiert. Das Derivat der selenigen Saure wird in zwei
Stufen durch ein Thiol reduziert. Dabei bindet im ersten Schritt der Schwefel des GSH
kovalent an das Selen des Enzyms. Im zweiten Schritt wird das Enzym durch ein
weiteres GSH-Molekil regeneriert, welches die Se-S-Briicke spaltet. Das oxidierte
Glutathion (GSSG) wird durch die Gilutathionreduktase (GR) NADPH-abhéangig
reduziert (GUNZLER et al. 1984, MAIORINO et al. 1995). Die Funktion der GPx ist also
von der Verfligbarkeit des NADPH + H" abhéngig, welches aus dem
Pentosephosphat-Weg stammt (COHEN und HOCHSTEIN 1963).

2.4.1.1. Zytosolische Glutathionperoxidase (cGPx, GPx1)

Die ursprlnglich als classical Gpx bezeichnete Form wird auch cytosolic oder cellular
GPx genannt. Sie reduziert zusammen mit GSH eine Vielzahl von organischen
Hydroperoxiden (ROOH) und H.O,, weist jedoch nur geringe Aktivitat gegenlber
ROOR auf (TApPEL 1978). Das Enzym ist nicht in der Lage, Fettsdureperoxide in
Phospholipiden zu reduzieren (GROSSMANN und WENDEL 1983). Die hdchste Aktivitat
wird bei der Ratte in der Leber gemessen, gefolgt von Milz, Herz, Erythrozyten und
Niere. Die geringste Aktivitdt hat das Gewebe des Gehirns (TAPPEL et al. 1982, BEHNE
und WOLTERS 1983). Beim Meerschweinchen weisen Leber und Erythrozyten die
héchste Aktivitdt auf. Diese ist jedoch in allen Organen bis auf die Erythrozyten
erheblich geringer als bei anderen Tierarten (LAWRENCE und BURK 1978, BURK et al.
1981, TAPPEL et al. 1982, TOYODA et al. 1989, HIMENO et al. 1993a, b). Nur 20 % der
Gesamt-GPx-Aktivitat in der Leber entfallen beim Meerschweinchen auf die SeGPx, im
Mangel fallt diese auf 20 % der Kontrollwerte ab. Bei der Ratte stellt die SeGPx 65 %

der Gesamt-Aktivitat bereit. Im Selenmangel féllt diese drastisch auf bis zu 1 % des
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Kontrollwertes (LAWRENCE und BURK 1978, BURK et al. 1981, HADLEY und SUNDE
2001). Die mRNA Konzentration sank auf 20 % des Gehalts der Se-versorgten Ratten
(HADLEY und SuNDE 2001). Die Entgiftung von H>O, in den Erythrozyten wird
hauptsachlich von der cGPx und nicht von der Katalase bewerkstelligt (COHEN und
HOCHSTEIN 1963).

Aufgrund des geringen Aktivitatsverlustes der SeGPx in den Hepatozyten des
Meerschweinchens gehen BURK et al. (1981) nicht davon aus, dass dieser Parameter

ein sensitiver Marker fir den Selenmangel ist.

2.4.1.2. Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GI-GPx, GPx2)

Die gastrointestinale Glutathionperoxidase (GI-GPx) ist ein zytosolisches Enzym, das
als Tetramer vorliegt und ein Molekulargewicht von etwa 75 kDa aufweist. Das Enzym
wird bei Mensch, Ratte und Maus vorwiegend im Gastrointestinaltrakt und zum Teil
auch in der Leber exprimiert und &hnelt bezlglich der Substratspezifitat der cGPx. Die
Aktivitdt gegentber organischen Hydroperoxiden ist hdher als die gegen H.O,, der
Grund kénnte sein, dass die Hydroperoxide, die mit der Nahrung aufgenommen
werden, vorwiegend organischer Natur sind und nicht wie in den Erythrozyten
hauptséachlich HoO, darstellen (CHU et al. 1993). In der Hierarchie steht dieses Enzym
sehr weit oben. Wé&hrend eines Selenmangels sind weder Transkriptionsrate noch
mRNA-Stabilitdt beeintrachtigt. Die Proteinmenge sinkt wahrend eines Mangels
aufgrund eines vorzeitigen Kettenabbruchs bei der Translation ab, aber die Repletion
erfolgt im Vergleich zur cGPx sehr schnell (WINGLER et al. 1999). Die GI-GPx wird im
lleum vorwiegend in den Panethzellen exprimiert. Dieser Zellart wird eine
Immunkompetenz zugeschrieben, weshalb sie vermutlich auch ROS produzieren. Da
die cGPx in diesen Zellen nicht nachgewiesen wurde, wird vermutet, dass die GI-GPx
diese Zellen auch bei geringer Selenversorgung schitzt. Somit leistet dieses Enzym
auch einen Beitrag zur intestinalen Immunitat (FLORIAN et al. 2001). Uber eine GI-GPx
beim Meerschweinchen wird in der Literatur nichts berichtet. Eine gesonderte
Bestimmung der Aktivitat ist nicht mdglich, weil sie aufgrund gemeinsamer

biochemischer Eigenschaften mit der cGPx nicht von dieser getrennt werden kann.

2.4.1.8. Plasmatische Glutathionperoxidase (pGPx, GPx3)
Die pGPx des Menschen ist ein tetrameres Protein, dessen Untereinheiten eine
Molekularmasse von 21,5 kDa aufweisen und in denen jeweils ein Selenatom integriert

ist. Sie reduziert Hydroperoxide auch bei geringer Plasma-GSH-Konzentration sehr
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effektiv (MADDIPATI und MARNETT 1987). In der Niere des Menschen wird der Hauptteil
der pGPx synthetisiert. Dies geschieht in den proximalen Tubuluszellen und den
parietalen Epithelzellen der Capsula glomerularis. Es wird angenommen, dass das
Enzym durch die basolaterale Membran in den interstitiellen Raum sekretiert wird, um
die proximalen Tubuluszellen vor oxidativer Schadigung durch Anoxie und/oder
Reperfusion zu schitzen (AVISSAR et al. 1994).

In einer 28-t4dgigen Se-Mangelstudie sank die Aktivitat der pGPx bei Ratten auf 7,6 %
der Kontrollwerte. Die Autoren verflitterten Diaten mit steigenden Selenzulagen von 0
(Mangel) bis 0,3 mg/kg Diat. Die Aktivitat der pGPx stieg linear mit der steigenden
Selenaufnahme an und erreichte ein Plateau zwischen 0,075 und 0,1 mgkg FM
(HADLEY und SUNDE 2001). POOVAIAH et al. (1987) konnten beim Meerschweinchen
einen direkt proportionalen Zusammenhang zwischen Ascorbinsaureaufnahme und

pGPx-Aktivitdt nachweisen.

2.4.1.4. Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPx, GPx4)

Die PHGPx wurde aus der Leber der Ratte isoliert und charakterisiert. Es handelt sich
bei diesem Enzym um ein Monomer mit einem Molekulargewicht von etwa 22 kDa.
Das pH-Optimum fir die Reaktion mit Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOQOH)
wurde bei 8,0 unter Verwendung eines Detergens (u. a. Triton X-100) festgestellt.
Durch die monomere Form liegt das aktive Zentrum freier als bei den anderen GPx-
Proteinen. Hieraus erklart sich, warum die PHGPx sehr viel komplexer gebaute
Substrate wie z. B. PCOOH angreifen kann. Die durch den Vitamin E-vermittelten
Kettenabbruch entstandenen Hydroperoxide werden im Zusammenspiel mit GSH
durch die PHGPx reduziert (URSINI et al. 1995). Das Enzym reduziert auch
Cholesterol- und Cholesterolester-OOH (THOMAS et al. 1990),
Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOOH), Linolsaure-OOH, Cumolhydroperoxid und
in geringerem Umfang tert-Butylhydroperoxid und H2O» (URSINI et al. 1985, ROVERI et
al. 1994, DuAN et al. 1988). Die PHGPx enthalt eine Sequenz, die es ihr ermdglicht, in
Abhangigkeit vom Membranpotential, in die Mitochondrien zu gelangen. Die reife
mitochondriale PHGPx (mPHGPx) verliert diese Sequenz und weist nur noch eine
Molekilmasse von 20 kDa auf (ARAI et al. 1996). In ihren enzymatischen
Eigenschaften unterscheiden sich die lésliche (zytosolische) und die mPHGPx Form
aus Rattentestes nicht, wobei die Aktivitdt in den Mitochondrien um mehr als das 3-
fache hoéher ist (ROVERI et al. 1994). Das Mittelstlick der Spermien ist sehr reich an
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Mitochondrien, welche von einer keratinartigen Kapsel umgeben sind und die Energie
zur GeiBelbewegung bereitstellen. Die PHGPx macht etwa 50 % des mitochondrialen
Kapselmaterials in gereiften Spermien aus und ist dort enzymatisch inaktiv (URSINI et
al. 1999). Das Strukturprotein entsteht bei niedriger Konzentration niedermolekularer
Thiole durch Ausbildung von intramolekularen Se-S-Briicken, was letztlich zur
Polymerisierung fihrt. Diese Umwandlung des Enzyms in ein Strukturprotein ist
maoglich, da sich der GSH-Gehalt zum Ende der Spermienreifung drastisch verringert
(MAURI et al. 2003).

PFEIFER et al. (2001) identifizierten eine nukledre PHGPx in Spermienkernen, die in
Spermatiden exprimiert wird und nannten das 34 kD-Protein snGPx (sperm nuclei
GPx). Das Selenoenzym verwendet offenbar die Cysteinreste der Protamine als
Reduktionsmittel und tréagt durch die daraus resultierende Protaminquervernetzung
maBgeblich zur Chromatinkondensation und somit zur mannlichen Fertilitat und
Reproduktion bei (Protaminthiolperoxidase). GODEAS et al. (1996) konnten
beobachten, dass die PHGPx in den Zellkernen des Hodengewebes zu 60 % mit
Chromatin assoziiert ist. Inzwischen wurde die snGPx auch in anderen Geweben
identifiziert (BORCHERT et al. 2003, MAIORINO et al. 2003). Die drei Isoenzyme
entstammen alle dem gleichen Gen, dessen Transkriptionsprodukt unterschiedlich
lange mMRNAs fir die cytosolische, mitochondriale und nukleare PHGPx hervorbringt.
Sie differieren N-terminal oder durch die Translation unterschiedlicher Exons (PUSHPA-
REKHA et al. 1995, PFEIFER et al. 2001, BORCHERT et al. 2003, MORENO et al. 2003).

Das Enzym ist an der Regulation der 5-Lipoxygenaseaktivitat Gber die intrazellulare
Peroxidkonzentration und somit an der Leukotriensynthese beteiligt. Die PHGPx
reduziert die durch die Lipoxygenase nahe der Membran entstandene 5-Hydroperoxy-
eicosatetraensaure zu 5-Hydroxyeicosapentaensaure. Dies hat zur Folge, dass die
Peroxidkonzentration so gering gehalten wird, dass sie die durch einen Feedback-
Mechanismus regulierte Lipoxygenase nicht hemmt. Hieraus darf allerdings nicht auf
einen proinflammatorischen Stoffwechsel bei adaquater Selenversorgung geschlossen
werden. Fallt die PHGPx wahrend eines Selenmangels aus, werden aus der
akkumulierenden 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure zunachst Leukotrien As und
daraus die Leukotriene B4, C4, Dy und E4 gebildet (WEITZEL und WENDEL 1993).
Speziell die mMPHGPx kann auBerdem die ROS-induzierte Apotose hemmen, indem

sie die mitochondriale Peroxidkonzentration gering halt (NOMURA et al. 1999).
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WEITZEL et al. (1990) zeigten in einem Resupplementierungsversuch an Ratten, dass
die PHGPx im Selenmangel erst sehr spat depletiert und sehr schnell wieder repletiert
wird. Dieses Enzym spielt offenbar eine wichtige Rolle fir den Organismus bei der
Entgiftung von Lipidhydroperoxiden. Die Aktivitaten dieses Enzyms und das der cGPx
sind im Herz am niedrigsten, woraus sich maoglicherweise die Neigung zur
Kardiomyopathie bei der Keshan-Krankheit erklaren lasst. ZHANG et al. (1989) konnte
die héchste Aktivitat bei ausgewachsenen Ratten in Leber und Niere, gefolgt von
Gehirn, Herz, Lunge und Muskel messen. In einem 28-tagigen Experiment an Ratten
fiel die Aktivitdt der hepatischen PHGPx auf 43-53% der Kontrollwerte. Die mRNA-
Gehalte verringerten sich jedoch lediglich auf 81%, was statistisch nicht abgesichert
werden konnte (HADLEY und SUNDE 2001).

YAGI et al. (1996) verwendeten eine Zelllinie von Meerschweinchen als PHGPx-
defiziente Mutterzellen und bezogen sich dabei auf Erkenntnisse von SHREVE et al.
(1979). Bei einem Western Blot mit einem in Kaninchen gewonnenen AntikGper gegen
die PHGPx der Ratte konnte in diesen Zellen kein PHGPx-Protein nachgewiesen
werden (YAGI et al. 1996).

2.4.2. Deiodinasen

BERRY et al. (1991a) fanden in der mRNA der Typ | Deiodinase (D1, 5’-lodothyronin-
Deiodinase) das flr den Selenocysteineinbau verantwortliche UGA-Codon. Durch die
Identifizierung als Selenoenzym konnte der Umstand aufgeklart werden, warum bei
experimentell induziertem Selenmangel die Konversion von T4 zu T3 bei Ratten gestort
ist (BECKETT et al. 1987, BECKETT et al. 1989).

Wahrend bei Ratten, Kalbern und Katzen der Plasma-T4-Spiegel im Selenmangel
ansteigt und der T3-Spiegel sinkt (ARTHUR et al. 1988, BECKETT et al. 1989, BECKETT et
al. 1992, Yu et al. 2002, WEDEKIND et al. 2003), verhielt es sich beim
Meerschweinchen in der einzigen hierzu veréffentlichten Studie anders. Die Ts- und
T4-Spiegel fielen ab, wobei dieses Phanomen im Falle des Thyroxins statistisch nicht
abgesichert werden konnte. CAMMACK et al. (1995) schlossen daraus, dass die Ty4-
Produktion bei Ratten und Meerschweinchen durch einen Selenmangel unterschiedlich
beeintrachtigt wird.

Bis heute sind drei Isoenzyme (D1, D2, D3) mit unterschiedlicher Funktion und
Lokalisation bekannt.
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Abbildung 2: Die Synthese von T3, rTs und 3,3-T»> aus T4 (nach BIANCO et al. 2002)

24.2.1. Deiodinase Typ | (D1)

Die D1 ist ein 55 kDa groBes Homodimer mit Untereinheiten von etwa 27 kDa (SAFRAN
und LEONARD 1991, Leonard et al. 2001). Das Enzym deiodiert T4 und rT3 und wird
durch DTT aktiviert und durch PTU (6-n-Propyl-2-Thiouracil), Goldthioglucose und
lodacetat gehemmt. Die enzymatische Deiodierung von rT3 und T4 funktioniert nach
einem Ping-Pong-Mechanismus (VISSER et al. 1975, CHOPRA 1977, LEONARD und
ROSENBERG 1980, VISSER et al. 1982). Im Vergleich zur Ratte und anderen
untersuchten Tierarten weist diese Deiodinase des Meerschweinchens die héchste
Aktivitat auf. Dies resultiert aus einem etwa dreimal héheren Vpa-Wert. Die
substratbindende Untereinheit ist mit 33 kDa gréBer als die der Ratte, weshalb
erhebliche strukturelle Unterschiede des Proteins zwischen den einzelnen Tierarten
angenommen werden (SANTINI ef al. 1992). Bei Ratte, Hund und Mensch wurde das
hepatische Enzym als integrales Membranprotein identifiziert, dessen N-Terminus in
das ER-Lumen, das Carboxylende in das Zytoplasma ragt (TOYODA et al. 1995). In den
Epithelzellen der Niere ist die D1 in der basolateralen Zellmembran ansassig. Da das
aktive Carboxylende in das Zytosol ragt, wird angenommen, dass Substrat und
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Produkt (T3) die Zellmembran passieren missen. Mehr als 85 % der Aktivitat sind in
den auBeren 3 mm der Nierenrinde zu finden (LEONARD et al. 1991). In vitro-
Untersuchungen an Zellkulturen fUhrten zu der méglichen Annahme, dass das Protein
im ER synthetisiert wird und zur Zellmembran wechselt (BAQul et al. 2000). Eine
Regulation durch die schnelle Proteolyse nach Ubiquitinierung findet nicht statt. Die
Halbwertszeit des Proteins ist > 12 h (GEREBEN et al. 2000). T3 hemmt die Aktivitat
dieses Enzyms nicht (KOENIG et al. 1984).

24.22. Deiodinase Typ Il (D2)

VISSER et al. (1982, 1983) nahmen eine weitere Deiodinase in der Hypophyse auf der
Grundlage von Hemmstudien mit 6-n-Propyl-2-Thiouracil (PTU), einem Inhibitor der
D1, nicht aber der D2, an. Beide Enzyme unterscheiden sich hinsichtlich
Substratspezifitdt, Reaktionskinetik und Anfélligkeit gegeniber Hemmstoffen (VISSER
et al. 1982 und 1983). Bei der D2 handelt es sich um ein integrales Membranprotein
des endoplasmatischen Retikulums, wobei das Carboxylende in das Zytosol, der N-
Terminus in das ER-Lumen ragt (BAaul et al. 2000). Das Holoenzym weist ein
Molekulargewicht von etwa 199 kDa auf und hat zwei oder mehr substratbindende
Untereinheiten von 27 kDa (SAFRAN und LEONARD 1991). In einer Modellvorstellung der
Katalyse durch die D2 findet ein nukleophiler Angriff des SeCys auf die 2’-Position des
Thyroxins statt, woraufhin sich ein Enzym-Substrat-Komplex ausbildet. Ein Thiol als
Kofaktor bewerkstelligt die Abstraktion eines I, es kommt zur Bildung eines
Sulfenyliodids und eines D2-Ts-Komplexs. Durch ein weiteres Thiol entstehen ein
oxidiertes Thiol und ein I'; das Enzym wird regeneriert und T3 entsteht. Der Kofaktor in
vivo ist bisher nicht bekannt. GSH war, im Gegensatz zum unphysiologischen DTT,
nicht in der Lage das Enzym zu aktivieren (KUIPER et al. 2002). Neuere
Ver6ffentlichungen der gleichen Arbeitsgruppe gehen ebenfalls von einer nukleophilen
Substitution des | durch ein H aus. Es kommt im Zuge dessen zu einem Se-lI-Komplex
des Enzyms mit dem Substrat. Dieser Komplex konnte aber noch nicht nachgewiesen
werden, was durch seine Instabilitdt erschwert wird. Es ist méglich, dass vorher eine
nukleophile Addition eines Thiolats (S°) oder Selenolats (Se’) an Position 2/6 bzw. 2'/6’

die Reaktion erleichtert. Die allgemeine lodothyronin-Deiodierungsreaktion lautet:
TIh+2RSH - Tl.1 + RSSR+ H" + I

Obwohl sich die drei Deiodinasen strukturell sehr dhneln, zeigen sie unterschiedliche
Substratspezifitdten, Anfalligkeiten gegendber Hemmstoffen und kinetische
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Mechanismen. Es wird aber als unwahrscheinlich angenommen, dass sich die D1 von
den anderen Deiodinasen durch die Ausbildung des Se-l-Komplexes wahrend der
Deiodierung unterscheidet. Es ist durchaus mdglich, dass die Biochemie der
Deiodierung bei allen drei Isoenzymen gleich ist (KUIPER et al. 2005). Im Gegensatz
zur D1 handelt es sich bei den D2 und D3 um einen sequenziellen Mechanismus
(VISSER et al. 1982).

Im Knochenextrakt und Knochenmark von erwachsenen Mausen konnte eine Aktivitat
der D2 nachgewiesen werden. Die Aktivitdt in einer Osteoblastenzelllinie aus Mausen
stieg auf das 2-2,5-fache an, wenn die Zellen mit 1,25(0OH),-D3 vorbehandelt wurden
(GOUVEIA et al. 2005). Eine Expression der D2 des Menschen konnte in Gehirn,
Hypophyse, Plazenta, Herz, Muskel und braunem Fettgewebe nachgewiesen werden
(CROTEAU et al. 1996). Wéahrend zunachst Zweifel daran bestanden, dass es sich bei
diesem Enzym wirklich um ein Selenoprotein handelt (SAFRAN et al. 1991), wurde der
Beweis letztlich durch CROTEAU et al. (1996) und CURCIO et al. (2001) erbracht. Sowohl
die Aktivitat als auch die mRNA-Expression sind selenabhangig. Des Weiteren steht
die D2 wahrend eines Selenmangels hoch in der Hierarchie (PALLUD et al. 1997). In
vivo konnte eine substratinduzierte Herunterregulierung der D2-Aktivitat beobachtet
werden. Die ohnehin geringe Halbwertszeit (t12 <1 h) des Enzyms verringert sich
weiter bei Anwesenheit der Substrate T3, rTs und T4 (HALPERIN et al. 1994, STEINSAPIR
et al. 1998, 2000). Diese posttranslationale Regulation wird durch Ubiquitinierung am
Carboxylende des Enzyms nach T4—Ts-Konversion vermittelt und fihrt zur selektiven
substratinduzierten Proteolyse (STEINSAPIR et al. 1998, GEREBEN et al. 2000,
STEINSAPIR et al. 2000). Wahrend sich rT3 lediglich reduzierend auf die Enzymaktivitat
auswirkt, verringert T3 die Transkription des D2-Gens zu 50% in vitro in der
Hypophyse. Diese Regulation ist vermulich kernrezeptorvermittelt (Kim et al. 1998). Die
D2 wird also sowohl auf pra- als auch auf posttranslationaler Ebene reguliert (SILVA
und LEONARD 1985, ST. GERMAIN 1988, BURMEISTER et al. 1997, KiM et al. 1998). T4
kann die Aktivitat auf beiden Wegen sehr effizient in Hypophyse und GroBhirnrinde
reduzieren. Daher ist Thyroxin anscheinend das wichtigste Signal zur Regulierung der
D2 (SILVA und LEONARD 1985, BURMEISTER et al. 1997). In der Hypophyse und der
GroBhirnrinde von Ratten verhélt sich die mRNA-Expression antiproportional zur
Schilddrisenfunktion, vermutlich um eine ausreichende T3-Bildung bei abfallenden Ts4-
Konzentrationen wahrend eines lodmangels oder einer Hypothyreose zu
kompensieren (BURMEISTER et al. 1997, Tu et al. 1997). Der Anteil des aus der D2-
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abhangigen, extrathyroidalen Ts—Ts-Konversion stammenden T3 an der
Plasmakonzentration steigt von hyper- Uber eu- zu hypothyroiden Patienten an (MAIA
et al. 2005). Warum ausgerechnet die D2 so strikt reguliert wird, ist ungeklart
(GEREBEN et al. 2000). Ein Grund kénnte die kernnahe Lokalisierung der D2 im ER
sein. Diese ist vermutlich fir die dreifach héhere Ts-Wirkung auf die Ts-abhangige
Gentranskription im Vergleich zur D1 verantwortlich (MAIA et al. 2005).

2.4.2.3. Deiodinase Typ Il (D3)

Die D3 (5-lodothyronindeiodinase, D3) besitzt ein SECIS-Element in der 3° UTR der
mRNA. lhre Aufgabe im Organismus besteht darin, zirkulierendes T3 und T4 durch
Deiodierung an der Position 5 des inneren Tyrosylrings irreversibel zu inaktivieren
(SALVATORE et al. 1995). Die D3 besitzt ebenfalls eine Transmembrandoméne im
Aminoterminus, ist aber nur teilweise in der Plasmamembran lokalisiert. Ein weiterer
Anteil des Proteins ist mit Clathrin co-lokalisiert. Nach seiner Synthese im ER migriert
die D3 zur Plasmamembran und wird dort endozytiert. In den Endosomen findet
anscheinend ein Recyling statt, wonach das Enzym wieder zur Plasmamembran
gelangt. Das aktive Zentrum der D3 liegt extrazellular und ermdéglicht den schnellen
Zugriff auf T4 und T3, um diese zu inaktivieren (BAQui et al. 2003). Aufgrund der
Lokalisierung in Uterus, Plazenta und Nabelschnur wird vermutet, dass sie einen
Schutz gegen den unkontrollierten Eintritt mutterlicher Schilddriisenhormone bildet.
Des Weiteren findet sich die D3 beim Fétus in allen Membranen der Zellen, die
Kontakt mit dem Fruchtwasser haben (HUANG et al. 2003). Tatsachlich liegt der
Transfer mitterlichen T4's in den foétalen Kreislauf beim Menschen im femtomolaren
Bereich. Eine Deiodierung des T4 zum aktiven T findet praktisch nicht statt (MORTIMER
et al. 1996). In der Plazenta tragender Meerschweinchen wird T4 ebenfalls nicht zu T;
deiodiert, sondern durch 5-Deiodierung zu rTs. Letzteres findet aber in einem sehr viel
geringeren Umfang statt als dies beim Menschen der Fall ist. MUtterliches T4, das die
Plazenta passiert, wird offenbar erst im Fo6tus in die inaktive rTs-Form UGberflhrt
(COOPER et al. 1983). T3 wird in der Plazenta von Meerschweinchen durch Deiodierung

am Tyrosylring ebenfalls schnell inaktiviert (CASTRO et al. 1985).

2.4.3. Das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System
Thioredoxin (Trx) beschreibt eine Gruppe von kleinen, ubiquitdr vorkommenden
Proteinen mit zwei redoxaktiven Cysteinylresten in einem exponiert liegenden aktiven

Zentrum. Trx kommt in reduzierter Form als Dithiol (Trx-(SH),) oder in oxidierter Form
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als Disulfid (Trx-Sp) vor, wobei die Cysteinylreste bei Letzterem eine intramolekulare
Disulfidbriicke bilden. Das Protein in seiner reduzierten Form fungiert in vielen
thiolabhangigen  Reduktionsreaktionen als starke Protein-Disulfid-Reduktase
(HOLMGREN 1985). THELANDER bestatigte 1974 die bis dahin angenommene Funktion
des Trx bei der Bildung von Desoxyribonukleotiden in E. coli. Die Ribonucleotid-
Diphosphat-Reduktase benétigt flr die Reduktion von Ribonukleotiden (rNDP) zu
Desoxyribonucleotiden (dNDP) Elektronen. Diese werden von NADPH + H* (iber das
Flavoprotein Thioredoxinreduktase (TrxR) auf Trx Gbertragen, welches letztendlich die
Elektronen fir die Reduktion der rNDP zur Verfligung stellt (Abb. 3).

NADPH: : TrxR- (SH) Trx-S, Xreq\ , INDP
NADP FADH: i TrxR-S; Trx- (SH):: /\ ;dNDP

Abbildung 3: Synthese der Desoxyribonucleotide unter Beteiligung des Trx-TrxR-
Systems bei E. coli (nach THELANDER 1974)

Die Untereinheiten des homodimeren Flavoenzyms TrxR des Saugetiers haben ein
Molekulargewicht von 55-58 kDa und bestehen aus dem essentiellen SeCys im C-
terminalen Redoxzentrum, einer NADPH-Bindungsdoméne, einem FAD und einem
katalytisch aktiven Disulfid im N-Terminus. Diese Untereinheiten liegen spiegelverkehrt
aufeinander. Dies ermdglicht eine Interaktion zwischen dem C-terminalen
Redoxzentrum der einen Untereinheit mit dem N-terminalen Disulfid der anderen
Untereinheit (LUTHMAN und HOLMGREN 1982, GLADYSHEV et al. 1996, TAMURA und
STADTMAN 1996, GROMER et al. 1998a, ZHONG et al. 1998). Die fir die katalytische
Aktivitdt essentielle carboxyterminale Aminosduresequenz ist bei Ratte, Kalb und
Mensch identisch und lautet -Gly-Cys-SeCys-Gly-COOH (ZHONG et al. 1998).

Bei der Reduktion von H>O, beim S&ugetier wird das Selenolat aufgrund der
nukleophilen Eigenschaften des HO, oxidiert. Dies fUhrt zur Bildung der selenigen
Saure, die mit dem benachbarten Sulfhydryl des Cysteins unter Wasserabspaltung
reagiert, wodurch ein Selenylsulfid gebildet wird. Die Regeneration des Selenols erfolgt
durch eine Oxidation des gegentiberliegenden Thiols zum Disulfid (ZHONG et al. 2000).

Die TrxR weist ein hohes Substratspektrum auf und reagiert neben Trx u. a. auch mit
Alloxan, Menadion, DTNB (5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoeséaure)), oxidiertem Liponamid,
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L-Cystin, Lipidhydroperoxiden, Dehydroascorbat, H.O, und S-Nitrosoglutathion
(LUTHMAN und HOLMGREN 1982, BJORNSTEDT et al. 1995, NIKiITovic und HOLMGREN
1996, TAMURA und STADTMAN 1996, MAY et al. 1997, ZHONG und HOLMGREN 2000). Die
Entdeckung, dass stabile Selenyliodid-Verbindungen als Substrat der TrxR fungieren
kdénnen, legt die Vermutung nahe, dass dieses Enzym im katalytischen Kreislauf der
Deiodinasen eine Rolle spielen kénnte (MUGESH et al. 2003).

Thioredoxin aus Saugetierzellen wurde von verschiedenen Forschergruppen als relativ
hitzestabil und mit einem Molekulargewicht von 12 kDa beschrieben. Der
entscheidende Unterschied zum Trx aus E. coli besteht in der doppelten bis dreifachen
Anzahl an Cysteinresten und einer breiteren Substratspezifitdt. Die Oxidation dieser
Cysteinylreste flhrt zu einer intramolekularen Disulfidbindung (HERRMANN und MOORE
1973, ENGSTROM et al. 1974, HOLMGREN 1977, LUTHMAN und HOLMGREN 1982,
GROMER et al. 1998a). Ein zweites Saugetier-Trx wurde in den Mitochondrien von
Ratten  entdeckt. Dieses Trx2 besitzt ein  mitochondrienspezifisches
Translokationssignal im N-Terminus (SPYRoOU et al. 1997). Aufgrund der Tatsache,
dass das Erzeugen Uberlebensfahiger, homozygoter Mause mit einem Trx-Gendefekt
misslang, folgern die Autoren, dass Trx fir die frihe Differenzierung und
Morphogenese beim Mausembryo essentiell ist (MATSUI et al. 1996, NONN et al. 2003).
Die Funktionen des Trx im Saugerstoffwechsel sind sehr vielfaltig und werden bis dato
weitreichend erforscht. ARNER und HOLMGREN stellten diese 2000 zusammenfassend
wie folgt dar: Redoxregulation von Transkriptionsfaktoren, Regulation der Apoptose,
Modulation des Immunsystems, Einnisten und Erhalten der Schwangerschaft, Schutz
vor Hyperoxie bei der Geburt und Unterstiitzung des Uberlebens von Neuronen bei
Schlaganfall und Reperfusion.

SUN et al. (1999) entdeckten neben der bis dato bekannten TrxR1 zwei weitere
Isoenzyme der TrxR (TrxR2 und TGR) bei Mausen und Menschen, die die gleichen
funktionellen Eigenschaften teilen. W&hrend die TrxR1 und die Thioredoxin/Glutathion
Reduktase (TGR) ubiquitar mit besonders reichlichem Vorkommen im Cytosol der
Leber anséssig sind, findet man die TrxR2 hauptsachlich in den Mitochondrien von
Testes, Prostata und Leber. In geringerer Expressionsrate ist die mRNA auch ubiquitar
anzutreffen (MIRANDA-VIZUETTE et al. 1999).

Der Aktivitatsverlust der TrxR im Selenmangel wurde bereits an Ratten untersucht. Die
Aktivitdtsabnahme ist deutlich messbar, im Vergleich unter den einzelnen Organen
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jedoch unterschiedlich markant. Im Gegensatz zu anderen Selenoenzymen konnte die
Aktivitat der TrxR durch Selenzulagen oberhalb des Bedarfs nur in einer Studie von
BEGGREN et al. (1999) weiter gesteigert werden. Die Aktivitat im Gehirn konnte im
Mangel nach 14-wéchigem Fitterungsversuch aufrechterhalten werden (HILL et al.
1997a, BEGGREN et al. 1999). Im Mangel reduziert sich die TrxR-Aktivitat in der Leber
erheblich (auf 14% der Kontrollwerte), wohingegen die mRNA-Konzentration nur
moderat gesenkt wird. Hierin unterscheidet sich die TrxR deutlich von der cGPx, bei
der im Mangel sowohl Aktivitat als auch mRNA-Konzentrationen deutlich reduziert
sind. Zur Sattigung der hepatischen TrxR-Aktivitat bei der Ratte ist eine Selenzulage
von 0,07 mg/kg Futtermittel ausreichend. Um die maximale TrxR-mRNA-Konzentration
zu erhalten, werden nur 0,05 mg/kg Selenzulage bendtigt. Der Abfall des mRNA-
Gehalts wahrend eines Mangels im Vergleich zur Kontrollgruppe betragt nur 30-35%.
Bezlglich des Selenbedarfs fiir mRNA-Gehalt und TrxR-Aktivitdt rangiert dieses
Selenoenzym hinter der cGPx. Es wird daher vermutet, dass die TrxR im Organismus
eine tragende Rolle spielt und dass der Verlust der TrxR-Aktivitdt an den Symptomen
im Selenmangel ursachlich beteiligt ist (HADLEY und SUNDE 2001). In der Arterienwand
von Ratten wurde ebenfalls der nutritive Einfluss von Selen auf die
Genexpressionsrate und Aktivitat der TrxR und der cGPx untersucht. Im
Langzeitmangel waren im Falle der TrxR beide Parameter erheblich erhéht. Vermutlich
wird die Genexpression bei der TrxR Uber die Menge an ROS und bei der GPx Uber
Selen reguliert (Wu et al. 2003). An knock-out-Mausmodellen wurde weiterhin
herausgefunden, dass ein Fehlen der TrxR1 und/oder TrxR2 zur préanatalen Letalitat
fihrt (CONRAD et al. 2004, JAKUPOGLU et al. 2005). Beziglich der Wiedererlangung der
Aktivitat nach einer Repletion rangiert die TrxR zwischen SelP und cGPx in der Leber
der Ratte (HILL et al. 1997a).

Die bekannteste Funktion des Trx/TrxR-Systems ist die Bereitstellung von
Reduktionsaquivalenten fir die Ribonukleotidreduktase, es gibt jedoch mindestens ein
weiteres Wasserstoff-Donorsystem flr dieses Enzym (THELANDER 1974, SPYROU und
HoLMGREN 1996). Der ROS-Stoffwechselweg flhrt offenbar Uber die TrxR. So konnte
fir die TrxR1 festgestellt werden, dass ROS zur Oxidation der Selenolgruppe im
SeCys und damit zur Inaktivierung des Enzyms flihrt. Die daraus resultierende
Oxidation des Trx hat Einfluss auf Trx-abhangige zelluldre Komponenten wie
Transkriptionsfaktoren, Proteintyrosinphosphatasen und antioxidative Enzyme. Ein

direkter Einfluss der ROS auf diese Proteine ist zusatzlich mdglich. Das System
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recycelt sich selbst durch einen Anstieg der TrxR-Expression und mdglicherweise
durch eine NADPH-abhangige Reduktion nach der ROS-Entgiftung durch andere
antioxidative Enzyme (SuN et al. 1999).

In menschlichen Tumorzellen konnte die Hemmung sowohl der spontanen als auch
der dexamethasoninduzierten Apoptose durch Trx sowie eine Fo&rderung des
Tumorwachstums durch Trx als Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden (BAKER et
al. 1997). Die medizinische Implikation des TrxR-Systems wurde von BECKER et al.
(2000) zusammenfassend betrachtet. Das Thioredoxin-Reduktase-System befindet
sich seit Jahren im Fokus der pathobiochemischen und pharmakologischen
Forschung. Es ist bei der Pravention von Tumorerkrankungen essentiell, weil es die
Fahigkeit besitzt, H-O, zu entgiften. Die fir die hohe Proliferationsrate der Tumorzellen
bendtigten DNA-Bausteine werden jedoch ebenso wie das Trx vom TrxR-System
bereitgestellt. Dieser Sachverhalt wurde deshalb zum Gegenstand therapeutischer
Uberlegungen. Auch Infektionserreger haben ein TrxR-System zur Verteidigung gegen
Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus wie auch zur Bereitstellung von
Desoxyribonukleotiden fiir die DNA-Synthese, die eine Vermehrung der Erreger erst
ermdglicht. Strukturunterschiede zu den Saugerenzymen lassen dieses Protein in das

Zentrum der Antibiotikaentwicklung ricken.

2.5. Selenoprotein P

Im Plasma von Ratten wurde ein Protein identifiziert, das injiziertes, radioaktiv
markiertes Selen rasch inkorporiert (HERRMAN 1977). Selenoprotein P (SelP) wird
hauptsachlich in der Leber synthetisiet (MOTSENBOCKER und TAPPEL 1982) und
unterscheidet sich von der SeGPx hinsichtlich Molekulargewicht,
chromatographischem  Verhalten und Substratspezifitdt. Gegendber einem
Selenmangel ist SelP resistenter als die cGPx. Die biochemische Funktion dieses
Selenoproteins ist nicht bekannt, neben einer Transportfunktion fir Selen Uber das
Plasma zu den Geweben werden weitere Funktionen vermutet (BURK und GREGORY
1982). SelP wird u. a. in Leber, Nieren, Herz, Lunge und Testes exprimiert und in den
interstitiellen Raum sekretiert (BURK und HiLL 1994). In der Leber von Ratten ist SelP
zentrilobular lokalisiert. Dies ist der Ort mit der hdochsten oxidativen Belastung. Daher
wird eine antioxidative Wirkung des Proteins nicht ausgeschlossen. In der Niere fand
sich SelP hauptsachlich in den Glomeruli wieder. Der Erhalt des Proteins in den

Glomeruli wahrend eines Selenmangels ist besser als im Plasma. Dies kdnnte die
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Erklarung dafir sein, dass die Nierenfunktion im Selenmangel meist nicht
beeintrachtigt ist. Im Gehirn war das SelP mit dem vaskularen Endothel assoziiert. Ein
Schutz der Endothelzellmembranen vor oxidativ wirksamen Molekillen, die aus
inflammatorischen Vorgangen im Gewebe herriihren, wird fir dieses Protein
angenommen (BURK et al. 1997).

Das Protein weist 7,5 SeCys-Reste auf, obwohl die cDNA 10 TGA-Codons enthalt
(READ et al. 1990, BURK und HiLL 1994), des Weiteren besitzt sie zwei SECIS-
Elemente (HILL et al. 1991, BURK und HiLL 1994). SelP wurde in vier verschiedenen
Isoformen gefunden, die in unterschiedlichen Léangen des C-Terminus differieren. Jede
Isoform endet an einem bestimmten SeCys-Rest und kommt somit auf eine Masse
zwischen 50 kDa flr die full-length-Variante und 36 kDa flr die kurze Isoform. Die
unterschiedlichen  Ergebnisse zum  Selengehalt dieses Proteins werden
moglicherweise durch diese unterschiedlichen Isoformen mit kirzerem C-Terminus
verursacht (MA et al. 2002). Im N-Terminus liegt neben den zwei histidinreichen
Regionen ein SeCys, das ein redoxsensitives Zentrum bildet. Die restlichen SeCys
befinden sich alle C-terminal. Der N-terminale SeCys-Rest liegt in oxidierter Form vor
und bildet &hnlich wie bei der TrxR eine Se-S-Briicke mit einem benachbarten Cys (MA
et al. 2003). Die Halbwertszeit betragt nur etwa drei bis vier Stunden (BURK et al.
1991). Etwa 60 % des Selens im Rattenserum sind an SelP gebunden, das entspricht
8% des gesamten Se-Pools. Die SelP-Konzentration sinkt wéahrend eines
Selenmangels auf etwa 10 % der Kontrollwerte ab (READ et al. 1990). Bei SelP-
knockout-Mausen konnte ein vermehrter renaler Selenverlust beobachtet werden. Man
nimmt an, dass sich durch das Fehlen des Proteins der metabolisch aktive Selenpool
in der Leber vergréBert. Uber diese StellgroBe wird die Synthese renaler
Ausscheidungsprodukte bestimmt, welche nicht mehr als Selenquelle im Organismus
genutzt werden (BURK et al. 2006a). Bei der Repletion ist SelP im Vergleich zur
hepatischen cGPx und der pGPx im Plasma héher gestellt (BURK et al. 1991).
Wahrend eines Uber 28 Tage induzierten Selenmangels bei Ratten konnte kein
Einfluss auf die mRNA-Konzentrationen in der Leber festgestellt werden (HADLEY und
SUNDE 2001).

Bei der Charakterisierung des SelP aus Humanplasma konnte keine Aktivitat
gegenlber tButylhydroperoxid und H.O. festgestellt werden. Gegenliber PCOOH

jedoch konnte ein dhnliches Verhalten wie das der PHGPx beobachtet werden, wenn
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auch mit erheblich niedrigerer Aktivitat. Diese lieB sich ebenfalls durch die Zugabe des
Detergens Triton-X 100 steigern. Dies lasst darauf schlieBen, dass SelP, genau wie
die PHGPx, Reaktionen an der Lipid-Wasser-Grenze katalysiert. Als Reduktionsmittel
dienen neben GSH auch L-Cystein, DL-Homocystein, Mercaptoethanol und
Dithiothreitol (SAITO et al. 1999). Es wird ein rezeptorvermittelter Selentransport zum
Gehirn durch SelP angenommen, der eine ausreichende Selenversorgung dieses
Gewebes auch im Se-Mangel gewahrleistet (BURK et al. 1991). Wéarend der N-
Terminus vermutlich fir die Enzymaktivitdt verantwortlich ist, liefert der C-Terminus
offenbar Selen an die Gewebe (SAITO et al. 2004), fir die Testes und das Gehirn
wurde dies bereits bestatigt (HILL et al. 2007). Fir die Selenaufnahme in Maustestes
wurde inzwischen der Apolipoprotein E-Rezeptor 2 (ApoER2) als essentiell identifiziert.
Er ist in vivo mit SelP assoziiert, und ein Fehlen flihrt zu Spermiendefekten, wie sie

von selendefizienten Tieren bekannt sind (OLSON et al. 2007).

2.6. Genexpression der Selenoproteine

An Ratten wurde nachgewiesen, dass ein Selenmangel die Transkription der Gene fir
die cGPx, die Typ | Deiodinase und SelP nicht beeinflusst, wohl aber die mRNA-
Menge (CHRISTENSEN et al. 1995). Die mRNA der cGPx ist die mengenméaBig haufigste
MRNA eines Selenoenzyms in der Leber von adaquat versorgten Ratten. Dies fihrt
dazu, dass 75 % des Selens in der Rattenleber an dieses Enzym gebunden sind.
Wahrend eines Selenmangels reduziert sich diese Menge (nicht die Transkription an
sich) aufgrund der mRNA-Instabilitat auf das vergleichbare Niveau anderer
Selenoenzyme, deren Transkriptmenge vom Mangel nicht beeinflusst wird (PHGPX,
SelP). Der cGPx wird aus diesem Grund die Rolle eines Selenspeichers
zugeschrieben: Bei adaquater Selenversorgung steigt die Translationsrate an (WEISS
SACHDEV und SUNDE 2001). Die Stabilitdt der mRNA wird im Selenmangel durch
Interpretation des UGA-Codons als eigentliches Stoppcodon beeinflusst. Die mRNA
wird markiert und dem Abbau preisgegeben (MORIARTY et al. 1998). Die Hierarchie der
Selenoproteine im Selenmangel wird auf eine unterschiedliche Effizienz des
Seleneinbaus zurtickgeflihrt, der tber die 3'UTR reguliert wird (BERMANO et al. 1996).
Fir die selensensitive Downregulation der cGPX-mRNA sind SECIS-Element und
UGA-Codon, gefolgt von einem Intron, essentiell (WEISS und SUNDE 1998).

ToYoDA et al. (1989) untersuchten den Einfluss der Selenzufuhr auf die Genexpression

der cGPx in Leber, Niere und Herz bei Ratten, Mausen und Meerschweinchen. Sie
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fanden heraus, dass die vergleichsweise niedrige Enzymaktivitdt beim
Meerschweinchen nicht durch geringere Selenkonzentrationen in den einzelnen
Geweben begriindet ist. Des Weiteren wird im Hepatozytenzytosol das vorhandene
Selen anscheinend nicht fir die Synthese von Gpx-Molekilen genutzt. Weitere
Analysen zeigten, dass die extrem niedrige GPx-Aktivitdt das Ergebnis eines Defektes
bei oder nach der Transkription sein muss, da das Gen zwar vorhanden ist, die mMRNA
jedoch nicht nachgewiesen werden kann. HIMENO et al. (1993b) bestatigten, dass eine
geringe cGPx-mRNA-Konzentration in der Hauptsache auf eine verringerte
Transkriptionsrate zurtickzufiihren ist, obwohl andere Faktoren wie die Stabilitdt der
mRNA nicht ganz ausgeschlossen werden konnten. Es wird vermutet, dass ein oder
mehrere Faktoren, die zur Transkription nétig sind, gehemmt werden oder ganz fehlen.
Lediglich in den Erythrozyten und deren Vorlauferzellen im Knochenmark sind sowohl
Expression als auch Aktivitait des Enzyms mit Mausen vergleichbar. Eine
Kompensation der geringen GPx-Aktivitdt in anderen Geweben durch die GST und
Katalase wurde angenommen. Da die Erythrozyten keine GST-Aktivitat aufweisen,
fehlt ein Enzym, das Lipidhydroperoxide reduzieren kann (HIMENO et al. 1993a). Dies
kénnte der Grund fur die hdhere Expression der cGPx in den Erythrozyten sein
(HIMENO et al. 1993D).

2.7. Glutathion

Glutathion (y-Glu-Cys-Gly) Gbernimmt im Stoffwechsel zahlreiche Aufgaben, wobei im
Zusammenhang dieser Arbeit lediglich auf die Entgiftung von Peroxiden, Radikalen
und Xenobiotika und seine Rolle als Coenzym eingegangen werden kann. Es ist mit
einer Konzentration von 0,5-10 mM das haufigste intrazellulare Thiol (MEISTER und
TATE 1976). Glutathion wird intrazellular in einem ersten Schritt aus L-Glutamat und L-
Cystein durch die y-Glutamylcysteinsynthetase unter Verbrauch eines Mol ATP
gebildet, wodurch y-Glutamylcystein entsteht. Die GSH-Synthetase katalysiert die
ATP/Mg?*-abhéngige Bildung von GSH aus y-Glutamylcystein und Glycin (SNOKE und
BLOCH 1952, SNOKE et al. 1953, MEISTER 1988). Der erste Syntheseschritt unterliegt
einer durch die Thiolgruppe des Glutathions verursachten Feedbackhemmung
(RICHMAN und MEISTER 1975).

Der Abbau des Glutathions wird durch die y-Glutamyltransferase katalysiert. Ein
y-Glutamylrest wird auf einen Akzeptor Ubertragen. Als Akzeptoren fungieren

Aminoséauren, Dipeptide und GSH, in aller Regel ist dies aber Cystein. Die in der
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y-Glutamyltransferasereaktion entstandene y-Glutamylaminosdure wird durch die
y-Glutamylcyclotransferase in 5-Oxoprolin und die korrespondierende Aminosaure
gespalten. Die 5-Oxoprolinase katalysiert dann die Reaktion von 5-Oxoprolin zu
Glutamat. Das verbleibende Cysteinylglycin wird durch Dipeptidasen in seine
Aminosaurebestandteile Uberflhrt (MEISTER 1988).

SH
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Abbildung 4: Glutathion (y-L-Glutamyl-L-Cysteinylglycin)

Der GSH-Transport durch die basolaterale Membran des proximalen Tubulus in der
Niere erfolgt als Kotransport in Form des Anions zusammen mit zwei Na*-lonen. Die
Transportrate fir GSSG betragt lediglich 20 % von der Transportrate fur GSH. Da im
Gegensatz zu Cysteinylglycin auch y-Glutamyl-Verbindungen transportiert werden,
wird angenommen, dass der y-Glutamylrest flir diesen Transport wichtig ist (LASH und
JONES 1984).

Im Vergleich zu anderen Nagerarten weist die Leber des Meerschweinchens geringe
Glutathionkonzentrationen auf. Ursache daflir ist eine geringe Aktivitat der
y-Glutamylcysteinsynthetase  und  die  gleichzeitig  hohe  Aktivitdt  der
y-Glutamyltransferase (IGARASHI et al. 1983). Die y-Glutamyltransferase ist mit der
Plasmamembran der Parenchymzellen der Meerschweinchenleber assoziiert (HUSEBY
1979). Durch histochemische Methoden konnte sowohl bei Ratten als auch bei
Meerschweinchen eine kanalikuldare und eine sinusoidale Aktivitdt nachgewiesen
werden (LANCA und ISRAEL 1991). Das aktive Zentrum des Enzyms ist lumenwarts
orientiert (INOUE et al. 1983). Die Aktivitdt des Enzyms beim Meerschweichen ist etwa
um das flnffache héher als bei der Ratte (JOSCH et al. 1998a). Ratte und Maus
nehmen unter den Labornagern eine Sonderstellung beziglich des Leber/Niere-
Verhaltnisses der y-Glutamyltransferase-Aktivitdt ein. Die hdchste Aktivitdt der

y-Glutamyltransferase in der Niere findet sich bei der Ratte, wohingegen das
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Meerschweinchen in diesem Organ eine vergleichsweise geringe Aktivitat aufweist
(STEIN et al. 1988). Bei Ratten und Mausen ist also hauptsachlich die Niere fir den
Glutathionabbau verantwortlich. Es wird vermutet, dass die Verhaltnisse bezliglich der
Verteilung des Enzyms beim Menschen eher denen des Meerschweinchens und der
Makaken (Javaneraffe) ahneln als denen der Ratten oder der Mause (HINCHMAN und
BALLATORI 1990, HINCHMAN et al. 1991). In der Galle des Meerschweinchens kdnnen
unter den Thiolen eher GSH-Hydrolyseprodukte, hauptséachlich Cys-Gly und Cys-Gly-
Disulfide, als Glutathion selbst in oxidierter oder reduzierter Form nachgewiesen
werden (STEIN et al. 1988). Es wird ein Recycling der Aminosaurenbestandteile
angenommen  (BALLATORI et al. 1988). Als GSH-Konjugat gebundenes
Methylquecksilber wird beispielsweise in den Gallengangen des Meerschweinchens zu
einem CHs-Hg-Cystein-Komplex abgebaut und im Gallenwegssystem reabsorbiert.
Dieses Recycling tragt maBgeblich zur langen biologischen Halbwertszeit des CHz-Hg*
bei (DUTCzAK und BALLATORI 1992).

2.8. Glutathion S-Transferasen und selenunabhangige Glutathionperoxidase
Die Glutathion S-Transferasen (GST) katalysieren den nukleophilen Angriff des
Glutathions auf elektrophile Substrate und sind dadurch ein wichtiger Bestandteil der
zellularen Abwehr gegentber reaktiven Molekilen. Die allgemeine nukleophile
Substitutionsreaktion, in der die GST xenobiotische und endogene Nukleophile durch
Konjugation mit GSH entgiften, lautet: GSH + R-X — GSR + HX (ARMSTRONG 1997).
Bei der Konjugation des CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzol) handelt es sich um eine
nukleophile Substitutionsreaktion am aromatischen Ring. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei der Angriff des nukleophilen
Glutathions und nicht der des Chloridions als Abgangsgruppe (MORGENSTERN und
DEPIERRE 1988). Die zytosolischen GST sind auBerdem an der Bildung von Leukotrien
C4 durch Konjugation von Leukotrien A4 mit Glutathion beteiligt (MANNERVIK et al.
1984).

Es handelt sich bei diesen Enzymen um Dimere von 23,5-25 kDa je Untereinheit,
welche jeweils eine hydrophile Bindungsstelle fiir Glutathion und eine hydrophobe flr
das elektrophile Substrat tragen (OSHINO et al. 1990, KAMEI-HAYASHI et al. 1993). Die
GST sind l6sliche Proteine und machen beim Menschen ca. 4% der l6slichen
Proteinfraktion in der Leber aus (VAN BLADEREN 2000).
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MANNERVIK et al. (1985) nahmen eine Klassifizierung der GST-Isoenzyme nach N-
terminaler ~ Aminosduresequenz  und  enzymatischen  Eigenschaften  oder
immunochemischen Reaktionen vor. Sie teilten die zytosolischen Isoenzyme in die
Klassen alpha-, mu und pi ein. Dimere werden nur von Untereinheiten der gleichen
Klasse gebildet. Es gibt zahlreiche Einteilungen, auf die jedoch nicht weiter
eingegangen werden soll. Die Literaturstellen, die sich mit der Charakterisierung der
Meerschweinchenproteine auseinandersetzen, beziehen sich auf die o.g.
Klassifizierung.

Bei der Entgiftung von Xenobiotika wird in Phase | und Il unterschieden. In Phase |
findet eine Oxidation Uber das Cytochrom P450-System statt. Das hydrophobe Produkt
dieser Reaktion wird in Phase Il durch GST-vermittelte Konjugation mit GSH in eine
hydrophile Form Uberfiihrt. Durch enzymatische oder spontane Reaktionen mit GSH
kénnen in der Phase Il aus Halogenalkanen und -alkenen auch genotoxische oder
nephrotoxische S-Konjugate entstehen (OzAawA und GUENGERICH 1983, KOGA et al.
1986, ANDERS 2004). In vitro durchgefiihrte Studien zeigten, dass einige Glutathion S-
Konjugate die Glutathionreduktase (GR) hemmen kénnen (BiLzErR 1984). Der Export
dieser Substanzen aus der Zelle wird daher ATP/Mg®*-abhangig Uber eine GS-X-
Pumpe realisiert (Abb. 5). Dieses Transportsystem weist ein breites Substratspektrum
unter den verschiedenen Glutathion S-Konjugaten auf und transportiert daher auch
Leukotrien C4 mit hoher Affinitat (ISHIKAWA 1989a, b, KOBAYASHI et al. 1990). Uber den
weiteren Abbau der Konjugate herrscht keine Einigkeit. Es wird ein Interorganprozess
angenommen, in dem die S-Konjugate und deren Abbauprodukte durch den
sinusoidalen Blutfluss, einen enterohepatischen Kreislauf und aus der Niere in die
Zirkulation gelangen. Die Enzyme zum Abbau der S-Konjugate sind in jedem dieser
Organe vohanden. Die Kapazitat weist gewisse tierartliche Unterschiede auf (IGARASHI
et al. 1983, HINCHMAN und BALLATORI 1994, JOSCH et al. 1998a).

Die héchste Aktivitat der y-Glutamyltransferase findet man beim Meerschweinchen auf
der kanalikularen Seite, wobei auch die basolaterale Aktivitét die der Ratte bei weitem
Ubertrifft. In der Barstensaummembran des Jejunums, des proximalen Tubulus und in
der Leber (sinusoidal und kanalikular) der Ratte konnte eine membrangebundene
Dipeptidase identifiziert werden. Letztere findet sich mit gleicher zellularer Verteilung
auch beim Meerschweinchen. lhr aktives Zentrum zeigt zum Lumen hin (KozAk und
TATE 1982, MCINTYRE und CURTHOYS 1982, JOSCH et al. 1998a). Diese Dipeptidase
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spielt in der Leber offenbar nur eine untergeordnete Rolle. Bei Ratten und
Meerschweinchen stellte man fest, dass etwa 95% eines artifiziellen Cysteinylglycin S-
Konjugates aus dem Sinus durch eine zytosolische Cysteinylglycin S-Konjugat-
Dipeptidase gespalten wird. Dies ist insbesondere beim Meerschweinchen von
Bedeutung, da es eine im Vergleich zur Ratte hohe sinusoidale y-
Glutamyltransferaseaktivitat hat (JOScH et al. 1998a). Welcher Transporter dies
erm@glicht, ist nicht endgiltig erforscht; PepT2 kommt méglicherweise in Betracht
(DRINGEN et al. 1998, JOscH et al. 1998b). Das korrespondierende Cystein S-Konjugat
wird von der mikrosomalen N-Acetyltransferase in Leber oder Niere zum Mercapturat
umgewandelt und aufgrund der resultierenden hoéheren Polarititit und
Wasserldslichkeit (im Vergleich zur Ausgangssubstanz) durch die Zellmembran
transportiert und ausgeschieden (Abb. 5) (GREEN und ELCE 1975, HINCHMAN und
BALLATORI 1994).

Aus dem Leberzytosol des Meerschweinchens konnten vier Isoenzyme (GST a, b, c,
d) der Glutathion S-Transferase (GST) isoliert werden. Das beste Substrat fir alle
Isoenzyme ist CDNB. In der Leber des Meerschweinchens besitzt die GST eine hohe
selenunabhéngige GPx-Aktivitdt. Etwa 75% der Gesamt-GPx-Aktivitat in der Leber
wird vom Isoenzym a der GST gestellt. Diese Isoform reagiert nicht mit H>O,, jedoch
mit Linolsdurehydroperoxiden, Cumolhydroperoxid (CuOOH), CDNB und im geringen
MaBe mit tert-Butylhydroperoxid. Unter den untersuchten Tierarten (Ratte,
Meerschweinchen, Huhn und Kaninchen) hat das Meerschweinchen die héchste GST-
Aktivitat, woflr eine héhere Substratspezifitat gegentiber CDNB urséchlich sein kann.
In der Gruppe der Saugetiere ist jedoch die geringe Aktivitat der Ratte anscheinend die
eigentliche Ausnahme (OSHINO et al. 1990). In der Meerschweinchenleber wird das
Potential des Selens nicht zur Reduktion organischer Hydroperoxide genutzt, wie dies
bei der Ratte der Fall ist, vielmehr Gbernimmt diese Funktion die der Klasse alpha
zugehorige GST a (KAMEI-HAYASHI et al. 1993).
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Abbildung 5: Bildung und Abbau der Glutathion-S-Konjugate in der Leber:
Elektrophile (E) bzw. reaktive Verbindungen aus dem Stoffwechsel (X)
reagieren spontan oder enzymatisch, letzteres katalysiert durch die
Glutathion S-Transferase (GST), mit Glutathion (y-Glu-Cys-Gly). Die
resultierenden S-Konjugate werden durch die GS-X-Pumpe aus der
Zelle in die Gallenkandélchen oder den sinusoidalen Raum transportiert,
wo die y-Glutamyltransferase (yGT) und eine Dipeptidase die
schrittweise Hydrolisierung katalysieren. Das Cystein S-Konjugat wird
zurlick in die Zelle transportiert und durch die N-Acetyltransferase (N-
AcT) aktiviert. Die daraus resultierende Erhéhung der Polaritdt und
Wasserléslichkeit ermdglicht eine renale Ausscheidung des N-
Acetylcystein S-Konjugats (nach HINCHMAN und BALLATORI 1994). Die
gestrichelte Linie weist einen alternativen Weg fiir Cysteinylglycin S-
Konjugate Uber eine zytosolische Dipeptidase in der Leber auf (nach
JOSCH et al. 1998a).

Die GST o der Ratte weist ebenfalls eine GPx-Aktivitat auf, welche etwa 50% zur GPx-
Aktivitat gegen PCOOH beisteuert. Die Reihenfolge, in der die GST o der Ratte zur
GPx-Aktivitdt gegen PCOOH innerhalb der unterschiedlichen Gewebe beitragt, ist
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Leber > Niere > Testes > Pankreas, Gehirn, Lunge > Herz. Eine &hnliche Reihenfolge
lasst sich mit Cumolhydroperoxid als Substrat feststellen. Da die GST-Proteine 3-5%
der Gesamtmenge an léslichem Protein in Saugetierlebern ausmachten und ein
GroBteil davon der GST a zugeschrieben werden kann, kompensiert diese Menge die
verhaltnismaBig geringe katalytische Aktivitdt gegen Phospholipidhydroperoxide. Der
GST wird eine Schutzfunktion bei oxidativem Stress zugesprochen, weil sie durch
Reduktion der Phospholipidhydroperoxide die autokatalytische Kettenreaktion bei der
Lipidoxidation unterbricht (YANG et al. 2002).

SHREVE et al. (1979) versuchten, ein Enzym, das mit Lipidhydroperoxiden (LOOH)
reagiert, nach einer "°Se-Injektion aus dem Leberzytosol eines Meerschweinchens zu
isolieren. Das Enzym mit der Aktivitdt gegen Linolsaurehydroperoxide wies hierbei ein
Molekulargewicht von 45 kDa auf. Eine Reaktion fand mit Progesteron-17-
Hydroperoxid, Cumolhydroperoxid und tert-Butylhydroperoxid als Substrat statt und
Uberschnitt sich mit der Glutathion S-Transferase-Aktivitdt. Die Rangordnung der
Aktivitdten gegen die einzelnen Substrate war CuOOH, LOOH und tert
Butylhydroperoxid. Nur ein geringer Anteii des "Se wurde in die
Linolsdurehydroperoxid-reduzierende Peroxidase eingebaut. Hieraus schlieBen die
Autoren, dass es sich nicht um ein Selenoenzym handelt und dass Meerschweinchen,
anders als Ratten, keinen alimentaren Selenbedarf haben. Es wird nicht
ausgeschlossen, dass es sich bei dem isolieten Enzym um eine Eigenschaft der
Glutation S-Transferase handelt. IRWIN et al. (1980) vermuten, dass es sich bei der
selenunabhéngigen GPx-Aktivitdt und der GST-Aktivitdt im Cytosol der Leber des

Meerschweinchens um eine Eigenschaft desselben Proteins handelt.

Die mikrosomale GST I ist ein membrangebundenes Homotrimer und weist keine
Sequenzhomologie zum zytosolischen Enzym auf. Vielmehr &hnelt diese GST der
Leukotrien-C4-Synthetase und der mikrosomalen GST Il (WEINANDER et al. 1996).
Letztere zeigt, zusammen mit der Leukotrien-C4-Synthetase, deutliche
Sequenzhomologien zur 5-Lipoxygenase (ARMSTRONG 1997). Die mikrosomale GST |
weist neben einer dhnlichen GrdBe die gleiche Anzahl an hydrophoben Regionen und
die Fahigkeit, Fettsduren zu binden, auf (WEINANDER et al. 1996). Durch
Untersuchungen gereinigter mikrosomaler GST | aus der Leber der Ratte konnte eine
hohe Aktivitat gegentiber CDNB und eine vergleichsweise niedrige Aktivitat gegentber

CuOOH nachgewiesen werden. Sie ist bei der Entgiftung polyhalogenierter
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Kohlenwasserstoffe anscheinend effizienter als das zytosolische Isoenzym. Lokalisiert
ist das Enzym in der &auBeren Mitochondrienmembran und der Membran des
endoplasmatischen Retikulums. Diese Lokalisierung ermdglicht den Schutz der
Membranen vor Lipidperoxidation und deren toxischen Zwischenprodukten sowie vor
der Anreicherung lipophiler Xenobiotika (MORGENSTERN und DEPIERRE 1988, MOSIALOU
und MORGENSTERN 1989).

Im Selenmangel konnte eine Steigerung der Glutathion S-Transferase-Aktivitat in
Leber, Niere und Duodenum der Ratte gezeigt werden. Eine Kompensation des
mangelbedingten Abfalls der SeGPx-Aktivitdt durch die GST wurde angenommen
(LAWRENCE et al. 1978, MASUKAWA et al. 1984, CHRISTENSEN et al. 1994, MATSUDA et
al. 1998). In der Niere von Ratten konnte ein Anstieg der GST-Aktivitat wahrend eines
Selenmangels beobachtet werden, der jedoch statistisch nicht signifikant war (McCoy
et al. 1988). Bei Ratten flihrt ein Selenmangel zum Anstieg der GST-Aktivitat und der
mRNA-Menge der alpha- und mu-Klasse. Anhand von weiteren Studien mit PTU
konnte abgeleitet werden, dass die Expression der GST scheinbar zumindest teilweise
der Kontrolle der Schilddriisenhormone unterliegt (BECKETT et al. 1992).

Durch Eisenlberladung bei gleichzeitigem Se/Vitamin E-Mangel konnte ein Anstieg
der selenunabhangigen GPx-Aktivitat bei Ratten beobachtet werden (REFFETT et al.
1986). Bei Lammern |6ste eine Eisenlberladung bei adaquater Selen und Vitamin E-
Versorgung ebenfalls einen Anstieg der non-SeGPx-Aktivitat neben einem Abfall der
SeGPx-Aktivitdt aus (LEe et al. 1981). Die Arbeitsgruppen vermuten eine
kompensatorische Aufgabe der non-SeGPx beim Abfall der SeGPx, wenn ein Gewebe
oxidativem Stress unterliegt (LEE et al. 1981, MASUKAWA et al. 1984, REFFETT et al.
1986).

2.9. Glutathionreduktase

Die Gilutathionreduktase (GR) katalysiert die NADPH-abhangige Reduktion von
oxidiertem Glutathion (GSSG) und ist somit fir die Funktion der GPx und der GST
essentiell. Das homodimere Flavoenzym hat ein Molekulargewicht von 125 kDa und
weist ein pH-Optimum von etwa 7,0 mit dem Substrat NADPH auf (CARLBERG und
MANNERVIK 1975). Eine fUnfminGtige Erhitzung auf 56 °C fihrt zu einer
Aktivitatsminderung von 50%. Unter den Labornagern weist das Meerschweinchen
nach Hamster und Kaninchen eine mittlere, im Vergleich zur Ratte erheblich héhere
GR-Aktivitat im Plasma auf. Die Aktivitat in den Erythrozyten ist etwa vergleichbar mit
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der Ratte, jedoch erheblich niedriger als beim Kaninchen (MANSO und WROBLEWSKI
1958). Andere Studien zeigen eine hohe GR-Aktivitdt in den Erythrozyten des
Meerschweinchens, insbesondere im Vergleich zur Ratte (LANKISCH et al. 1973).

2.10. Katalase

Die Katalase hat ein Molekulargewicht von 240 kDa und besteht aus vier
Untereinheiten (Homotetramer), die jeweils als aktives Zentrum eine Fe*-
Protoporphyringruppe aufweisen. Das Enzym besitzt zwei Aktivitadten, die katalytische
und die peroxidative, mit unterschiedlichen kinetischen Charakteristika (DEISSEROTH
und DoOUNCE 1970, CHANCE et al. 1979). Wahrend die kritische H>O»-Konzentration fur
die Funktion der cGPx in Erythrozyten aus dem Humanblut bei 3 x 10° M liegt (COHEN
und HOCHSTEIN 1963), setzt die Kkatalytische Reaktion der Katalase H.O.-
Konzentrationen =10* M voraus. Die peroxidative Aktivitat kommt hauptséchlich bei
niedrigen H>O»- oder bei hohen Ethanol-Konzentrationen zum Tragen (DEISSEROTH
und DOUNCE 1970, CHANCE et al. 1979).

1) Oxidation des Enzyms durch HyOo:
H>O. + Fe(lll)-CAT — HxO + O-Fe(V)-CAT (compound |)

2a) katalytische Aktivitat:
H.O, + O-Fe(V)-CAT — Fe(lll)-CAT + H20O + Ozt

2b) peroxidative Aktivitat:
RCH,OH + O-Fe(V)-CAT — Fe(lll)-CAT + RCHO + H,O
R = Alkyl-, Arylrest

Die Katalase wird durch Superoxidradikale (O.) aus der Xanthinoxidasereaktion
gehemmt. Diese Hemmung erfolgt auf zwei mdglichen Wegen. Eine schnelle
Inaktivierung erfolgt durch die Reaktion des O, mit der nativen Katalase. Diese
Reduktion des Eisens im aktiven Zentrum fuhrt zur inaktiven Form (Compound I,
Fe(ll)). Die zweite, weitaus langsamere Hemmung erfolgt durch eine Reaktion des Oy
mit Compound I. Dies fiihrt zur inaktiven Compound Il (Fe(IV)---O,). Mdglicherweise
findet eine weitere Reduktion mit O, statt, die wiederum zum trivalenten nativen
Enzym fUhrt. Beide Inaktivierungen kénnen durch die Superoxiddismutase verhindert
werden (KONO und FRiDoOvICH 1982). Die hauptsachliche Quelle des H.O, in den
kernlosen Erythrozyten ist die Autoxidation des Hamoglobins zu Methdmoglobin und
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dem Superoxidanion. In den Erythrozyten ist die cGPx fir die quantitativ bedeutsame
H-O.-Entgiftung zustandig (COHEN und HOCHSTEIN 1963, GIULIVI et al. 1994).

Die Katalase ist die Hauptkomponente in den Peroxisomen von Rattenhepatozyten,
daneben finden sich die Uricase und die D-Aminooxidasen in diesen Organellen
(BAUDHUIN et al. 1965). Wahrend die Katalase in den Hepatozyten der Ratte
ausschlieBlich peroxisomal lokalisiert ist, findet sich dieses Enzym in den Leberzellen
des Meerschweinchens zusatzlich in Zytoplasma und Zellkern (ROELS 19763,
YAMAMOTO et al. 1988). Die Aktivitat der in den Peroxisomen ansassigen Katalase ist
bei beiden Tierarten vergleichbar. Die zytoplasmatische Aktivitdt des
Meerschweinchen ist so hoch (80%), dass die Gesamtaktivitdit im Homogenat des
Meerschweinchens etwa dreimal so hoch ist wie die der Ratte. Immunozytochemische
Anfarbungen bestatigten diese Ergebnisse, wobei sich diese extraperoxisomale
Lokalisierung nur in den Parenchymzellen der Leber finden lieB (YAMAMOTO et al.
1988). In einer nachfolgenden Studie dieser Arbeitsgruppe konnten 50-60% der
Aktivitat im Homogenat der zytoplasmatischen Aktivitat zugeschrieben werden. Es
wurde des Weiteren festgestellt, dass es sich bei der peroxisomalen und der
zytoplasmatischen Katalase um zwei unterschiedliche Proteine handelt (BULITTA et al.
1996). Neben dem Meerschweinchen weist auch das Schaf eine etwa vergleichbar
hohe Katalaseaktivitdit auf (AEBl et al. 1957, HOLMES und MASTERS 1972).
Cytochemische Methoden machten auch beim Schaf eine extraperoxisomale Katalase
in den Hepatozyten sichtbar (ROELS 1976b).

Wahrend eines Selenmangels soll die Katalase eine kompensatorische Rolle
Ubernehmen. Bei Ratten wurde ein Anstieg der Katalaseaktivitdt jedoch nur in
Verbindung mit Eisentberladung und gleichzeitig kombiniertem Selen- und Vitamin E-
Mangel beobachtet. Ein alleiniger Einfluss eines Selemangels bei hoher Eisenzufuhr
konnte nicht beobachtet werden (LEE et al. 1981). In einer anderen Selenmangelstudie
bei Ratten konnte jedoch nach dreimonatiger Versuchsperiode ein Anstieg des
Katalasegehalts im Leberhomogenat verzeichnet werden (BURK et al. 1978).

2.11. Vitamin E

Natdrliche Verbindungen, die eine Vitamin E-Aktivitat aufweisen, sind Derivate des 6-
Chromanols mit einer gesattigten bzw. dreifach ungesattigten (Trienole) Seitenkette
am C2-Atom. Die verschiedenen Verbindungen werden durch Anzahl und Position der
Methylgruppen am Chromanolringsystem in a, B, y und & unterteilt. Vitamin E ist
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Bestandteil der Membranen und wirkt dort als antioxidativer Schutz der Membranlipide.
Dabei kann die phenolische Hydroxylgruppe des Vitamin E ein H abgeben und so die
Radikalkette unterbrechen. Das entstandene Vitamin E-Radikal ist weniger reaktiv und
kann durch Ascorbinsaure in den Ursprungszustand Uberflihrt werden (PACKER et al.
1979) (Abb. 6). Des Weiteren beeinflusst Vitamin E die Expression apoptotischer,
inflammatorischer und proliferativer Gene (RIMBACH et al. 2002). Neben seiner
antioxidativen Eigenschaft wirkt es beispielsweise hemmend auf die Proteinkinase Ca-
vermittelte Collagenaseaktivitdt und reduziert so den Collagenabbau wahrend der
Hautalterung (RICCIARELLI et al. 1999).

Vitamin E Radikal Ascorbinsaure GSSG
Vitamin E Semiascorbyl- 2 GSH
radikal

Abbildung 6: Vitamin E-Recycling lber die Ascorbinsdure und deren Regeneration
tiber den Glutathionstoffwechsel

Das NRC (1995) leitete den Vitamin E-Bedarf des Meerschweinchens aus einer Studie
zum Einfluss des Zinkmangels auf die Knochenbildung in Alveolarimplantaten (HSIEH
und NAVIA 1980) ab. Die dort verwendeten 40 IE/kg FM flhrten in der Vergangenheit
nicht zum Vitamin E-Mangel beim Meerschweinchen. Gleichzeitig werden vom NRC
1,33-4,0 g essentielle Fettsduren, 200 mg Vitamin C und 150 pg Selen/kg FM,

letzteres vom Bedarf der Ratte abgeleitet, empfohlen.

Waéhrend eines Vitamin E-Mangels konnten beim Meerschweinchen Myopathien bei
67 % nach zwei und bei 100 % der Tiere nach drei Monaten beobachtet werden. Des
Weiteren traten nach 3 Monaten Hodendegenerationen auf. Die Autoren konnten auch
beim Meerschweinchen einen labilen und einen fixen Vitamin E-Pool aufzeigen. Die
Konzentration des a-Tocopherols im Fettgewebe war nahezu unverandert und spiegelt
den fixen Pool wider, wohingegen die Halbwertszeit in Plasma und Leber weniger als
eine Woche betrug (labiler Pool). Die Depletion kam dann in eine zweite Phase, in der
die Halbwertszeit mehr als 7 Wochen betrug (MACHLIN et al. 1979).
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Bei entwéhnten Meerschweinchen konnten durch das Verabreichen eines Vitamin E-
defizienten Futters Gber 135 Tagen kaum Mangelsymptome festgestellt werden. Erst in
Kombination mit einem Vitamin C- oder Selenmangel traten sehr schwere
Erkrankungsbilder zu Tage. In der Studie zum kombinierten Vitamin E/Selen-Mangel
verstarb das letzte Tier an Tag 55 der urspringlich auf 135 Tage angelegten Studie.
Kennzeichnend waren Myopathien des M. quadriceps und der gestreiften Muskulatur
von Osophagus und Bauchdecke (HILL et al. 2001). In der darauf folgenden Studie
zum kombinierten Vitamin C/E-Mangel erhielten die Meerschweinchen zunachst eine
Vitamin E-Mangeldiat fir 14 Tage, bevor zum Versuchsstart auch Vitamin C aus den
Diaten eliminiert wurde. Von den 21 Tieren der Vitamin C/E-Mangelgruppe starben
acht Tiere nach 9 (x 2) Tagen, und 8 Tiere bekamen Paralysen und wurden nach 11 (x
3) Tagen getdtet. Nur ein Tier mit Paralysen, das am 13ten Tag getdtet wurde, zeigte
Anzeichen von Skorbut. Die verbliebenen Tiere wurden nach drei Wochen getdtet und
hatten alle Skorbutsymptome. Der Zeitraum zwischen den ersten Lahmungen der
HintergliedmaBen bis zum Tod betrug lediglich 12 Stunden. Da diese Paralysen im
Vitamin E- oder C-Mangel alleine nicht auftreten, handelt es sich um ein Krankheitsbild
des kombinierten Mangels. Dies zeigt deutlich, dass beide Vitamine in vivo
miteinander interagieren (HILL et al. 2003). Der in beiden Studien hervorgerufene
alleinige Vitamin E-Mangel flhrte lediglich zu einer geringgradigen Muskelschadigung.
Eine erhdhte Lipidperoxidation konnte nach 37 Tagen nur im Muskel festgestellt
werden (HILL et al. 2001, 2003). Deutliche degenerative Veranderungen nekrotischen
und apoptotischen Ursprungs im ZNS konnten als Ursache der Paralysen bei allen bis
auf ein Tier nachgewiesen werden. Diese Lasionen werden vermutlich durch
Schadigungen der BlutgefaBe initiiert (BURK et al. 2006b).

An Hepatozyten, die aus Vitamin E-defizienten Ratten isoliert wurden, konnte eine
geringe Widerstandkraft gegenliber oxidativem Stress festgestellt werden. Die
resultierende Lipidperoxidation konnte durch andere antioxidative Schutzmechanismen
nicht verhindert werden (HILL und BURK 1982).

Eine chronisch erhdhte Dosis von >150 IU Vitamin E pro Tag erhdht die Mortalitat, wie
in einer Metastudie abgeleitet werden konnte (MILLER et al. 2005).

2.12. Vitamin C
Meerschweinchen zeigen aufgrund mehrerer Mutationen im L-Gulonolactonoxidase-
Gen keine Expression des Schlisselenzyms der Ascorbinsduresynthese
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L-Gulonolactonoxidase in Leber oder Nieren (NISHIKIMI et al. 1992, NANDI et al. 1997).
Diese Besonderheit teilen sie mit dem Menschen und machen diese Spezies zu einem
interessanten Vergleichsobjekt in der Erforschung des antioxidativen Stoffwechsels.
L-Ascorbinsdure (2,3-Endiol-gulonolacton) liegt als Ascorbat vor. Es kann ein
Wasserstoffatom abgeben und wird so zum resonanzstabilisierten Ascorbylradikal.
Dieses Radikal kann entweder mit einem weiteren Ascorbylradikal zu je einem Molekul
Ascorbinsaure und Dehydroascorbinsaure (DHA) reagieren oder ein weiteres Elektron
abgeben und zur DHA umgewandelt werden.

HO——CH, HO——CH, HO——CH,

HO I —— HO
-
+e’/-H"
(¢ OH 0 o
Ascorbat Semiascorbylradikal Dehydroascorbinséure

Abbildung 7: Umwandlung der Ascorbinsdure in Dehydroascorbinsdure (nach
HIGDON und FREI 2002)

Es besteht auch die Mdglichkeit eines energieabhéangigen, enzymatischen Recyclings
des Radikals durch die Semidehydroascorbatreduktase oder die TrxR, wobei letzterer
Mechanismus noch ungeklart ist (SCHNEIDER und STAUDINGER 1965, MAY et al. 1997,
1998, HIGDON und FRElI 2002). Dehydroascorbinsdure kann durch die TrxR,
Proteindisulfidisomerase, die 3a-Hydroxy-steroiddehydrogenase und Glutaredoxin
reduziert werden (WELLS et al. 1990, DEL BELLO 1994, MAY et al. 1997). Dies ist
vermutlich die Ursache fir eine um 1/3 reduzierte Ascorbinsdurekonzentration in der
Leber von selendefizienten Ratten, deren TR-Aktivitdt um 88% reduziert war. Die
NADPH-abh&ngige DHA-Reduktion war um mehr als 50% reduziert (MAY et al. 1997).

Eine irreversible Hydrolysierung zur 2,3-Diketogulonsaure leitet den Abbau des
Vitamins hauptsachlich zu Oxalsaure ein, die Uber die Niere ausgeschieden wird
(HitboN und FReEl 2002). Die renale Oxalatausscheidung steigt mit der
Ascorbinsauresupplementation und kann unter Umstanden das Risiko, Calciumoxalat
in den harnableitenden Organen abzulagern, erhéhen (NASR et al. 2006, MASSEY et al.
2005). In den Hepatozyten von Mausen konnte eine Regenerierung von
Dehydroascorbinsaure tber Zwischenprodukte des Pentosephosphatweges und der
Gluconeogenese mit anschlieBender Ascorbinsaureresynthese nachgewiesen werden
(BRAUN et al. 1996).
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Vitamin C ist Cofaktor zahlreicher Enzyme, die hauptsachlich Hydroxylierungs-
reaktionen katalysieren. Dadurch ist es an Synthese oder Stoffwechsel von Kollagen,
Hormonen (Noradrenalinsynthese, Amidierungsreaktionen), Carnitin (Biosynthese) und
Aminosauren (Tyrosinkatabolismus, Amidierungsreaktionen) beteiligt. Die meisten
dieser Enzyme besitzen ein Eisenatom, welches durch Ascorbat in seiner aktiven Fe?*-
Form gehalten wird. Vitamin C hat also die Rolle eines reduzierenden Cofaktors inne
(ENGLARD und SEIFTER 1986) und einen stimulierenden Effekt auf das Ferroenzym
Glycerol-3-Phosphatdehydrogenase (JUNG und WELLS 1997). Da die Insulinsekretion
durch die ATP-Bildung in Glykolyse und Citratzyklus vermittelt wird, fihrt ein
Vitamin C-Mangel beim Meerschweinchen in den [-Zellen des Pankreas zur
verminderten Antwort auf eine Glucoseaufnahme (WELLS et al. 1995, JUNG und WELLS
1997). Ein negativer Einfluss einer inadaquaten Vitamin C-Versorgung auf die pGPx-
Aktivitat (PoovAalaH et al. 1987) und den Cytochrom P450-Gehalt in den Mikrosomen
der Leber konnte ebenfalls nachgewiesen werden (HOLLOWAY und RIVERS 1984).
Ascorbinsdure im Futter hat zwar keinen Einfluss auf die Seleneinlagerung in
Erythrozyten und Lebergewebe des Meerschweinchens, jedoch stieg die pGPx-
Aktivitat proportional zur Ascorbinsdurezufuhr an (POOVAIAH et al. 1987).
Ascorbinsdure ist in der Lage, Selenit sehr schnell zu elementarem Selen zu
reduzieren. Diese Reaktion findet mit Selenat weitaus langsamer statt (GANTHER
1979).

Die Mangelsymptome beim Menschen sind follikuldre Keratosen, Blutungen,
Mudigkeit, Muskelschmerzen, Gelenkschwellungen, Schwellungen und Blutungen des
Zahnfleisches und periphere Odeme (HODGES et al. 1971).

Zu Vitamin C-Megadosen und deren mdglichen prooxidativen Wirkungen im
Zusammenspiel mit Eisen gibt es widerspriichliche Studien. Bei einer taglichen Eisen-
und Vitamin C-Aufnahme, die in den Bereichen der RDA liegen, konnte beim
Menschen im  Vollblut  keine  Beeinflussung  der  oxidativen = DNA-
Schadingungsparameter festgestellt werden (PROTEGGENTE et al. 2001).
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3. Experimenteller Teil

3.1. Zielsetzung und Versuchsplan

Zielsetzung dieser Studie war es, den Selenbedarf des Meerschweinchens zu
ermitteln. Hierzu wurden 42 mannliche Dunkin Hartley Meerschweinchen mit einem
selenarmen Mischfutter mit reduziertem, aber flr das Wachstum ausreichendem
Vitamin C-Gehalt geflttert, das ansonsten den Anforderungen des NRC (1995) fir
wachsende Tiere entsprach. Wahrend des 10-wdchigen Versuchs wurden
Futteraufnahme, Wachstum und Futterverwertung dokumentiert. Zur Ableitung des
Selenbedarfs wurden die Aktivititen ausgewahlter Selenoenzyme, Parameter des

antioxidativen Stoffwechsels und der Selengehalt in ausgewahlten Organen bestimmt.

3.2. Konzeption des Versuchsfutters

Das Versuchsfutter wurde als Mischfuttermittel auf der Basis selenarmen Weizens und
Torulahefe konzipiert (Tabelle 4). Die 42 Meerschweinchen wurden in sechs
Versuchsgruppen a sieben Tiere eingeteilt und erhielten das selenarme Basisfutter
oder dieses mit Selenzulagen von 0,05 bis 0,25 mg/kg FM (Tabelle 3). Mineralstoffe,
Vitamine und Selen (als Na,SeO,4, wasserfrei) wurden in Form von Vormischungen auf
Maisstarkebasis eingemischt. Selenat wurde gewahlt, weil es anders als Selenit kein
freies Elektronenpaar besitzt, welches zur Oxidation anderer Futterbestandteile
beitragen kénnte (SUNDE 1997). Eine zusétzliche Ausgangsgruppe a 7 Tiere wurde vor
Versuchsbeginn getotet.

Tabelle 3: Selenzulagen zum selenarmen Basismischfuttermittel und Einteilung der

Versuchsgruppen
Gruppe mg Se-Zulage/kg FM
I 0,00
Il 0,05
I 0,10
v 0,15
Vv 0,20
Vi 0,25
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Tabelle 4: Zusammensetzung des selenarmen Basismischfuttermittels

Komponente g/kg FM
Weizen 550,0
Torulahefe® 200,0
Cellulose® 140,0
Sojadl° 20,0
Kokosfett 20,0
Maisstéarke 39,7
Mineralstoffe® 15,8
Vitamine® 0,4
Aminoséuren' 10,5
Cholinchlorid 50% 3,6
Summe 1000

aAttisholz Torula utilis Hefe, Cellulose Attisholz, Luterbach, Schweiz

®PARBOCEL® BWW 40, Rettenmaier & Sohne, Rosenberg, Deutschland

°Analysierter nativer Vitamin E-Gehalt pro kg FM: 122 mg a-Tocopherol, 340 mg y-Tocopherol’
9Mineralstoffe pro kg FM: 14,5 g CaCOs, 1,15 g NaCl, 16,5 mg CuSO4x5 H20, 123,0 mg MnSO.xH-0,
0,196 mg K|, 0,276 mg H24MO7N6024X4H20

Vitamine pro kg FM: 1,60 mg Thiamin (als Thiaminmononitrat (min. 98 %)), 2,02 mg Pyridoxin (als
Pyridoxinhydrochlorid (min. 99 %)), 6,00 mg Folsaure (80 %), 0,20 mg Biotin (als D-(+)-Biotin (min. 2 %)),
20 mg Pantothenséaure (als Calcium-D-Pantothenat (min. 98 %)), 0,025 mg Cholecalciferol
(min. 500.000 IU/g), 3 mg Vitamin K (als Menadionnatriumbisulfit (min. 51,5 %)), 7,55 mg Retinol (als all-
trans-Retinylacetat (min. 500.000 IU/g)), 20,0 mg o-Tocopherol (als all-rac-a-Tocopherylacetat
(min. 50 %)), 100 mg Ascorbinsdure (als Na,Ca-Ascorbyl-2-Phosphat (min. 35 %))

fAminosauren pro kg FM: 3,5 g Arginin, 3,0 g Phenylalanin, 3,0 g Methionin, 0,5 g Histidin, 0,5 g Tryptophan

Der Vitamin C-Gehalt von 100 mg/kg FM wurde auf Grundlage der Ergebnisse von
BERGER et al. (1989) entgegen den Empfehlungen des National Research Council
(NRC 1995) von 200 mg/kg FM festgelegt. Dabei wurden zu den dort verwendeten
90 mg/kg FM 10 mg als kalkulierter warmebedingter Pelletierungsverlust addiert. Bei
dieser Menge traten keine Falle von Skorbut auf, und die Tiere wiesen, im Vergleich zu
héher supplementierten Gruppen, gleiche Gewichtsentwicklungen auf. Eine
Gewebssattigung in den untersuchten Organen konnte bei dieser Konzentration in
keinem der untersuchten Organe festgestellt werden. Eine Sattigung wére im Hinblick

' 1 mg RRR-a-Tocopherol = 4 mg RRR-y-Tocopherol = 1,49 mg all-rac-a-Tocopherylacetat
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auf die synergistischen Effekte von Vitamin C und E ein eventueller Stérfaktor bei der
Ableitung des Selenbedarfs gewesen und war daher nicht erwlnscht. In der Studie
von BERGER et al. (1989) konnten bei 50 % der Versuchstiere, die eine Diat mit nur
27 mg Ascorbinsaure/kg Futtermittel erhielten, Anzeichen von Skorbut wahrgenommen
werden. KINOSHITA et al. (1996) konnten bei einer Zulage von 50 mg/L zum
Trinkwasser keine Veranderungen innerhalb zootechnischer Parameter gegenlber

einer Versuchsgruppe feststellen, die mit 500 mg/L versorgt wurde.

Als Vitamin-C-Quelle wurde ROVIMIX® STAY-C® 35 der Firma F.Hoffmann-
La Roche Ltd. verwendet. Es handelt sich dabei vorwiegend um L-
Ascorbinsduremonophosphat, das gegenlber oxidativen Einflissen verhéaltnismanig
inert ist. Bei Pelletierungstemperaturen von 85 °C sollen Verluste von maximal 10 %
auftreten, diese Temperaturen wurden nicht erreicht. Das Futter wurde im
GroBraummischer gemischt, anschlieBend pelletiert und bei 4 °C flach ausgestrichen,
um eine schnellstmégliche Abklhlung zu gewahrleisten und so temperaturbedingten
Vitaminverlusten vorzubeugen. Das Futter wurde unter Stickstoffatmosphéare bei
-20 °C gelagert und nach portionsweiser Entnahme erneut begast.

HO

HO

Abbildung 8: L-Ascorbinsduremonophosphat

Die Empfehlungen des NRC (1995) betragen flir Vitamin E 26,7 mg/kg FM flr
Meerschweinchen. RoJAs et al. (1996) konnten in einer Studie Uber den Einfluss
unterschiedlicher Vitamin E-Zulagen auf die Glutathion-Redox-Rate, gesamte
antioxidative Kapazitat und Lipidperoxidation im Herzgewebe keine Veranderungen
bezlglich Wachstumsrate, Futteraufnahme und Aktivitat antioxidativer Enzyme bei
einer Vitamin E-Zulage von nur 15 mg/kg Futter feststellen. Die Veranderungen bei der
GSH:GSSG-Rate und das AusmaB der Lipidperoxidation jedoch waren signifikant. Der
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Vitamin C-Gehalt des Futtermittels betrug 660 mg/kg FM und lag somit um mehr als
das Dreifache Uber den Empfehlungen des NRC. Die Empfehlungen des NRC fir
Vitamin E entstammen einer Zinkmangelstudie, in der keine Untersuchungen auf einen
Vitamin E-Mangel vorgenommen wurden (HSIEH und NAVIA 1980). Die Angaben Uber
den Vitamin C-Gehalt in deren Versuchsfutter beziehen sich lediglich auf zugesetzte
Mengen, nicht auf Futtermittelanalysen. Zusatzlich zu den 2 g Vitamin C/kg FM wurde

dem Trinkwasser 0,5 g Vitamin C/L zugeflgt.

Eine untere Grenze fir die Vitamin E-Zufuhr aus Literaturquellen zu entnehmen, bei
der ein groBer Einfluss auf das antioxidative Schutzsystem nicht zu erwarten ware,
erwies sich aus 0. g. exemplarisch aufgefihrten Griinden als duBerst schwierig. Die
zum nativen Gehalt von etwa 6 mg a-Tocopherol’kg zugesetzten 20 mg
a-Tocopherol’lkg FM sollten den NRC-Empfehlungen (1995) entsprechen und v. a.
einen kombinierten Selen- und Vitamin E-Mangel verhindern. Dieser von HiLL et al.
(2001) untersuchte kombinierte Mangelzustand wirkte beim Meerschweinchen ab dem
dreiBigsten Tag letal. Der Zusatz zu den in vorliegender Arbeit verwendeten
Versuchsfuttern erfolgte als all-rac-a-Tocopherylacetat (ROVIMIX E50, Firma
F. Hoffmann-La Roche Ltd).

3.3. Versuchstierhaltung

Die Meerschweinchen wurden je Gruppe jeweils 3-mal paarweise bzw. ein Tier in
Einzelhaltung in Kaninchenkéafigen aus Edelstahl bei 22-23,4 °C und 50-60 %
Luftfeuchtigkeit gehalten. Das jeweilige Versuchsfutter wurde ab dem ersten Tag ad
libitum gereicht und ohne Umstellungsprobleme sofort gefressen. Dennoch war nach
wenigen Tagen eine teilweise Futter- und Wasserverweigerung zu verzeichnen, die zu
Gewichtsverlusten fihrte. Ab Tag zehn des Versuchsplanes wurden daher
3 g Heu/Tier/Tag zugeflttert. Die Futteraufnahme stieg daraufhin erheblich an. Ab Tag
27 begann eine siebentagige Umstellung auf Stroh (ebenfalls 3 g/Tier/Tag). Das Futter
wurde dreimal pro Woche frisch eingewogen und Reste aus den Futterspendern
zurtickgewogen. Destilliertes Wasser wurde in Nippeltranken taglich frisch angeboten.

Die Tiere wurden wdéchentlich morgens ohne Nichterung gewogen. Dies flhrt zu
ungenaueren  Ergebnissen in  der Gewichtszunahme, verhindert aber

Verdauungsprobleme aufgrund des Futterentzugs.
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3.4. Probengewinnung

Die Tiere wurden nach der zehnwéchigen Versuchsperiode in zufalliger Reihenfolge
durch Dekapitation nach vorheriger CO.-Betaubung getdtet. Das Blut wurde
heparinisiert und zur Hamatokrit- und Hamoglobinbestimmung sofort weiterverarbeitet.
Das Plasma wurde abzentrifugiert (15 Minuten bei 2540 x g) und bei —80 °C
eingefroren. Der verbleibende Anteil wurde mit einem Teil HO versetzt und nach
Zentrifugation (15 Minuten bei 4300x g) als Hamolysat eingefroren. Als
Muskelgewebe wurde grobsichtig das Muskelpaket der rechten Hinterlaufrickseite
entnommen. Die Organe und Gewebe wurden ebenfalls bei —80 °C bis zur weiteren
Analyse gelagert.

3.5. Material und Methoden

3.5.1. Weender Analyse des Versuchsfutters

Die Bestimmung von Trockenmasse, Rohasche, Rohprotein, Rohfett und Rohfaser
wurde nach dem Methodenhandbuch des Verbands deutscher landwirtschaftlicher
Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) (1997) durchgefihrt. Die Angabe
der jeweiligen Parameter erfolgt in Prozent.

3.5.1.1. Trockenmasse

Zur Bestimmung der Trockenmasse wurden die Proben in vorgetrockneten GefaBen
eingewogen, bei 130 °C im Trockenschrank fir 4 Stunden getrocknet, verschlossen im
Exsikkator abgekuhlt und zuriickgewogen (VDLUFA 3.1).

3.5.1.2. Rohasche

Die Futterproben wurden in vorgeglihten Tiegeln eingewogen und im Muffelofen bei
550 °C Uber Nacht verascht. Die Tiegel wurden im Exsikkator abgekihlt und
zurtickgewogen (VDLUFA 8.1).

3.5.1.8. Rohprotein

Die Bestimmung des Rohproteingehalts erfolgte Uber den nach Dumas ermittelten
Stickstoffgehalt der Futterproben (VDLUFA 4.1.2). Die Probe (0,25 g) wurde in einem
Tiegel eingewogen und unter O,-Zufuhr bei 900°C verbrannt (Vario MAX CN,
Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland). Bei dieser Technik werden
die Verbrennungsgase mittels Helium als Tragergas zum Reduktionsofen transportiert
und mit Wolfram zu N reduziert. Die quantitative N-Bestimmung findet mittels
Warmeleitfahigkeitsdetektor statt, nachdem andere Gase als Stérquelle beseitigt
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wurden. Aus dem prozentualen N-Gehalt wird mit dem Faktor 6,25 der
Rohproteingehalt [%] der Proben berechnet.

3.5.1.4. Rohfett

Die eingewogene Futtermittelprobe wurde mit Salzsdure gekocht und abfiltriert. Zur
Fettextraktion wurde der Riickstand in einen Uberlaufkolben nach dem Prinzip einer
Soxhlet-Henkel-Apparatur eingewogen und mit n-Hexan gekocht. Die Hexan-
Fettldsung lauft vollstdndig in einen zweiten Kolben Gber. Das Hexan tritt in die
gasférmige Phase Uber und kondensiert Uber einen Rlcklaufkihler in den Kolben 1.
Dieser Vorgang wiederholt sich so oft, bis das Fett vollstindig aus dem Kolben 1
extrahiert ist. Nach dem Abdampfen des Hexans wird der Fettriickstand in Kolben 2
zurlickgewogen (BASSLER und PuTtzkA 1984, VDLUFA 5.1.1b).

3.5.1.5. Rohfaser

Die Rohfaser wurde nach VDLUFA 6.1.3 bestimmt. Die Probe wurde zundchst mit
Schwefelsaure gekocht und Uber Aluminiumoxidwatte abfiltriert. Dieser Vorgang wurde
mit Kalilauge wiederholt. Der Rickstand wurde jeweils einige Male mit heiBem Wasser
nachgewaschen. Der im Aluminiumoxid befindliche Rickstand wurde mit Aceton
nachgewaschen, bei 140 °C getrocknet, im Exsikkator abgekihlt und gewogen, bevor
er fur zwei Stunden bei 700 °C verascht wurde. Der Masseverlust ist durch die

veraschte Rohfaser bedingt.

3.5.2. Bruttoenergie des Versuchsfutters
Die Bruttoenergie des Versuchsfutters wurde mit einem nach dem adiabatischen
Prinzip funktionierenden Bombenkalorimeter (IKA®-Kalorimeter C400 adiabatisch)

bestimmt.

3.5.3. Selenkonzentration des Versuchsfutters und ausgewéhlter Gewebe

Die Selenkonzentration in Versuchsfutter, Leber, Testes, Gehirn, Muskel, Milz, Plasma
und Hamolysat wurde mittels Atomabsorptionsspektrometrie (Flammen-AAS) (Thermo
S2 AA Systems) bestimmt. 0,6 g des Futters und 0,6-1,8 g von Plasma, Hamolysat
und den unterschiedlichen Geweben wurden in einem saureresistenten TeflongefaB in
einem Mikrowellengerat (MLS 1200 mega) verdaut, nachdem 3 mL 65 %ige HNO3; und
1 mL 30 %iges H-O»> hinzugegeben wurden. In diesem Schritt wird das Selen der

+VI

jeweiligen Proben vollstandig zu Se™™ oxidiert. Die aufgeschlossene Probe wurde in

20 mL H»O geldst, und ein Aliquot von 5 mL wurde einer Reduktion zu Se*"V mit 4 mL
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37 %iger HCI im Wasserbad bei 80 °C fir 20 Minuten unterzogen. Nach dem
Abkuhlen wird das verdunstete Volumen mit 0,5 mL 1,4 M Amidosulfonsdure und
anschlieBend mit 37 %iger HCI auf 10 mL aufgeflllt. Die Absorption bei 196 nm wird
nach vorangegangener Reduktion zu Se™ durch den kontinuierlichen 0,2 %igen
NaBH4- und 0,05 %igen NaOH-Strom des Hydridsystems (Philips PU9360 vapour
system) gemessen.

Die Berechnung der Selenkonzentrationen erfolgte mittels linearer Regression. Eine
Eichkurve wurde mit Se*'"V-Standards (Merck KGaA) erstellt. Zur Qualititskontrolle
wurden NIST-Standards oder institutseigene Referenzproben, die an NIST-Standards

abgeglichen wurden, mitgemessen.

3.5.4. Mineralstoffkonzentrationen im Versuchsfutter

Die Mineralstoffkonzentrationen wurden mittels ICP-AES bestimmt. Hierzu wurden die
Proben Uber Nacht bei 450 °C verascht, filtriert, in 0,3 N HCI gel6ést und mit H,O auf
100 mL aufgefillt. Aus dieser Aschelésung wurden mittels ICP-AES-System (Unicam
701) die Konzentrationen an Calcium, Phosphor, Magnesium, Eisen, Zink, Kupfer und
Mangan bestimmt.

3.5.5. Vitamin E-Konzentrationen in Versuchsfutter und Plasma

Die Vitamin E-Analysen wurden mit Modifikationen basierend auf der Methode von
VATASSERY und SMITH (1987) durchgefiihrt. Alle Proben wurden in abgedunkelten
Raumen bearbeitet. Die eingesetzten Losungsmittel waren von hohem Reinheitsgrad
und zur HPLC-Analyse geeignet. Die Leberhomogenate wurden im Verhéltnis 1:40
(w/w) mit Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,2) hergestellt, mit N> begast und bei —80 °C bis
zur Analyse gelagert. 100 uL Plasma wurden mit 100 uL Phosphatpuffer (0,1 M, pH
7,2) versetzt und gut durchmischt. Zu diesem Gemisch wurden 40 uL Tocol (5 ug
Tocol/mL Ethanol) hinzupipettiert. Uber die Wiederfindung von Tocol wurde die
Qualitdt der Analyse kontrolliert. Nach grindlicher Durchmischung wurden 360 uL
Ethanol zur EiweiBfallung eingesetzt und nach weiterem Whirlen 400 pL Hexan zur
Extraktion hinzugegeben. Die gut gemischten Lésungen wurden bei 13.000 x g far 10
Minuten zentrifugiert und auf Eis abgeklhlt. Aus der Hexanphase wurden 200 pL
Extrakt entnommen und unter N, eingedampft. Die Resuspendierung erfolgte mit 1 mL
Methanol (versetzt mit 0,05% Butylhydroxytoluen (BHT)). Der Extrakt wurde zur HPLC-
Analyse eingesetzt.



Experimenteller Teil 49

Aus dem Versuchsfutter musste vor der Analyse a-Tocopherol aus dem zugesetzten
all-rac-a-Tocopherylacetat durch Verseifung freigesetzt werden. Hierzu wurden 0,5 g
Futterprobe mit 3 mL Kalilauge (1 M KOH, 2 % L-Ascorbinsdure, 90 % Methanol)
gewhirlt und bei 100 °C fir 30 Minuten im Wasserbad verseift. Nach dem Abktihlen
wurden die Lésungen mit wassriger Ethanollésung (29 %) auf 25 mL aufgefillt und
filtriert. Von dem Filtrat wurden 3 mL mit dem gleichen Volumen Hexan-Toluol-
Gemisch (1:2) versetzt und wahrend fanfminttigem Whirlen extrahiert. Die Proben
wurden 5 Minuten bei 5 °C und 4000 x g zentrifugiert. Die weitere Behandlung des

Uberstands (Hexan-Toluol-Phase) erfolgte wie bei den Plasmaproben beschrieben.

Das HPLC-System bestand aus der Vorsaule Merck LiChroCART® 4-4 LiChrospher®
100 RP-18 endcapped (5 pm) und der Saule Merck LiChroCART® 250-4 Purospher®
RP-18 endcapped (5 um). Die technische Einheit bestand aus Autosampler (Merck-
Hitachi Intelligent Autosampler AS4000, Injektionsvolumen 100 pL), Pumpe (Merck-
Hitachi L-6200A Intelligent Pump), Saulenofen (Merck-Hitachi T-6300 Column
Thermostat) und UV-Detektor (Merck-Hitachi L-7480 UV-VIS-Detector, Extinktion
290 nm, Emission 325 nm). Als FlieBmittel diente 98 %iges Methanol (980 mL
Methanol gradient grade, 20 mL nanopure bidest, Membranfilter 0,2 um), die
FlieBgeschwindigkeit betrug 1,7 mL/Minute bei einer Sadulentemperatur von 40 °C. Die
Retentionszeiten betrugen fir Tocol 4,4 Minuten, fir y-Tocopherol 5,9 Minuten und fir
a-Tocopherol 6,9 Minuten. Die Gehalte an y-Tocopherol und a-Tocopherol wurden

Uber eine externe Standardkurve ermittelt.

3.5.6. Vitamin C-Konzentrationen im Versuchsfutter

Aus der phosphorylierten Vitamin C-Quelle musste die Ascorbinsdure zun&chst durch
saure Phosphatase freigesetzt werden. Diese Vorbehandlung der Futterproben wurde
nach Vorschrift des Herstellers (F. Hoffmann-La Roche Ltd.) basierend auf WANG et al.
(1988) und ScHUEP und KECK (1990) durchgeftihrt.

59 gemahlene Futterprobe wurde in 50 mL 1 %iger m-Phosphorsaure, 0,2 %
Dithiothreitol (DTT) far 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer
gelést. 2mL des klaren Uberstands (10 Min., 39.000 x g, 5°C) wurden mit 1 mL
130 MM Natriumacetatpuffer, 13 mM DTT, pH4,8 und 1mL saurer
Phosphataselésung (40 mg saure Phosphatase aus der Kartoffel, Grad Il in 10 mL Na-
Acetatpuffer, 0,2 % DTT, pH 4,8) versetzt. Nach sechsstindiger Dephosphorylierung
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bei Raumtemperatur wurde die Lésung zur Vitamin C-Bestimmung mittels HPLC
eingesetzt.

Das HPLC-System bestand aus der Vorsdule phenomenex® SecurityGuard™
C18 (ODS, Octadecyl), der Saule phenomenex® LUNA™ 3u C18(2)
(150 mm x 4,60 mm) und einem MERCK Hitachi L-4250 UV-VIS-Detektor. Als mobile
Phase diente ein Natriumacetatpuffer (130 mM, 13mM DTT, pH 3,8),
FlieBgeschwindigkeit 0,8 mL/Minute. Die Saulentemperatur betrug 25 °C, die Detektion
erfolgte bei 254 nm. Die Werte wurden aus einer Eichkurve mit Ascorbinsdure

abgeleitet.

3.5.7. Hdmoglobin-Konzentration und Hamatokritwert
Die Hamoglobin-Konzentration wurde durch die Hamiglobincyanid-Methode mittels
eines Testsatzes (MPR3 Hamoglobin, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

bestimmt.

Zur Bestimmung des Hamatokritwertes wurden die Proben in heparinisierten
Hamatokritkapillaren fir 15 Min bei 16.060 x g zentrifugiert. Der Wert wurde mit Hilfe
einer Ableseschablone ermittelt.

3.5.8. Aufarbeitung der Gewebeproben flir die Enzymanalyse
Zur Analyse der Enzymaktivitdten wurde bei der Leber der Lobus sinister lateralis, bei

paarig angelegten Organen jeweils der rechte Teil verwendet.

Die Proben wurden eingewogen, entsprechend der gewlnschten Verdinnungsstufe
mit eiskaltem 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer versetzt und mit einem Dispergiergerat
(Miccra RT) homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 4 °C mit 11.950 x g (Sorvall®
RC5C) abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis zur Analyse bei =80 °C
gelagert. Diese Proben wurden fur die Enzymanalytik verwendet, wenn dort nicht
anders beschrieben.

3.5.9. Selenoenzyme

3.5.9.1. Glutathionperoxidasen

Die GPx-Aktivitat wurde basierend auf PAGLIA UND VALENTINE (1967), modifiziert nach
LAWRENCE und BURK (1976), bestimmt.
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Die Zugabe von HO, bewirkt die GPx-katalysierte Oxidation von GSH zu GSSG,
welches NADPH-abhangig durch die Glutathionreduktase reduziert wird. Die
Extinktionsabnahme des NADPH ist proportional zur GPx-Aktivitdt und kann bei
340 nm am Photometer (Beckman DU®-64 Spectrophotometer) bei Raumtemperatur
tber eine Minute verfolgt werden. Der Blindwert wurde mit 0,1 M Kalium-Phosphat-
Puffer gemessen.

H>O,

GPx GR
2 GSH NADP*
ROOH )( ><‘
2 HyO

GSSG NADPH + H*
ROH + H,0

Abbildung 9: Recyling des von der GPx oxidierten GSH Uber die Glutathionreduktase

Durch eine Natriumazid-Zugabe (NaNsz) wird ein Aufzehren des Substrats durch die

Katalase vermieden.

Far die SeGPx wurde H.O,, fir die Gesamt-GPx Cumolhydroperoxid (a,o-
Dimethylbenzylhydroperoxid, CgHsC(CH3),O0H, kurz: CuOOH) verwendet. Die
Lésungen wurden taglich frisch angesetzt und auf Eis gestellt. Die Aktivitat der
selenunabhangigen GPx wird rechnerisch aus der Differenz zwischen Gesamt- und
SeGPx ermittelt.

Das Hamoglobin von Mensch und Meerschweinchen weist eine hohe
Peroxidaseaktivitat auf (BURK et al. 1981). Die GPx-Aktivitat im Hamolysat wurde nach
Verdlinnung (1:10) mit Drabkin’s Reagenz (0,4 mM KCN, 0,3 mM Ks[Fe(CN)g, 6 mM
NaHCO3;) gemessen. Hierdurch wird Hamoglobin in das stabile Hamoglobincyanid
Uberfihrt. Ohne diese MaBnahme kann Hamoglobin durch H>O, zu Methamoglobin
(Fe* — Fe*") oxidiert werden, welches nichtenzymatisch oder enzymatisch (durch die
Methamoglobin-Reduktase) NADPH oxidieren kann. Diese unerwinschte Interferenz
bei der GPx-Aktivitatsbestimmung wurde durch diese MaBnahme ausgeschlossen.
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Tabelle 5: Assay zur Bestimmung der GPx-Aktivitat

Lésung Konzentration in der Pipettierte Menge
Kivette

Assay-Mix 900 pL

50 mM Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,0 45 mM

1,5 mM EDTA 1,35 mM

1,1 mM NaNj3 0,99 mM

0,1 mM NADPH 0,09 mM

1 mM GSH 0,9 mM

GR 1 U/mL 09U

Homogenat/Plasma 50 pL

bzw.

31,8 mM CuOCH 1,59 mM

U=(AE*V*VF)/(e*d *v);  €NADPH, 340 nm = 6,22 L'mmol'-cm™; V= Gesamtvolumen; VF = Verdlnnungsfaktor;
d = Schichtdicke (1 cm); v = Probenvolumen

3.5.9.2. Phospholipidhydroperoxid-reduzierende Aktivitét
Die PCOOH-reduzierende-Aktivitdt wurde mit einer modifizieten Methode zur
Bestimmung der PHGPx-Aktivitdt nach WEITZEL et al. (1990) und LEI et al. (1995)

bestimmt.

Zur Substratherstellung wurden 10 mg L-a-Phosphatidylcholin (Typ 1, Sojabohne) in
4 mL 3 %iger Desoxycholsdure und 21 mL 0,2 mM Natriumboratpuffer gelést und bei
37 °C far 75 Minuten inkubiert. 540 kU Lipoxygenase (Typ IV) wurden in flinf Portionen
alle 15 Minuten zugegeben. Zur Aufreinigung wurde eine Sep-Pak C18-Saule mit 2 mL
Methanol (96 %) konditioniert und mit 4 mL H,O equilibriert, bevor der Ansatz auf die
Saule gegeben wurde. Danach wurde mit 10 mL H.O nachgewaschen und das
Substrat mit 2 mL Methanol eluiert. Um die Konzentration der Peroxidgruppen im
hergestellten Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOOH) zu bestimmen, wurde eine
Eichkurve mit Cumolhydroperoxid mittels iodometrischem Assay hergestellt (DARROW
und ORGANISCIAK 1994). Die Standards wurden im Bereich von 50-600 pM in H>O
angesetzt. Je 200 uL Standardlésung, H.O und Methanol wurden mit 500 pL
Farbereagenz (0,4 mM  Kalium-Phosphat-Puffer, 0,3 mM NaNj;, 0,56 mM
Benzalkoniumchlorid, 0,4 % Triton® X-100 peroxid- und carbonylfrei, 0,02 mM
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat ((NH4)eMo07024 x 4 H>O, 0,24 M KI) versetzt, eine
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Minute geschittelt, far 30 Minuten im Wasserbad bei 50 °C inkubiert und auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Die Extinktion wurde bei 365 nm (VARIAN Cary50) gegen
einen Blindwert mit H,O gemessen. Zur Bestimmung der PCOOH-Konzentration
wurden 10 pL Substrat, 400 pL H>O und 190 pyL Methanol mit 500 uL Farbereagenz

verwendet.

2,50
2,00 -

1,50 -

Extinktion

1,00

0,50 -

0,00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
KM Cumolhydroperoxid

Abbildung 10: Eichkurve mittels iodometrischen Assays zur Qualitdtskontrolle der
hergestellten Phosphatidylcholinhydroperoxide. Die Fehlerbalken zu
den jeweiligen Messpunkten sind kleiner als die Datenpunkte
(v = 0,0037x + 0,12534; R? = 0,99998).

Die Gewebeproben wurden im Verhaltnis 1:6 in Saccharosepuffer (0,25 M
Saccharose, 20 mM Tris-HCI, 0,1 % Triton® X-100 peroxid- und carbonylfrei, pH 7,4)
dispergiert, bei 10.000 x g bei 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert (Haereus® Instruments

Labofuge® 400R) und der Uberstand zur Enzymaktivitatsbestimmung abgenommen.

Die Aktivitatsbestimmung folgt dem gleichen Prinzip der Extinktionsabnahme des
NADPH wie bei der cGPx-Bestimmung. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen
1 mM NaN;, 5 mM EDTA, 0,1 M Tris-HCI, 0,1 mM NADPH, 3 mM GSH, 1,2 U GR,
0,2 % Triton® X-100 peroxid- und carbonylfrei, 54,5 bzw. 47,1 nmol PCOOH und 10 pL
Gewebehomogenat bei einem Gesamtvolumen von 1 mL. Vor der Substratzugabe
wurden die Proben drei Minuten bei 25 °C inkubiert. Die Messung am Photometer
(VARIAN Cary50) fand ebenfalls tGber drei Minuten bei 25 °C statt. Ein Blindwert mit
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Methanol statt PCOOH wurde zu jeder Probe hergestellt, um die Rate der
unspezifischen NADPH-Abnahme zu bestimmen.

Vor der Probenanalyse wurde mit unterschiedlichen Homogenatmengen und Proben
aus anderen Messungen ausprobiert, ob die gemessenen Extinktionen zuverlassige
Ergebnisse boten. Der Verdinnungsfaktor und die Menge des eingesetzten
Homogenats hatten nach rechnerischer Einbeziehung keinen Einfluss auf das
Ergebnis. Proben aus einer anderen Messreihe (Kaninchen) mit leicht abweichenden
Reaktionsbedingungen ergaben mit dem hier beschriebenen Assay vergleichbare
Ergebnisse. Des Weiteren konnte ein linearer Verlauf der Reaktion Gber zehn Minuten
beobachtet werden.

Eine Hemmung der an der Reaktion beteiligten Selenoenzyme wurde mit Na-lodacetat
durchgefiihrt. Die Konzentration in der Kivette betrug 3 mM und wurde dem
Reaktionsansatz vor der dreimindtigen Inkubationszeit hinzugegeben. Durch eine
langere Inkubationszeit Uber zehn anstelle von drei Minuten konnte keine hdhere
Hemmung der Aktivitat erzielt werden. Bei neutralem pH-Wert liegt die Selenolgruppe
vollstandig dissoziiert vor, wahrend Thiolgruppen weitestgehend protoniert sind. Diese
Messung wurde daher bei pH7,0 vorgenommen. Bei dieser nukleophilen
Substitutionsreaktion wirkt das Selenolat des Enzyms als starkes Nukleophil, welches
mit dem elekirophilen lodacetat reagiert. Das Enzym wird in der Folge durch eine
Carboxymethylierung inaktiviert (CHAUDIERE und TAPPEL 1983).

o) o)
| | S
H,N—CH—C——OH + \ » H,N—CH—C—OH + |
COOH
e "
Se@ ( Se
COOH
Abbildung 11: Irreversible Hemmung des Selenoenzyms durch

Carboxymethylierung mit lodacetat bei pH < 7,0
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3.5.9.3. Thioredoxinreduktase

Die Gewebeproben wurden in PBS (1 mM EDTA) im Verhaltnis 1:10 homogenisiert
und bei 13.700 x g bei 4 °C fir 30 Minuten zentrifugiert (Sorvall® RC5C). 1,3 mL
Homogenat wurden in Dialyseschlduche (Spectra/Por Biotech® Cellulose Ester,
MWCO 3500) pipettiert und tber Nacht gegen PBS dialysiert. Das Dialysat wurde zur
Proteinfallung fir 10 Minuten bei 55 °C inkubiert und anschlieBend bei 13.000 x g in 20
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -80 °C zur

spateren Aktivitatsmessung eingefroren.

Die Messung der TrxR-Aktivitat erfolgte nach HILL et al. (1997a,b) mit Modifikationen.
DTNB wird hierbei durch die TrxR NADPH-abhangig in zwei Molekile TNB
(Thionitrobenzoesdure) gespalten, was photometrisch bei 412 nm verfolgt werden

kann.

NADPH + H* + DTNB — xR NADP* + 2 TNB

Abbildung 12: Die dem TrxR-Assay zugrunde liegende DTNB-Spaltung (nach
HOLMGREN 1977)

Die Reaktion wurde durch Zugabe von NADPH gestartet. Zur Bestimmung der
unspezifischen DTNB-Reduktion wurde NADPH durch Assaypuffer ersetzt. Eine Unit
entspricht 1 pmol gebildetem TNB/(Minute « mL).

Tabelle 6: Assay zur Bestimmung der TrxR-Aktivitét

L& Konzentration in der  Pipettierte Menge
dsung Kii
Uvette
100 mM Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,4 84,5 mM 845 uL
2,0 mM EDTA 1,7 mM
Homogenat 100 pL
100 mM DTNB 3,0 mM 30 pL
4,0 mM NADPH 0,1 mM 25 uL

U=(AE*V*VF)/(e*d*V); €&mp at2nm=2*13,6 L'mM '-cm™; V = Gesamtvolumen; VF = Verdiinnungsfaktor;
d = Schichtdicke (1 cm); v = Probenvolumen
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3.5.9.4. Deiodinase (D1)

Die Aktivitat der Deiodinase wurde nach einer modifizierten Methode von BECKETT et
al. (1989, 1992) bestimmt. Die dort verwendeten T4-Konzentrationen wurden erheblich
reduziert, da die Verunreinigung mit T3 so hoch lag, dass die gemessenen Ts-
Konzentrationen schon zum Zeitpunkt Null auBerhalb der Eichkurve lagen. Die
Reaktionszeit der Deiodinase wurde so gewahlt, dass die zugegebene Ts;-Menge

einen linearen Anstieg der Ts-Produktion gewéhrleistet.

Es wurden Gewebehomogenat im Verhéltnis 1:5 (w/w) in 125 mM Kalium-Phosphat-
Puffer (1ImM EDTA, 20 mM Dithiothreitol, pH 7,4) mit einem Dispergiergerat
hergestellt. Direkt vor der Bestimmung wurden gréBere Zellfragmente fir 10 Minuten
bei 12.000 x g abzentrifugiert, was den Variationskoeffizienten innerhalb einer
Doppelbestimmung erheblich reduzierte. Dieses Homogenat wurde 10 Minuten bei
37 °C im Wasserbad vorinkubiert und mit T4-Lésung versetzt. Die Probe wurde zum
Zeitpunkt 0 bzw. nach 10minUtiger Inkubationszeit mit Ethanol gefallt. Ausgefallenes
Protein wurde bei 12.000 x g fir 10 Minuten abzentrifugiert. Das ethanolische Extrakt
wurde zur Ts-Bestimmung mittels Radioimmunoassay (Coat-A-Count® Canine Ts,
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA) verwendet. Hierbei konkurriert

'25) markiertes Ts mit dem Gesamt-T; der Probe um Antikdrper. Die

radioaktiv (
Ts-Konzentraton wurde fiir eine Minute im Gammacounter (PerkinElmer®

Wallac WIZARD 3) gemessen und Uber eine Eichkurve mit Ts-Standards abgeleitet.

Die Aktivitat der D1 wird in fmol T3 produziert aus T4/(Minute « mg Protein) angegeben.
Jede Probe wurde zweifach angesetzt und aus dem resultierenden ethanolischen

Extrakt jeweils zwei Parallelen gemessen.

Tabelle 7: Assay zur Bestimmung der D1-Aktivitét

Ldsung Konzentration in der Klivette Pipettierte Menge
Homogenat 150 pL
11,6 uM L-Thyroxinlésung 1,3 uM 16,7 uL

96 % Ethanol 67,8 % 400 pL
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Zur Evaluierung der Methode wurde die Umsetzung von T4 zu T3 in dreiminttigen
Abschnitten gestoppt, um einen linearen Verlauf der Reaktion Uber 12 Minuten zu
zeigen. Ein Blindwert mit Puffer und T4-Ldésung wurde zunachst Uber die
Inkubationszeit mitgefiihrt. Da sich wiederholt keine Anderung der Ts-Konzentration in

dieser Bestimmung zeigte, wurde nachfolgend auf den Blindwert verzichtet.

800 -
700 +
600
500 -

400 ~

ng T,/dL

300

200

100 -

0 3 6 9 12
Minuten

Abbildung 13: Umsetzung von T4 zu Ts durch die D1 im Leberhomogenat (1:5
(w/w)) eines mit 0,25 mg Selen’kg FM versorgten
Meerschweinchens (y = 38,5x + 202,3; R? = 0,999). Eine Korrektur
um das origindr vorhandene und durch die zugegebene T4-Ldsung
eingeschleppte Ts; wurde in diesem Beispiel nicht vorgenommen.

3.5.10. Glutathion S-Transferase

Die Aktivitdt der Glutathion S-Transferase (GST) wurde nach der Methode von
HABIG et al. (1974) bestimmt. Die homogenisierten Gewebeproben wurden mit 0,1 M
Kalium-Phosphatpuffer, 1 mM EDTA, pH 6,5 auf eine Endverdinnung von 1:500
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(Niere) bzw. 1:3000 (Leber) gebracht. Die photometrische Messung erfolgte Uber eine
Minute bei 25 °C, als Substrat diente 1-Chloro-2,4-dinitrobenzol (CDNB) in Ethanol
(99%). Die Konjugation des Substrats mit Glutathion wurde spektralphotometrisch
(VARIAN Cary 50) bei 340 nm verfolgt. Die Konzentrationen im Reaktionsansatz
betrugen fur GSH und CDNB jeweils 1,0 mM mit 100 uL Gewebehomogenat.

Cl B 7 GS
NO, NO,
GS -Cr
—_—
NO, NO,
1-Chloro-2,4-Dinitrobenzol o-Komplex 1-(S-Glutathionyl)-2,4-Dinitrobenzol

Abbildung 14: Die dem GST-Assay zugrunde liegende GSH-Konjugation mit CONB
(nach ARMSTRONG 1997)

Eine Unit GST ist definiert als Konjugation von 1 umol CDNB mit GSH pro Minute bei
pH 6,5 und 25 °C (egs.on, 340 nm = 9,6 L-mmol™.cm™). Die Berechnung erfolgte (iber
eine mit GST-Standard (Ratte) erstellte Eichkurve, die taglich neu angesetzt wurde.
Die Enzymaktivitat wurde auf den Proteingehalt bezogen (U/mg Protein).

3.5.11. Glutathionreduktase

Die Glutathionreduktase wurde modifiziert nach COHEN und DUVEL (1988) bestimmt.
Oxidiertes Glutathion (GSSG) wird NADPH-abhangig durch die Glutathionreduktase
reduziert. Die Extinktionsabnahme des NADPH kann bei 340 nm am Photometer

gemessen werden.
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Tabelle 8: Assay zur Bestimmung der GR-AKktivitét

Lbsun Konzentration in der  Pipettierte Menge
g Kiivette

100 mM Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,0 85 mM 850 uL

1,5 mM EDTA 0,78 mM

1,18 mM GSSG 1,0 mM

Homogenat 50 pL

1,0 mM NADPH 0,1 mM 100 pL

U= (AE*V *VF)/(e *d *v); &NADPH, 340 nm = 6,22 L-mmol"-cm™; V = Gesamtvolumen; VF = Verdunnungsfaktor;
d = Schichtdicke (1 cm); v = Probenvolumen

3.5.12. Reduziertes und oxidiertes Glutathion

Die Analyse des Glutathiongehalts in der Leber wurde nach der Methode von TIETZE
(1969), modifiziert nach GRIFFITH (1980), durchgefihrt. Dabei wird zur Bestimmung die
Glutathionreduktase-Reaktion ausgenutzt.

Gesamtglutathion: Das in der Probe enthaltene GSH (origindres GSH und durch GR-
Reaktion reduziertes GSH aus origindrem GSSG) Ubertragt seinen Sulfhydryl-
Wasserstoff auf DTNB. Das oxidierte Glutathion wird durch die GR zu 2 GSH

reduziert, welches zur weiteren DTNB-Spaltung zur Verfligung steht.

Oxidiertes Glutathion: Um die Konzentration des oxidierten Glutathions zu bestimmen,

wird GSH durch Derivatisierung mit 2-Vinylpyridin der Reaktion entzogen.

Reduziertes Glutathion: Die GSH-Konzentration wird rechnerisch aus Gesamt-GSH

und GSSG-Konzentration ermittelt.

Vor der Bestimmung wurden die Gewebehomogenate mit 150 mM Phosphatpuffer
(NazHPO4-KH2POy4, 1% BSA, pH 7,5) verdinnt und mit gleichem Volumen 10 %iger
Sulfosalicylsdure gefallt. Der Uberstand wurde bei 12.000 x g gekiihlt (4 °C) (ber
10 Minuten abzentrifugiert (Haereus® Instruments Labofuge® 400R). Die so
vorbereitete Probe wurde mit Triethanolamin und Puffer bzw. 2-Vinylpyridin versetzt;
Letzteres wurde bei Raumtemperatur fir mind. 30 Minuten inkubiert. Zur
enzymatischen Bestimmung wurde ein Teil der so vorbereiteten Probe mit DTNB und
NADPH versetzt (Tabelle 10) und die Reaktion durch Zugabe der GR (10 U/mL in 125
mM Na,HPO4-KH,PO4-Puffer, 6,3 mM EDTA) gestartet. Die Reaktion wurde 3 Minuten
bei 412 nm am Spektralphotometer verfolgt und die Konzentrationen mittels linearer

Regression aus einer Standardkurve mit GSSG abgeleitet.
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Tabelle 9: Assay zur Bestimmung der Glutathionkonzentration

Lésung Konzentration in der Pipettierte Menge
Kivette

Vorbereitete Probe oder Standard 75 uL

0,28 mM NADPH 196 uM 350 L

6 mM DTNB 600 uM 50 uL

10 U/mL GR 250 mU 25 uL

U=(AE*V*VF)/(e*d*V); ¢€Tng 412nm=2"*13,6 L'mmol"-cm™: V= Gesamtvolumen; VF = Verdinnungsfaktor;
d = Schichtdicke (1 cm); v = Probenvolumen
1 GSSG ausgedrickt als 2 GSH; tGSH ausgedriickt als GSH

3.5.13. Katalase

Durch die Katalase wird Methanol zu Formaldehyd umgesetzt. Aldehyde reagieren
spezifisch mit Purpald® (4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) zu einem
heterozyklischen Zweiring, der nach Oxidation mit KIO,4 violett gefarbt ist. Bei 550 nm
kann somit die Formaldehydkonzentration spektralphotometrisch bestimmt werden.

NH, HN/\ N/\N
| NH,
HS\(NYLH +HCO \{ YNH + Hy0 OX|dat|on Y
N—-N N—N
Purpald Farbkomplex

Abbildung 15: Reaktionsprinzip der peroxidativen Katalaseaktivitdtsbestimmung
(nach QUESENBERRY und LEE 1996)

Die Katalaseaktivitdit wurde als peroxidative Aktivitdt nach JOHANSSON und BORK
(1988) bestimmt. Hierzu wurden stark verdiinnte Homogenate (1:4500) verwendet, die
mit einer Reaktionslésung aus H2O, und Methanol versetzt wurden. Die enzymatische
Reaktion wurde nach 10 Minuten mit KOH beendet. Gleichzeitig wurde das
Chromogen Purpald® hinzugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 20
Minuten wurde KIO4 hinzugefligt. Die Formaldehydkonzentration wurde nach 5
Minuten am Photometer bei 550 nm bestimmt. Der Reaktionsverlauf war Uber 18
Minuten linear (Abbildung 16). Eine Eichkurve wurde vorher  mit

Formaldehydstandards erstellt.
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Tabelle 10: Assay zur Bestimmung der peroxidativen Katalaseaktivitét

Lésung Konzentration in der Pipettierte Menge
Kivette
Assay-Mix: 150 pL
134 mM Kaliumphosphatpuffer 80,4 uM
45 % Methanol 27,0 %
0,238 % H202 0,143 %
Verdinntes Homogenat 100 pL
2 M KOH 0,75 mM 150 pL
25,3 mM Purpald® 9,49 uM
65,2 mM KlO4 7,24 uM 50 uL
470 mM KOH 52,2 uM
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Abbildung 16: Uberpriifung der Methode zur Bestimmung der peroxidativen
im Leberhomogenat des Meerschweinchens

Katalaseaktivitat
(Verdiinnung 1:4500; y = 0,0343x + 0,1537: R = 0,994)
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3.5.14. Triiodthyronin- und Thyroxinkonzentrationen im Plasma

Die Gesamtkonzentrationen der Schilddrisenhormone T3 und T4 im Plasma wurden
mittels Radioimmunoassay (Coat-A-Count Canine T3 und Canine T4, DPC Biermann,
Bad Nauheim) gemessen (vgl. 3.5.9.4 Deiodinaseaktivitéat). Die Proben wurden jeweils
doppelt bestimmt. Die Auswertung des RIA erfolgte fir eine Minute im Gammacounter
(PerkinElmer® Wallac WIZARD 3).

3.5.15. Proteinbestimmung in Plasma und Gewebehomogenaten
Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach BRADFORD 1976. Das Reagenz

wurde wie folgt hergestellt:

0,1 g Coomassie brilliant blue G-250 wurde in 47,6 mL Ethanol (96 %) durch
2-3-stiindiges Rihren auf dem Magnetrihrer geldst, mit 100 mL ortho-Phosphorsaure
versetzt und auf einen Liter mit bidestilliertem Wasser aufgeflllt. Die L6sung wurde
durch 595 2 und 602 H 2 Papierfilter filtriert und in braunen Glasflaschen bei 4 °C
maximal sechs Monate gelagert.

Zur Analyse wurden in 2,5 mL Bradford-Reagenz 50 pL verdinntes Plasma oder
Homogenat pipettiert und sofort gerthrt. Nach 15-min0Gtiger Inkubationszeit wurde die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Der Blindwert wurde mit dem beim Homogenisieren
verwendeten Puffer anstelle der Probe angesetzt. Die Proteingehalte lassen sich aus
der Eichkurve mit BSA errechnen.

3.5.16. Vitamin C-Konzentrationen im Plasma

Die Vitamin C-Konzentration im Plasma wurde mittels HPLC nach der Methode von
STEFFAN (1999) gemessen. Bei diesem Verfahren werden der Ascorbinsauregehalt
(AA) und der Gesamt-Ascorbinsduregehalt (tAA) nach Reduktion mit Dithiothreitol
(DTT) bestimmt. Durch Subtraktion kann auf den Dehydroascorbinsauregehalt (DHA)
geschlossen werden.

Das Blut wurde nach Dekapitierung entnommen und in Vakuumréhrchen (Sarstedt S-
Monovette® Li-Heparin LH/1,2 mL) aufgezogen. AnschlieBend wurden die Proben finf
Minuten bei 4 °C und 1.700 x g zentrifugiert. Das Plasma wurde in Eppendorfcups
dberfihrt, mit N> begast und zur anschlieBenden Lagerung bei -80 °C mit Trockeneis
schockgefroren.
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Zur Aufarbeitung der tAA-Proben wurde das Plasma auf Eis aufgetaut. 500 pyL Plasma
wurden mit 100 uL DTT-Lésung (44,1 mM: 170 mg DTT ad 25 mL 9 %ige NaCl-
Lésung, pH 7,0-7,5 mit 1M KyHPO4-Lésung) versetzt und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Proteinfallung mit 600 pL
Perchlorsaure/Metaphosphorsaure-Gemisch (6 % HCIO4/2 % HPO3; (w/w)) wurde bei
3000 x g far 10 Minuten zentrifugiert. Fir die AA-Proben wurden 500 pyL Plasma mit
500 uL  Perchlorsaure/Metaphosphorsaure-Gemisch versetzt und ebenfalls ab-
zentrifugiert. Die aufgearbeiteten Proben wurden bis zur HPLC-Analyse bei —80 °C

eingefroren.

Das HPLC-System bestand aus der Saule phenomenex® synergi™ 4p Hydro-RP 80A
(250 mm x 4,60 mm) und einem Merck Hitachi L-4250 UV-VIS-Detektor. Als mobile
Phase diente gefilterter Phosphatpuffer (45 mM NaH.POs, pH 2,0 mit
Orthophosphorsaure, Membranfilter 0,2 um), FlieBgeschwindigkeit 1 mL/Minute. Die
Saulentemperatur betrug 25 °C, die Detektion erfolgte bei 243 nm. Die Vitamin C-

Konzentration wurde Uber eine externe Standardkurve ermittelt.

3.5.17. Thiobarbitursdurereaktive Substanzen in der Leber

Die thiobarbitursaurereaktiven Substanzen (TBA-RS) im Leberhomogenat des
Meerschweinchens wurden fluorometrisch bestimmt. Hierbei reagieren sekundare
Abbauprodukte mehrfach ungeséttigter Fettsduren zu Malondialdehyd, welches mit
2 mol TBA zu einem fluoreszierenden Komplex reagiert, der mittels Butanol extrahiert
werden kann (PRYOR et al. 1976, GUTTERIDGE und TICKNER 1978, GUNTHER et al.
1994).

Fir die Eichkurve wurden Standards aus TEP (1,1,3,3-Tetraethoxypropan, Synonym:
Malonaldehyd-bis(diethylacetal)) hergestellt. Das Protein im Homogenat wurde mit
5 %iger Trichloressigsaure im Verhaltnis 1:2 ausgeféllt und fir 5 Minuten bei 4 °C mit
13.000 x g abzentrifugiert. 500 pL Probentberstand bzw. H,O fir den Blindwert und
Standardlésungen fiir die Eichkurve wurden mit 500 uL 1 %iger TBA-Lésung und
50 uL 0,5 %iger BHT-SDS-Lésung (50 mg Natriumdodecylsulfat und 50 mg
Butylhydroxytoluol in 10 mL 98 %igem Ethanol) versetzt. Diese Lésung wurde in
ausgekochten (0,22 M o-Phosphorsaure, 0,17 %ige TBA-Lésung, 100 °C, 60 Minuten)
Rundbodenreagenzgldsern angesetzt. Die Glaser wurden nach grindlichem
Durchmischen der Reagenzien fest verschlossen, bei 100 °C fir 15 Minuten im
Wasserbad gekocht und danach auf Eis abgekihlt. Zu jeder Probe wurden 3 mL
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n-Butanol zur Extraktion pipettiert und fir 30 Sekunden gut geschuttelt. Das Gemisch
wurde fir 15Minuten bei 3.112xg zentrifugiet und der Uberstand zur
fluorometrischen Messung (Perkin Elmer LS5, Extinktion 532 nm, Emission 553 nm,

Spalt 5 nm) in speziellen Fluorimeterkiivetten bei 25 °C eingesetzt.

3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS 11.5 fir MS Windows durchgeflhrt. Bei
gegebener Varianzhomogenitat (Levene-Test) wurde unter der Voraussetzung der
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) zum Gruppenvergleich der Tukey-
HSD Test verwendet. Lag keine Homogenitat der Varianzen vor, wurde der Games-
Howell-Test benutzt. In den Tabellen sind jeweils die Mittelwerte (M) und deren

Standardabweichungen (SD) angegeben.

Zur Bedarfsableitung wurde das Broken Line Model (Broken-Line-Analyse), ebenfalls
unter Verwendung des Programms SPSS 11.5 fir MS Windows, angewendet. Bei der
Broken-Line-Analyse werden durch die Datenpunkte zwei Regressionsgeraden nach
der Methode der kleinsten Quadrate gelegt. Der Schnittpunkt beider Geraden
bezeichnet den ,Breakpoint* (R, L), aus dem der Nahrstoffbedarf abgeleitet werden
kann. Das Modell kann entweder mit zwei Geraden mit den Steigungen U und V
verwendet werden oder mit einer Geraden mit der Steigung U; die Steigung der

zweiten Geraden ist 0.
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Abbildung 17: Broken line model als 2-Steigungen-Modell.
Der gangige SAS Code nach ROBBINS et al. (2006) wurde fir SPSS wie folgt

angepasst:

* NonLinear Regression.
MODEL PROGRAM U=Anfangswert V=Anfangswert R=Anfangswert L=Anfangswert.

COMPUTE PRED_ = (x<=R)*(U* (x-R)+L) + (x>R)* (V*(x-R)+L).
*Ableitungen.

compute d.U = (x<R)* (x-R).

compute d.V = (x>R)* (x-R).

if(R ne x) d.R = (x<R)*(-U)+ (x>R)*(-V).

compute d.L = 1.

NLR dataset name /OUTFILE='Pfadname'
/PRED PRED
/SAVE PRED RESID
/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.
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4. Ergebnisse

4.1. Weender Analyse und Bruttoenergiegehalt des Versuchsfutters

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Rohnéahrstoff- und der kalorimetrischen Analyse
des Versuchsfutters dargestellt. Die mittels Weender Futtermittelanalyse bestimmten
Rohnahrstoffgehalte (XP, XL, XF, XA) der sechs Versuchsfutter stimmen weitgehend
mit den angestrebten Werten Gberein. Die 15 % Rohfasergehalt, die im Wesentlichen
mit Pulvercellulose angestrebt wurden, werden bei der Rohfaseranalyse jedoch nicht
vollstdndig wiedergefunden. Die Differenzen zwischen den einzelnen Futtern sind
minimal, so dass von einem einheitlichen Futter flr alle Versuchsgruppen
ausgegangen werden kann. Die Anforderungen des NRC (1995) an die
Mindestgehalte der Rohnahrstoffe fur Meerschweinchenfutter wurden in diesem
Mischfutter bis auf die Rohfaser erfillt.

Tabelle 11: Trockenmasse [% der Frischmasse], Rohnéhrstoffgehalt [% der
Frischmasse] und Bruttoenergiegehalt [MJ/kg Frischmasse] des

Versuchsfutters

Gruppe

. Se-pZEIage ey ™ XP XL XF XA MJ/kg
I M 89,6 18,7 5,92 12,5 2,65 18,1
0 ug SD 0,03 0,25 0,10 0,35 0,02 0,016
1 M 89,9 18,7 6,03 13,6 2,66 18,3
50 ug SD 0,10 0,04 0,35 0,11 0,04 0,073
1 M 89,3 18,8 6,01 12,6 2,66 18,2
100 pg SD 0,08 0,03 0,23 0,30 0,01 0,024
\Y) M 89,3 18,4 6,11 12,0 2,65 18,0
150 ug SD 0,01 0,04 0,01 0,33 0,02 0,001
Vv M 89,6 18,6 6,16 11,6 2,66 18,2
200 pg SD 0,05 0,07 0,05 0,06 0,02 0,034
VI M 89,3 18,5 6,40 12,8 2,71 18,0
250 ug SD 0,03 0,07 0,16 0,44 0,02 0,004

4.2. Selen-, Vitamin E- und Vitamin C-Konzentration im Versuchsfutter

Zur Ermittlung des Selenbedarfs wurde dem Basisfutter Selen als wasserfreies
Natriumselenat (Na,SeQ,) zugesetzt. Der Vitamin E-Gehalt wurde durch Zulage von
29,8 mg all-rac-a-Tocopherylacetat unter Berlicksichtigung des nativen Gehalts der
Einzelfuttermittel auf 26 mg a-Tocopherol/kg FM eingestellt. Ein Vitamin C-Gehalt von
100 mg/kg FM wurde durch die Zugabe von ROVIMIX® STAY-C® 35 angestrebi.
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Der analysierte Selengehalt der Futter in Tabelle 12 zeigt die gewlnschten
Abstufungen. Das Futter mit 0,05 mg/kg wies eine Wiederfindung von 110% auf. Da
die Messwerte im Bereich von pg/kg lagen, machen zwei Absorptionseinheiten bereits
10 pg Se/kg aus. Aus diesem Grund sind diese relativ hohen Wiederfindungen nicht

Uberzubewerten.

Die Analyse der Vitamin C- und Vitamin E-Konzentration erbrachten eine gute
Wiederfindung. Pelletierungsverluste traten offenbar nicht auf. Die hohe
Standardabweichung beim Vitamin C in Futter VI rihrt vom Ende der Lebensdauer der
Saule her. Da es sich um ein Basismischfutter handelte, zu dem Selen entsprechend
zugelegt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass der Vitamin C-Gehalt dieses

Futters mit dem der anderen finf Futter Gbereinstimmt.

Tabelle 12:  Ergebnisse der Selen-, Vitamin E- und Vitamin C-Analysen des

Versuchsfutters
a-Tocopherol davon o
Gruppe Selen (gesamt) a-Tocopheryl- Vitamin C
ug Se-Zulage/kg FM ug/kg FM mg kg EM acetat™ mg/kg FM
99 mg/kg FM
I M - 25,8 20,1 115
0 ug SD 0,88 0,02
Il M 55,8 23,4 17,4 115
50 ug SD 8,5 1,4 0,86
0 M 101 26,9 20,7 107
100 ug SD 13,2 1,6 8,9
v M 150 26,4 20,3 107
150 ug SD 19,5 0,74 1,7
\Y M 202 27,1 21,1 102
200 pg SD 16,1 0,47 0,28
Vi M 240 25,2 19,6 101
250 g SD 26,0 1,6 11,4

* unterhalb der Nachweisgrenze von 16 pg/kg;
** durch Subtraktion des nativen Gehaltes vom Gesamt-a-Tocopherolgehalt nach Verseifung

Der Selengehalt des Meerschweinchenfutters des Zuchtunternehmens (Harlan Teklad
Guinea pig 2040) weist laut Analyseprotokoll 260 pug Se/kg FM auf. Die eigenen
Analysen zeigten mit 228 ug/kg einen etwas geringeren Gehalt, wie der Tabelle 13 zu
entnehmen ist. Des Weiteren befinden sich in dieser Tabelle die in Heu und Stroh
gemessenen Selengehalte. Die Nachweisgrenze des Selens in diesem volumindsen
Medium liegt aufgrund der geringen moglichen Einwaage bei ca. 40 ug/kg. Die
Messwerte lagen fir Heu (2. Aufwuchs) und Stroh an der Nachweisgrenze, das Heu
des ersten Aufwuchses lag etwas dartber.
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Tabelle 13: Selenkonzentrationen im Versuchsfutter des Zuchtunternehmens?®,
sowie im verabreichten Stroh und Heu [ug/kg FM]

Harlan Teklad
Selen 2040 Glokl)a*l 1. Aufwuchs** 2. Aufwuchs**
Guinea Pig
M 208 62,5 41,1 42,5
sD 19 1.9 3,9 13,9

*Harlan Winkelman GmbH, Borchen, Deutschland
**Nachweisgrenze ca. 40 ug/kg

4.3. Ausgewahlte Mineralstoffkonzentrationen im Versuchsfutter

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der Mineralstoffbestimmung dargestellt. Die
angestrebten Mineralstoffkonzentrationen konnten erreicht werden. Der Gehalt an
Magnesium lag etwas niedriger, wahrend die Konzentrationen an Kupfer, Zink und
Mangan héher lagen als angestrebt worden war.

Tabelle 14: Analysierte Mineralstoffkonzentrationen im Versuchsfutter und in Heu
bzw. Stroh [g/kg bzw. mg/kg FM]

Gruppe Ca P Mg Fe Cu Zn Mn
PP o/kg o/kg o/kg mg/kg mg/kg mgkg mg/kg
Soll| 8,00 4,00 1,00 50,00 6,00 22,00 40,00
I M| 8,07 4,54 0,83 47,1 8,25 37,2 64,8
0 g SD 0,09 0,10 0,03 1,75 0,32 1,85 1,37
Il M| 8,14 4,71 0,88 53,4 8,60 36,9 65,6
50 ug SD 0,28 0,21 0,03 0,93 0,36 0,29 0,24
I M| 8,04 4,70 0,89 47,9 8,56 36,7 66,0
100 pg SD 0,09 0,04 0,01 0,32 0,22 0,38 1,07
v M| 7,93 4,47 0,81 45,3 7,53 37,9 62,8
150 g SD 0,23 0,09 0,03 0,69 0,32 4,02 0,92
Vv M| 7,98 4,59 0,87 48,3 8,56 38,0 67,0
200 pg SD 0,17 0,12 0,02 1,89 0,03 1,58 4,34
VI M| 8,13 4,71 0,89 48,5 8,18 36,9 65,1
250 pg SD 0,11 0,16 0,01 1,04 0,33 1,76 2,04
Stroh M| 3,34 0,45 0,28 52,9 2,25 6,87 29,4
SD 0,05 0,02 0,01 12,1 0,02 0,45 0,13
Heu M| 7,28 3,68 1,33 184 5,19 34,2 48,5
1. Aufwuchs SD 0,02 0,05 0,02 7,81 0,08 0,44 0,76
Heu M| 2,65 2,24 1,09 286 4,78 27,2 104
2. Aufwuchs SD 0,06 0,03 0,01 245 0,20 0,55 3,04
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4.4. Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme

Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme sind beim Meerschweinchen schwer zu
ermitteln. Eine NUchterung ist nicht empfehlenswert, weil sie zur Unterbrechung der
kontinuierlichen Darmpassage und als Folge dessen zu Verdauungsstérungen fihren
kann. Daher sind die Werte der Gewichtsentwicklung auch von der Fillung des
Gastrointestinaltraktes abhéngig. Da die Tiere paarweise (3 x2 und 1 x 1) gehalten
wurden, ist eine individuelle Futteraufnahme nicht protokollierbar. Des Weiteren haben
Meerschweinchen ein komplexes Sozialgeflige, so dass mdglicherweise Hierarchien
fir Schwankungen in der Futteraufnahme verantwortlich sein kénnen. Daher sind in
Tabelle 15 und 17 lediglich Durchschnittswerte ohne Standardabweichung angegeben.
Die Gewichtsentwicklung innerhalb der zehnwdchigen Versuchsperiode ist in Tabelle
16 dargestellt. Die durchschnittliche tagliche Zunahme betrug 6,3 g und deckt sich mit
den Angaben des NRC (1995) (5-7 g/Tag) fur die Hauptwachstumsphase und denen
von ca. 300g schweren Tieren der gleichen Rasse bei Liu (1988). Die
Gewichtsentwicklung lag geringfligig unterhalb der Erwartungswerte des Zichters
(Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland).

Tabelle 15: Durchschnittliche Futteraufnahme [g] pro Tier und Tag wéahrend der
zehnwdéchigen Versuchsperiode

Tagliche Futteraufnahme [g]/Tier

Woche| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I M| 54 10,4 152 20,2 23,3 26,8 26,2 33,0 33,9 35,6
0 ug
Il M| 74 10,6 154 20,6 22,6 264 255 33,5 355 36,1
50 ug
1] M| 47 84 153 20,8 243 271 274 352 36,8 36,2
100 ug
v M| 61 10,5 143 20,1 225 26,0 26,4 34,4 36,3 36,9
150 ug
Vv M| 50 98 155 212 234 26,3 26,1 32,4 33,4 33,6
200 pg
VI M| 49 91 153 204 226 26,2 26,2 32,5 32,6 345
250 ug

In der 10. Versuchswoche nahmen die Tiere durchschnittlich 35,5 g Futter/Tag auf.
Das Durchschnittsgewicht aller Tiere betrug nach der 10. Versuchswoche 646 g/Tier.
Die tagliche Selenaufnahme (y, [ug Se/kg LM]) entspricht y=52,4x + 0,296
(R? = 0,999) (x = Selenzulage in mg/kg FM).
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Tabelle 16: Gewichtsentwicklung [g] der Meerschweinchen innerhalb  der
Versuchsgruppen wéhrend der zehnwdéchigen Versuchsperiode

Tiergewicht [g]

Woche| 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I M [ 205 207 231 270 325 377 429 465 524 571 616
0ug SD 10,8 19,0 24,3 26,8 34,0 41,3 51,1 58,4 65,2 66,2 61,0
I M | 213 207 221 274 329 379 440 465 535 592 645
50 pg SD 10,7 32,1 41,2 33,5 35,0 38,6 37,3 34,2 43,2 47,5 57,3
1 M | 212 197 214 257 320 383 446 484 557 617 670
100 ug SD 10,0 9,42 20,9 18,1 17,5 16,9 246 29,0 35,4 42,0 44,8
v M |209 198 215 261 319 375 432 473 544 599 657
150 pg SD 7,62 17,8 23,4 17,5 18,3 18,4 15,6 17,5 22,3 22,6 26,8
\Y M | 205 187 214 261 321 377 429 467 535 572 642
200 pg SD 7,93 19,7 22,5 18,5 22,0 34,3 40,3 40,7 51,4 58,9 58,4
Vi M |208 191 213 260 323 375 431 482 542 587 647
250 pg SD 5,04 10,1 171 11,4 19,0 24,3 25,1 35,8 41,6 49,4 54,7

Tukey-HSD: keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede

Die Lebendmassezunahme und die durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme
(Anhangstabelle 1) der sechs Versuchsgruppen unterschieden sich tber die gesamte
Versuchsperiode nicht signifikant voneinander.

Tabelle 17: Durchschnittliche Futterverwertung [g Zunahme/g Futteraufnahme]
wéhrend der zehnwéchigen Versuchsperiode

Futterverwertung [g Zunahme/g Futter]
Woche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

!) M 0,06 032 037 039 032 0,28 0,19 0,26 0,20 0,18
I5I0ng M| (-0,10) 0,19 0,49 0,39 0,32 0,33 0,14 0,30 0,23 0,21

Hg
!IOI0 M| (-0,40) 0,28 041 043 0,37 0,33 0,20 0,29 0,23 0,21
!}_}/0 "’ M| (-0,21) 0,23 045 042 0,36 0,31 0,22 0,30 0,22 0,23
2{)0 N M| (-0,44) 040 043 041 0,34 0,28 0,21 0,30 0,22 0,21
X_}L “: M| (-0,43) 0,34 044 044 0,33 0,30 0,28 0,26 0,20 0,25

m
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4.5. Hamoglobin-Konzentration und Hamatokritwert

In Tabelle 18 sind die Hamatokritwerte und die Hamoglobin-Konzentrationen im Blut
der Meerschweinchen dargestellt. Bezlglich des Hamatokritwertes konnte im Blut der
Meerschweinchen keine signifikante Veranderung beobachtet werden. Auch die
Hamoglobin-Konzentrationen zeigen keine Veranderungen durch die unterschiedlichen

Selenzulagen tber 10 Wochen.

Tabelle 18: Hdmatokritwert [%] und H&amoglobin-Konzentration [mmol/L] der
Meerschweinchen  nach  zehnwdchigem  Fltterungsversuch — mit
unterschiedlichen Selenzulagen

Gruppe " o . .
ug Se-pZEIage/kg M Hamatokrit [%] Hamoglobin [mmol/L]
A M 41,0 7,28
Ausgangsgruppe SD 24 0,31

! M 42,8 6,59

0 ug SD 2,6 0,49

I M 43,2 6,96

50 ug SD 3,9 0,30

1" M 42 1 6,81

100 pg SD 47 0,55

IV M 42,6 6,53

150 pg SD 2,0 0,36

v M 43,5 6,63

200 pg SD 19 077

Vi M 44,1 7,27

250 pg SD 26 0,49

Tukey-HSD: keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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4.6. Selenkonzentrationen in Plasma, Lysat, Leber, Testes, Gehirn, Muskel und
Milz
Die Selenkonzentrationen im Blut und den unterschiedlichen Geweben der
Meerschweinchen sind in den Tabellen 19 und 20 dargestellt. Die Konzentrationen in
den Geweben der Ausgangsgruppe reprasentieren die Selenversorgung durch das
Futter (Teklad 2040 Global Guinea Pig, Harlan Winkelmann GmbH, Borchen,
Deutschland) beim Zichter (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland). Nach
dem zehnwdchigen Fitterungsversuch konnte insbesondere in der Leber, aber auch in
Plasma, Lysat, Gehirn, Muskel und Miz eine deutliche Abstufung der
Selenkonzentrationen zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. Bei der
Mangelgruppe wurde das Ziel einer Depletion in Plasma (p < 0,001), Lysat (p < 0,001),
Leber (p < 0,001), Muskel (p < 0,001), Milz (p < 0,001) und Gehirn (p < 0,001) erreicht.

Tabelle 19: Selenkonzentrationen [ug/kg] im Blut der Meerschweinchen zu
Versuchsbeginn und nach zehnwéchiger Versuchsperiode mit
unterschiedlicher Se-Zulage

Gruppe

Hg Se-pZEIage/kg FM Plasma Lysat
A M 111 153
Ausgangsgruppe SD 10,7 3,8

| M 17,22 31,9
0 ug SD 2,45 18,2
! M 95,3 1190
50 pg SD 6,8 21,9
1" M 101 b 1 35bC
100 ug SD 6,7 15.4
IV M 99,8° 148°
150 pg SD 6,5 6.4
M M 115° 152°
200 ug SD 6,60 12,5
Vi M 123° 168°
250 ug SD 10,1 23,3

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Plasma: Games-
Howell, p < 0,001; Lysat: Tukey-HSD, p < 0,001

In den Testes unterschied sich nur die Gruppe V (trotz Wiederholungsmessungen)
signifikant (p < 0,01) von der Mangelgruppe. Alle anderen Gruppen lagen etwa im
gleichen Bereich. Die unterschiedlichen Selenzulagen hatten somit bei einer

Ausnahme keinen signifikanten Einfluss auf die Selenkonzentration in diesem Organ.
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Im Muskel zeigt sich neben einer hohen Konzentration bei der Ausgangsgruppe, dass
sich lediglich die Mangelgruppe signifikant von den supplementierten Tieren
unterscheidet. Eine weitere Steigerung der Selenkonzentration des Muskels mit einer
von 50 pg auf 100 pg und darlber erhdhten Selenzufuhr je kg Futter hat nicht
stattgefunden. In der Milz kann ein signifikanter Anstieg der Selenkonzentration mit der
Selenzulage verzeichnet werden. Weitaus geringer ist der Anstieg der

Selenkonzentration mit der Zulage im Gewebe des Gehirns.

Tabelle 20: Selenkonzentrationen [ug/kg] in Leber, Testes, Gehirn, Muskel und Milz
der Meerschweinchen zu Versuchsbeginn und nach zehnwdchiger
Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

Gruppe Leber Testes Gehim  Muskel Milz
A M 857 243 159 146 261
Ausgangsgruppe SD 115 34,4 10,9 4,6 18,9
| M 48,32 2092 1032 29,02 98,52
0 ug SD 7.3 24,8 8,8 48 55
I M 273 234 133° 72,7° 221P
50 ug SD 11,8 14,6 10,3 6,6 9,4
I M 359° 229 141 76,2° 236°°
100 pg SD 35,1 29,4 10,9 5,9 15,5
\Y; M 4549 208% 149 79,5° 254°
150 pg SD 50,5 32,0 8,2 53 12,7
\Y; M 605° 262° 149 78,8° 283¢
200 pg SD 58,5 23,4 11,8 9,5 14,6
VI M 651° 2322 153¢ 77,8° 286¢°
250 ug SD 72,3 17,2 13,1 4,3 11,9

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Leber: Games-
Howell; Testes, Gehirn, Muskel, Milz: Tukey-HSD; p < 0,05
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4.7. Vitamin E-Konzentrationen im Plasma
In Tabelle 21 sind die Vitamin E-Konzentrationen im Plasma dargestellt, die eine
erhebliche Streubreite aufweisen. Ein signifikanter Einfluss unterschiedlicher

Selenzulagen konnte nicht beobachtet werden.

Tabelle 21: Vitamin E-Konzentrationen im Plasma [umol/L] der Meerschweinchen zu
Versuchsbeginn und nach zehnwéchiger Versuchsperiode mit
unterschiedlicher Selenzulage

Plasma [umol/L]
Gruppe Gesamit-
ug Se-pZEIage/kg FM @ TOCO'O herol }ATOCO’D herol Tocopher ol
A M 4,90 0,24 4,96
Ausgangsgruppe SD 1,24 0,09 1,25
I M 7,64 0,28 7,71
0 ug SD 2,68 0,11 2,71
Il M 4,82 0,16 4,86
50 pg SD 1,22 0,07 1,23
1 M 8,38 0,59 8,53
100 pg SD 5,04 0,61 5,18
A\ M 6,96 0,31 7,03
150 pg SD 2,21 0,18 2,24
\" M 5,77 0,27 5,83
200 pg SD 3,46 0,14 3,49
VI M 7,18 0,35 7,27
250 pg SD 2,31 0,13 2,34

Tukey-HSD: keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede

4.8. Selenoenzyme

4.8.1. Glutathionperoxidasen

Aus Tabelle 22 wird ersichtlich, dass eine Futterung mit selenarmem Futter zu einem
signifikanten Aktivitatsverlust der selenabhangigen Gilutathionperoxidase in Plasma
(pGPx, p<0,01), Hamolysat (p < 0,001), Leber (p<0,001), Niere (p < 0,001), Herz
(p<0,001) und Lunge (p< 0,001) fuhrte. Eine Selenzulage von 250 pg/kg FM flhrte
nicht zwangslaufig zur héchsten Aktivitat; eine Ausnahme stellt das Herz dar.
ErwartungsgemaB wies das Hamolysat die hdchste Aktivitdt auf. Die absteigende
Reihenfolge der maximalen GPx-Aktivitdt in den Untersuchungsmedien bei den

untersuchten Meerschweinchen ist:

Hamolysat > Niere > Lunge > Herz > Leber (> Plasma)
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Der Aktivitatsverlust der pGPx gegenlber den versorgten Gruppen betrug 63,2 %. In
der Leber und in der Niere sank die Aktivitat auf 17,4 % bzw. 46,9 %. In Hamolysat,
Herz und Lunge betrug der Unterschied zwischen Mangelgruppe und den héchsten
gemessenen Aktivitaten 74,4 %, 52,8 % und 53,8 %.

Tabelle 22: SeGpx-Aktivitdt [mU/mg Protein] in den Organen der Meerschweinchen
nach zehnwéchiger Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage im

Futter
SeGPx [mU/mg Protein]

Srslfzggge . Plasma Hamolysat Leber Niere Herz Lunge
| M| 1,982 11,92 2,982 15,22 9,232 13,22
0 ug SD 0,18 4,75 0,39 2,54 0,55 1,26

I M| 537° 34,1° 19,1° 31,2° 17,7° 25.9°
50 pg SD 0,69 7,16 3,31 3,15 2,22 1,82
1 M| 5,62° 38,3° 16,4° 32,9° 20,1% 28,5
100 pg SD 1,15 10,0 2,71 4,97 1,97 1,72
\Y; M| 5,48° 43,3 14,8° 32,1° 20,8 30,3°
150 pg SD 1,22 5,43 1,55 1,55 1,57 3,07
v M| 547° 50,9° 16,7° 32,7° 23,3° 27,5
200 pg SD 0,60 8,70 2,79 2,79 2,60 1,78
VI M| 4,97° 45,2 18,8° 33,1° 22 3¢ 28,0
250 pg SD 0,96 8,68 2,42 7,25 2,80 3,20

1 U = 1 umol NADPH-Oxidation * Minute™ * mL™" bei 340 nm
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte: Plasma
(I: n = 6), Lysat, Niere, Herz und Lunge: Tukey-HSD, p < 0,05; Leber: Games-Howell, p < 0,05

4.8.2. Phospholipidhydroperoxid-reduzierende Aktivitét

Die PCOOH-reduzierende Aktivitdt in Leber, Niere und Herz (Tabelle 23) der
selendefizienten Meerschweinchen unterschied sich signifikant von der Aktivitat
selensupplementierter Tiere. Die absteigende Reihenfolge der PCOOH-reduzierenden

Aktivitat in den Organen ist:
Leber > Testes > Niere > Gehirn > Herz.

In der Niere setzt sich die Mangelgruppe signifikant von den Gruppen I, 1, V
(p<0,01) und VI (p < 0,05) ab, wohingegen es Uberschneidungen mit der Gruppe IV
gibt. In Leber und Herz unterscheidet sich die Gruppe | signifikant von allen
supplementierten Gruppen (p < 0,01). Kein signifikanter Unterschied bezlglich der

PCOOH-reduzierenden Aktivitat konnte in Gehirn und Testes gemessen werden.
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Tabelle 23: PCOOH-reduzierende Aktivitdt [mU/mg Protein] in den Organen der

Meerschweinchen

nach

zehnwéchiger

unterschiedlicher Selenzulage im Futter

Versuchsperiode  mit

PCOOH-reduzierende Aktivitat [mU/mg Protein]

Gruppe : :

- Sel_ozrjlage g FM Niere Leber Herz Gehirn Testes
I M 0,792 2,322 0,332 0,93 2,05
0 Ug SD 0,18 0,51 0,10 0,17 0,24

I M 1,48° 3,77° 0,63° 1,10 2,38
50 ug SD 0,43 0,33 0,06 0,21 0,34
1l M 1,36° 3,61° 0,80° 0,94 2,22
100 ug SD 0,29 0,71 0,09 0,08 0,57
\Y; M 1,21%® 3,39° 0,64° 1,09 1,73
150 ug SD 0,22 0,38 0,09 0,18 0,55
v M 1,37° 3,75° 0,72° 1,05 2,00
200 pg SD 0,32 0,36 0,15 0,17 0,49
VI M 1,30° 3,74° 0,75° 1,11 2,31
250 pg SD 0,24 0,40 0,12 0,12 0,33

1 U = 1 pmol NADPH-Oxidation « Minute™  mL™" bei 340 nm

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Leber, Niere,

Gehirn und Testes: Tukey-HSD, p < 0,05; Herz (I und V: n=6): Games-Howell, p < 0,01
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4.8.3. Thioredoxinreduktase

Die Aktivitaten der TrxR (Tabelle 24) in Leber (p < 0,05), Niere (p < 0,001) und Herz
(p < 0,001) der Mangelgruppe unterscheiden sich signifikant von den supplementierten
Tieren. Im Leberhomogenat lieB sich die TrxR-Aktivitdt der Gruppen Il und IV

statistisch nur tendenziell von der Mangelgruppe trennen.

Tabelle 24: TrxR-Aktivitdt [mU/mg Protein] in den Organen der Meerschweinchen
nach zehnwdéchiger Versuchsperiode mit unterschiedlicher Se-Zulage im

Futter
TrxR-Aktivitat [mU/mg Protein]

Gruppe .

- Se-pZEIage . Leber Niere Herz
| M 3,732 3,272 2,492
0 ug SD 1,07 0,28 0,86
y M 5,44° 4,17° 5,14°
50 pg SD 0,76 0,16 0,85
11 M 4,97% 4,39° 4,74°
100 pg SD 0,74 0,22 0,60
\Y; M 5,172 4,56° 5,01°
150 ug SD 1,24 0,42 1,00
V M 5,63° 4,62° 4,84°
200 ug SD 0,62 0,51 1,08
VI M 5,46° 4,65° 4,76°
250 g SD 1,13 0,34 0,57

1 U = Bildung von 2 mmol TNB « Minute™ * mL™" bei 412 nm
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte (Tukey-HSD,
p < 0,05)
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4.8.4. Deiodinasen

Die D1-Aktivitat im Leberhomogenat (Tabelle 25) der Mangelgruppe unterscheidet sich
signifikant (p<0,001) von der der supplementierten Gruppen. Der Abfall im
Selenmangel betrug 75,6 %. Die héhere Aktivitdt in den Gruppen V und VI
unterscheidet sich nicht mehr signifikant von den mit weniger Selen versorgten

Gruppen I, [l und IV.

Tabelle 25: D1-Aktivitdt  [fmol Ts/(min » mg Protein)] im Leberhomogenat der
Meerschweinchen nach  zehnwdchigem  Fltterungsversuch — mit
unterschiedlichen Selenzulagen

D1-Aktivitat [fmol Ts/(min « mg Protein)]

Gruppe

Hg Se-pZEIage/kg FM Leber
| M 15,9°
Oug sSD 9.08
I M 64,7°
50 ug sSD 10,9
1 M 63,1 b
100 pg sSD 117
IV M 60,2°
150 pg SD 115
v M 67,4°
200 pg SD 9.85
VI M 70,4°
250 g SD 118

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Tukey-HSD,
p < 0,001

4.9. Gesamt-GPx und selenunabhangige GPx

In Tabelle 26 sind die Werte fir die Gesamt- und die selenunabhangige GPx sowie der
prozentuale Anteil der selenunabhangigen GPx an der Gesamt-GPx in Leber und
Niere dargestellt. In der Leber konnte kein signifikanter Einfluss der Selenversorgung
auf die Aktivitdten der Gesamt- und selenunabhangigen GPx festgestellt werden. In
der Niere zeigt sich kein einheitliches Bild: Die Aktivitat der Gesamt-GPx ist in Gruppe
VI am héchsten. Die der selenunabhéngigen GPx weist sowohl in der Mangel- als auch
in der am hochsten versorgten Gruppe VI die hdchsten Werte auf. Statistisch ist
lediglich die Mangelgruppe eindeutig von den Gruppen |-V trennbar, bei allen anderen
Gruppen zeigen sich Uberschneidungen. Stellt man den prozentualen Anteil der
selenunabhéangigen GPx-Aktivitdt an der Gesamt-GPx dar, lassen sich in beiden
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Organen signifikante Unterschiede (p<0,001) zwischen Mangelgruppe und

supplementierten Tieren feststellen.

Tabelle 26: Gesamt- und non-SeGPx-Aktivitdt [mU/mg Protein] in den Organen der
Meerschweinchen  nach  zehnwéchiger  Versuchsperiode — mit
unterschiedlicher Se-Zulage

Leber Niere
Gesamt- Non- Non-SeGPx | Gesamt- Non- Non-SeGPx
GPx SeGPx an Gesamt- GPx SeGPx an Gesamt-
GPx GPx
Srslil-ozggge o FM [mU/mg] %-Anteil [mU/mg] %-Anteil
| M| 178 175 98,32 95,82 80,62 84,12
0 g SD 18,6 18,7 0,34 6,57 6,41 2,6
Il M| 195 176 90,2° 97,9 66,7 67,7°
50 ug SD 16,5 14,4 1,26 11,7 12,6 4.9
1 M| 179 162 90,7° 98,9 66,0 66,5°
100 ug SD 18,5 18,5 1,80 5,56 8,50 5,8
\Y; M| 199 184 92.4° 98,8 66,7 67,5°
150 ug SD 30,3 30,9 1,62 5,27 6,28 52
\Y; M| 182 166 90,8° 96,62 63,9° 66,1°
200 ug SD 27,4 26,0 1,38 9,19 7,08 2,6
VI M 190 172 90,2° 111° 78,2% 70,4°
250 ug SD 38,5 38,1 1,96 7,71 4,66 5,0

1 U = 1 umol NADPH-Oxidation « Minute™ » mL"" bei 340 nm
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Tukey-HSD,

p < 0,05; %-Anteil p < 0,001
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4.10. Glutathion S-Transferase

Die GST-Aktivitat wurde gemessen, um eine etwaige Kompensation des
mangelbedingten cGPx-Aktivitatsverlusts nachzuweisen. Die GST-Aktivitat (Tabelle
27) in der Leber wurde durch unterschiedliche Selenzulagen nicht beeinflusst. Die
signifikanten Unterschiede in der Niere sind anscheinend ungerichteter Natur. Die in
der Leber gemessene Aktivitat ist erheblich héher als die in der Niere.

Tabelle 27: GST-Aktivitat [U/mg Protein] in den Organen der Meerschweinchen
nach zehnwdéchiger Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

im Futter
GST-Aktivitat [U/mg Protein]

Gruppe .
Hg Se-pZEIage/kg FM Leber Niere
I M 1 2,6 1 ,82abc
Opg SD 1,87 014
I M 13,6 1,78°
50 ug SD 1,86 0,17
11 M 12,9 1 ,92abc
100 pg SD 1,35 0,14
v M 13,3 1,85%°
150 ug SD 1.85 0.13
V M 1 3,1 1 ,99abc
200 ug SD 1,41 025
Vi M 13,3 2,11°
250 pg SD 1,70 0,21

1 U = Konjugation von 1 umol CDNB mit GSH « Minute™ » mL" bei 340 nm, pH 6,5 und 25 °C
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Tukey-HSD,
p<0,05
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4.11. Glutathionreduktase

Beziglich der Glutathionreduktaseaktivitdt (Tabelle 28) in der Leber konnte kein
signifikanter Einfluss der Selenzulagen beobachtet werden. Trotz errechneter
statistischer Unterschiede ist ein gerichteter Einfluss in der Niere nicht zu erkennen.
Die Aktivitat in diesem Organ war erheblich héher als in der Leber.

Tabelle 28: Glutathionreduktase-Aktivitat [mU/mg Protein] in Leber und Niere der
Meerschweinchen  nach  zehnwéchiger  Versuchsperiode — mit
unterschiedlicher Selenzulage

GR-Aktivitdt [mU/mg Protein]

Gruppe .

Hg Se-pZEIage/kg FM Leber Niere
| M 52,6 248
0pg SD 4,2 14,4
I M 52,0 2543
50 pg SD 37 20,4
0l M 52,2 3340
100 pg SD 5.1 111
IV M 54,5 346°
150 pg SD 4.4 128
Vv M 55,7 240°
200 pg SD 4.6 21,7
Vi M 56,4 0732
250 ug SD 7,0 17,9

1 U = 1 umol NADPH-Oxidation « Minute™ » mL"" bei 340 nm
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Tukey-HSD,
p<0,05
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4.12. Reduziertes und oxidiertes Glutathion

Die Glutathionkonzentrationen im Leberhomogenat des Meerschweinchens zeigen
keinen gerichteten Seleneinfluss. Auffallig sind allerdings die niedrigen Werte fir
tGSH, GSH und GSSG in der Mangelgruppe. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen konnten diese Werte jedoch nicht von den Werten der
supplementierten Gruppen getrennt werden. Das Verhéltnis von reduziertem zum
oxidierten Glutathion lag in etwa im erwarteten Bereich von 10:1 und wies ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede auf.

Tabelle 29: Gesamt-Glutathion (tGSH), reduziertes Glutathion (GSH), oxidiertes
Glutathion (GSSG) [umol/g Frischmasse] und das Verhéltnis zwischen
GSH und GSSG in der Leber der Meerschweinchen nach
zehnwéchiger Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

Glutathionkonzentrationen [umol/g Frischmasse] Verhéltnis
Gruppe .
- Se'.ozﬂage/kg . tGSH GSH GSSG GSH:GSSG
| M 2,692 2,442 0,252 9,94
0 ug SD 1,24 1,18 0,10 3,89
I M 5,27% 4,67% 0,60° 7,94
50 ug SD 1,66 1,54 0,17 2,57
I M 3,67% 3,23% 0,442 7,08
100 pg SD 1,84 1,77 0,12 3,27
\Y; M 3,99% 3,64 0,35% 9,42
150 ug SD 1,43 1,34 0,14 2,27
V M 5,80° 5,33° 0,472 10,2
200 ug SD 1,32 1,33 0,13 1,60
VI M 4,66%° 4,12% 0,55 6,78
250 ug SD 2,05 2,01 0,26 1,93

1 GSSG ausgedrickt als 2 GSH; tGSH ausgedriickt als GSH;
Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Tukey-HSD,
p < 0,05; tGSH, GSSG, GSH: | (n = 6), GSH:GSSG: |, IV, V, VI (n = 6)
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4.13. Katalase

In Tabelle 30 ist die peroxidative Katalaseaktivitdt im Leberhomogenat der
Meerschweinchen dargestellt. Bei diesem Parameter konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. Die absoluten Werte
liegen etwa um den Faktor 4 hdher als die von WHEELER et al. (1990) flr Ratten
verdffentlichten Werte. Dies deckt sich mit der erheblich hdéher gemessenen
katalytischen Katalaseaktivitdt des Meerschweinchens (HOLMES und MASTERS 1972).

Tabelle 30: Peroxidative  Katalaseaktivitit [U/mg] im Leberhomogenat der
Meerschweinchen  nach  zehnwéchiger  Versuchsperiode  mit
unterschiedlicher Selenzulage

Peroxidative Katalaseaktivitat [U/mg]
Gruppe
Hg Se-pZEIage/kg FM Leber
! M 1,58
Oug SD 0,40
I M 1,60
50 pg SD 0.35
11! M 1,41
100 pg SD 0,32
IV M 1,76
150 ug sSD 0.31
v M 1,60
200 pg SD 0.24
v M 1,36
250 pg SD 0,37

1 U = 1 pmol gebildetes Formaldehyd « Minute™ » mL™" bei 550 nm
Tukey-HSD: keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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4.14. Triiodthyronin- und Thyroxinkonzentrationen im Plasma

Die Ts-Konzentration im Plasma der Mangelgruppe unterschied sich signifikant

(p<0,001) von jener der Gruppe VI. Die Gruppen Ill und V unterschieden sich zwar

signifikant von Gruppe VI, jedoch nicht von den Gruppen |, Il und IV. Bei der T4-

Konzentration im Plasma unterschieden sich die Gruppen Il, Ill, V (p<0,01) und IV

(p < 0,001) signifikant von Gruppe VI. Ein signifikanter Unterschied der Mangelgruppe

konnte zu keiner der Versuchsgruppen festgestellt werden. Anhand der Bildung des

T4:Ts-Verhéltnisses, zeigt sich eine signifikante Verschiebung (p < 0,001) zum T4 in der

Mangelgruppe.

Tabelle 31: Schilddriisenhormonkonzentrationen [nmol/L] und deren Verhéltnis
zueinander im Plasma der Meerschweinchen nach zehnwdéchiger

Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

Schilddriisenhormonkonzentrationen Verhéltnis

Gruppe T4 Ts TaiTs
Hg Se-Zulage/kg FM [nmol/L] [nmol/L]

| M 34,12 0,725% 47,22
0 g SD 6,0 0,11 6,1

I M 29,02 0,957% 30,6°
50 pg SD 27 0,13 3,2
1l M 29,12 0,9132 32,7°
100 pg SD 3,4 0,20 53
\Y; M 28,62 0,923% 31,0°
150 pg SD 47 0,11 3,7
V M 29,82 0,909? 33,3°
200 ug SD 2,0 0,13 43
VI M 39,1° 1,16° 33,9°
250 ug SD 5,9 0,19 2,4

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte. Ta4: Tukey-HSD
(p < 0,01); Ta: Tukey-HSD (p < 0,05); T4:Ts: Tukey-HSD (p < 0,001)
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4.15. Vitamin C-Konzentrationen im Plasma

Die Vitamin C-Konzentrationen im Plasma der Meerschweinchen (Tabelle 32) wiesen
innerhalb der Versuchsgruppen eine groBe Streubreite auf. Ein statistisch signifikanter
Einfluss der Selenversorgung konnte nicht festgestellt werden, auch wenn die Werte
der Gruppen V und VI niedriger sind. Ahnlich hohe Standardabweichungen fanden
sich auch in anderen Arbeiten zum Selenmangel des Meerschweinchens (HILL et al.
2003). Die Werte liegen jedoch Uber denen von Meerschweinchen, die eine
vergleichbare Vitamin C-Zulage erhielten (HALLOWAY und RIVERS 1984, POOVAIAH et al.
1987, BERGER et al. 1989, PATE et al. 1996).

Tabelle 32: Vitamin C-Konzentration [umol/L] im Plasma der Meerschweinchen nach
zehnwéchiger Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

Vitamin C [umol/L]
Gruppe
Hg Se-pZEIage/kg FM Plasma
! M 172
Oug SD 3,08
I M 16,6
50 pg SD 4.42
1 M 18,6
100 pg SD 4.66
v M 18,1
150 ug SD 7.32
v M 135
200 pg SD 317
Vi M 13,4
250 pg SD 2,66

Tukey-HSD: VI (n=6), keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede
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4.16. Thiobarbitursaurereaktive Substanzen (TBA-RS) in der Leber
Bei den thiobarbitursdurereaktiven Substanzen (Tabelle 33) unterschied sich die mit

0,15 mg/kg FM supplementierte Gruppe signifikant (p < 0,05) von allen anderen

Versuchsgruppen. Wiederholungsmessungen bestatigten diese relativ hohen Werte in

Gruppe IV.

Tabelle 33: TBA-RS-Konzentration
Versuchsbeginn

in der Leber der Meerschweinchen

und nach zehnwéchiger Versuchsperiode

unterschiedlicher Selenzulage

vor
mit

TBA-RS [nmol/g Frischmasse]

Gruppe

Hg Se-pZEIage/kg FM Leber
A M 0,512
Ausgangsgruppe SD 0,05

| M 0,542
O ug SD 0.05
“ M 0,50a
50 pg SD 0.06
“l M 0,51 a
100 pg SD 0.08
\Y] M 0,70b
150 pg SD 0.13
y M 0,62%°
200 g SD 0,08
Vi M 0,56
250 ug SD 0.10

Tukey-HSD, p < 0,05
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4.17. Broken-Line-Analyse

Die Broken-Line-Analyse ist eine in der Tiererndhrung haufig angewendete Methode,
um nach Fltterungsversuchen den Nahrstoffbedarf genauer abzuleiten, als es nach
der bloBen Einteilung der Versuchsgruppen mdglich ware. Das Modell erwies sich far
die meisten in dieser Arbeit erhobenen Parameter als ungeeignet, da sich nur
statistisch signifikante Unterschiede zwischen Mangel- und versorgten Gruppen
zeigten. Fir die Parameter cGPx in Herz und Lysat und TrxR in der Niere konnte
jedoch eine Steigerung der Enzymaktivitat Gber die zweite Versuchgruppe hinaus
beobachtet werden. Fir diese Werte wurde eine Broken-Line-Analyse vorgenommen
(Tabelle 34). Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 graphisch dargestellt.

Tabelle 34: Bedarfsableitung lber die Auswertung der Parameter cGPx in Herz und
Héamolysat und TrxR in der Niere mit dem broken line model

Parameter R L U Vv 95 %-Konfidenzgrenzen R
untere obere

cGPx Herz 0,062 19,6 168 17,8 0,043 0,080

SD 0,009 1,03 22,8 7,2

cGPx Lysat 0,058 37,8 444 56,5 0,032 0,084

SD 0,013 4,03 85,3 27,0

TrxR Niere 0,061 4,37 18,1 1,66 0,034 0,087

SD 0,013 0,16 3,58 1,13

R = x-Wert des Breakpoints, L = y-Wert des Breakpoints, U = Steigung der Geraden links des Breakpoints,
V = Steigung der Geraden rechts des Breakpoints
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Broken-Line-Analyse bei den
Parametern TrxR in der Niere (oben), cGPx-Aktivitdten in Hdmolysat
(Mitte) und Herz (unten)
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5. Diskussion

5.1. Einfluss unterschiedlicher Selenzulagen auf die zootechnischen Parameter
Die 10-wdchige Selendepletion hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum.
In der 10. Versuchswoche lag der Gruppenmittelwert der Mangelgruppe allerdings
tendenziell am niedrigsten. Nur eine langere Versuchsperiode hatte mehr Aufschluss
Uber den Einfluss eines Selenmangels auf das Wachstum geben kdnnen. Der
Selenspeicher der vom Zuchtunternehmen bezogenen Tiere reichte mdglicherweise

aus, um eine Wachstumsretardation zunachst zu verhindern.

7009 _, mg Se/kg FM

—a— 0,05 mg Se/kg FM
—4a— 0,10 mg Se/kg FM
500 4 ——0,15mg Se/kg FM

600 -

=)

° —0—0,20 mg Se/kg FM
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o —— 0,25 mg Se/kg FM
£

8 300 -

]

G

-1 200 &

100 -

0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Versuchswoche

Abbildung 19: Lebendmasseentwicklung der Meerschweinchen wéhrend einer 10-
wdchigen Versuchsperiode mit unterschiedlicher Selenzulage

Die schlechte Gewichtsentwicklung in der ersten Versuchswoche resultiert aus einer
umstellungsbedingten Futterverweigerung. Da Cellulose bei der Rohfaserbestimmung
nur unvollstdndig erfasst wird, wurden im Nachhinein ADF, NDF und ADL bestimmt,
um Fehler bei der Futtermischung auszuschlieBen. Das Basisfutter enthielt
21,7 £0,08 % NDF, 13,7 +£0,34 % ADF, und 0,594 + 0,08 % ADL. Rechnerisch
ergeben sich hieraus 8,00 % Hemicellulose und 13,1 % Cellulose (Soll 14 %
Cellulose). Die verwendete Cellulose hatte als mittellange Faser (200 um) vermutlich

nicht die gewilnschte Strukturwirksamkeit, weshalb es zu Verdauungsstérungen bei
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den Tieren kam. Nach der Fitterung von zusatzlichem Heu bzw. Stroh stieg die
Futteraufnahme sprunghaft an und die Tiere legten an Gewicht zu.

Ein Einfluss des Selenmangels auf das Kérpergewicht wachsender Meerschweinchen
ist nur in wenigen Studien dokumentiert. Ein Uber 72 Tage erzeugter Selenmangel
fihrte in der Studie von CAMMACK et al. (1995) zu einem um 27% verringerten
Wachtum. Leider finden sich hier keine Angaben zur Fitterung der Zuchttiere. HILL et
al. (2001) konnten keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung bei einem Uber
135 Tage induzierten Selenmangel beobachten. Bei einer Versuchsperiode von
70 Tagen konnten BURK et al. (1981) ebenfalls keine Veranderungen im Wachstum
feststellen. POOVAIAH et al. (1987) zitieren E. L. MCGOWN (Letterman Army Institute of
Research, San Francisco, Kalifornien, USA), wonach Meerschweinchen Uber zwei
Generationen mit einer Selenmangeldiat gefuttert wurden, ohne dass groBe
pathologische Verdnderungen festzustellen waren; weitere Informationen sind hierzu
leider nicht verfligbar. Bei Kaninchen konnten nach einer Versuchsperiode von 12-15
Wochen mit einem Vitamin E- und selenarmen Futter ebenfalls keine Unterschiede in
der Gewichtsentwicklung beobachtet werden (TURAN et al. 1997). Da die
Gewichtsentwicklung mit dem Schilddrisenhormonstoffwechsel zusammenhéngt, sind

weitere Diskussionspunkte zu diesem Parameter dort zu finden (Kap. 5.4.4.).

5.2. Hamoglobin-Konzentration und Hamatokritwert

Die Hamoglobin-Konzentration des erwachsenen Meerschweinchens liegt bei 6,83 bis
9,31 mmol/L, der Hamatokritwert zwischen 37 und 48 % (NOONAN 1994). Sowohl die
Hamoglobin-Konzentration als auch der Hamatokritwert der Meerschweinchen blieben
durch die unterschiedlichen Selenzulagen unverandert und lagen in diesem Bereich.
Bei Ratten konnten wéahrend einer 20-wdchigen Selenmangelstudie ebenfalls keine
Veranderungen bei der Hamoglobin-Konzentration und dem Hamatokritwert
festgestellt werden (MATSUDA et al. 1998). SUzUKI et al. (1988) konnten bei Ratten eine
erhdéhte Hamolyseneigung selendefizienter Erythrozyten nach Zugabe von tert-BuOOH
zum Inkubationsmedium beobachten. Bei der Abwesenheit von GSH im Medium
waren auch die Zellen adaquat versorgter Tiere betroffen. Auch im Schweineblut
konnte kein Einfluss eines Selen- und/oder Vitamin E-Mangels auf die
hamatologischen Parameter beobachtet werden (FONTAINE et al. 1977).
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5.3. Selenkonzentrationen in ausgewahlten Organen und in Plasma und Lysat

In der Meerschweinchenleber lagen die Selenkonzentrationen der Tiere, die eine
Selenzulage von 200 ug/kg FM erhielten, etwa bei 605 ug/kg. Im Vergleich dazu
betrug die Selenkonzentration bei Ratten, die unter ahnlichen Bedingungen (7
Wochen, 200 pg Se/kg FM) gehalten wurden, ca. 880 ug/kg FM (FISCHER et al. 2001).
Bei der Ratte sind 75 % des Selens in der Leber an die cGPx gebunden (WEISS
SACHDEV und SUNDE 2001). Vergleicht man die cGPx-Aktivititen beider Tierarten,
weist das Meerschweinchen nur 9,2 % der cGPx-Aktivitat der Ratte auf. CHENG et al.
(1997) wiesen einen deutlichen Abfall der Selenkonzentration in der Leber von cGPx-
Knock-out-Mausen nach. Es muss also davon ausgegangen werden, dass Ratten und
Mause Selen aus dem Futter zligig in die cGPx einbauen, das Meerschweinchen aber
Selen in der Leber anflutet, das nicht in funktionelle Selenoproteine eingebaut werden
kann. Das Meerschweinchen retiniert anscheinend weniger Nahrungsselen und ware

daher zwar auf eine geringere aber kontinuierliche Selenzufuhr angewiesen.

Bei der Ratte sind nach Verfltterung einer anorganischen Selenquelle die
Selenkonzentrationen im Muskel im Vergleich zur Leber relativ gering (WHANGER und
BUTLER 1988, BEHNE et al. 1991). Auch die GPx weist unabhéngig von der Selenquelle
nur eine geringe Aktivitat im Muskel auf (BEHNE und WOLTERS 1983, WHANGER und
BUTLER 1988). Beim Meerschweinchen fand keine Akkumulation proportional zur
Selenzulage statt. Dennoch waren bei der Ausgangsgruppe zu Versuchsbeginn
gewisse Selenkonzentrationen in diesem Gewebe vorhanden, die vom Futter des
Ziichters herriihren miissen. Uber die chemische Form des Selens in diesem Futter ist
im Analyseprotokoll nichts vermerkt. Es ist wahrscheinlich, dass ein Teil des
analysierten Selens im Futter des Zichters als Selenomethionin vorlag und
unspezifisch in den Muskel eingebaut wurde. Aus dem Vergleich versorgter Gruppen
mit der Ausgangsgruppe lasst sich ein gewisser Proteinumsatz und ein Verwachsen
dieses Selenspeichers ableiten. Das durch BEILSTEIN und WHANGER (1988) als
,oelenspeicher® bezeichnete Reservoir entfallt allgemein beim  Verfittern
anorganischer Selenquellen, beim Meerschweinchen besteht jedoch kein zusatzlicher
Selenspeicher wie die von SUNDE (SUNDE 1994, WEISS SACHDEV und SUNDE 2001)
erwogene Speicherkapazitat durch die cGPx bei der Ratte. Dies kénnte der Grund
daflr sein, dass die Mortalitatsrate bei einem kombinierten Vitamin E/Selenmangel
beim Meerschweinchen ab dem 35. Tag sprunghaft ansteigt. Daraus lasst sich

ableiten, dass beim Meerschweinchen eine kontinuierliche Selenzufuhr gewahrleistet
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sein muss. Das mdégliche Risiko einer chronischen Vergiftung durch SeMet, gerade
auch bei unzureichender Methioninversorgung, wird diskutiert (BEHNE et al. 1991). Da
in einem kommerziellen Alleinfuttermittel Methionin und Selen bedarfsdeckend
enthalten sind, kann von einem relativ geringen unspezifischen SeMet-Einbau in
Proteine ausgegangen werden. Des Weiteren wird eine Akkumulation genauso wenig
wie eine schnelle Mobilisierung bei einer bedarfsdeckenden Selensupplementation
bzgl. chronischer Toxizitat problematisch sein. Es sollte die Méglichkeit in Betracht
gezogen werden, einen Teil der Selenzufuhr in einem Alleinfuttermittel far
Meerschweinchen tber SeMet zu gewéhrleisten. So kann auch bei dieser Tierart ein
gewisser Selenspeicher flr Phasen knapper Versorgung erreicht werden.

In den Testes sind bei Ratten, bezogen auf die Trockenmasse, nur 1 % des Selens an
die cGPx gebunden, dennoch weist dieses Gewebe die hdchste Konzentration dieses
Elements auf (BEHNE und WOLTERS 1983). Die Konzentrationen bei Mangel- und
adaquat versorgten Ratten betrugen 590 bzw. 1030 pug Se/kg Gewebe (Frischmasse)
(WHANGER und BUTLER 1988). Dies ist das 2- bis 4-fache der bei den
Meerschweinchen in vorliegender Arbeit gemessenen Konzentrationen. Es lasst sich
lediglich die Mangelgruppe von der Gruppe V unterscheiden. Es kann also héchstens
von einem geringen Einfluss der Selenzufuhr auf die Selenkonzentration in den Testes
des Meerschweinchens ausgegangen werden. Dies kann einerseits heiBen, dass die
betroffene cGPx-Aktivtat mit inrem 1 %-Anteil am Selengehalt beim Meerschweinchen
ohnehin nicht ins Gewicht fallt, oder dass es keine PHGPx gibt. Letztere Mdglichkeit ist
in  Anbetracht der Selenkonzentration von Uber 200 pug/kg Gewebe eher
unwahrscheinlich, wird aber im Kapitel 5.4.2. gesondert diskutiert. Testes, endokrine
Organe und das Gehirn verfligen Uber Regulationsmechanismen, die die
Aufrechterhaltung der Selenkonzentrationen in Zeiten geringer Selenzufuhr
gewahrleisten (BEHNE et al. 1988). Auch im Gehirn des Meerschweinchens wird Selen
unter Mangelbedingungen konserviert. Ein starker Abfall der Konzentration wie im
Lebergewebe konnte nicht beobachtet werden. Die Selenkonzentrationen im Gehirn
selenversorgter Meerschweinchen aus vorliegender Arbeit decken sich mit denen von
Ratten (BEHNE und WOLTERS 1983).

Die Selenkonzentration in der Milz und in den Erythrozyten stieg mit der Selenzulage
an. Die Erythrozyten des Meerschweinchens sind die Zellen mit der héchsten cGPx-

Aktivitat. Die Selenkonzentration in der Milz war in vorliegender Arbeit nahezu doppelt
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so hoch wie im Lysat. Bei Ratten sind Selenkonzentration und GPx-Aktivitat in beiden
Geweben erheblich héher als beim Meerschweinchen. Die Selenkonzentrationen in
Milz und Erythrozyten liegen aber bei der Ratte etwa im gleichen Bereich (BEHNE und
WOLTERS 1983). Da die stark durchblutete Milz im jungen Organismus zunéachst fir die
Erythropoese zustandig ist, spater Uberalterte Erythrozyten aus dem Blutkreislauf
entfernt, aber auch gleichzeitig ein Reservoir darstellt, ist anzunehmen, dass die
verhaltnismaBig hohe Selenkonzentration in der Milz des Meerschweinchens mit der
vergleichsweise hohen cGPx-Aktivitat in den Erythrozyten zusammenhangt.

5.4. Selenoenzyme

In der Leber der Meerschweinchen wurden die Aktivitdten von vier Selenoenzymen
gemessen. Die Hierarchie wahrend eines Selenmangels lautet (angegeben ist der
Aktivitatsverlust der Mangelgruppe gegenidber den statistisch nicht voneinander zu
trennenden Gruppen mit den héchsten Aktivitaten (100%)):

TrxR PCOOH reduzierende Aktivitat DI cGPx
13,3 % 36,5 % 75,6 % 82,6 %

5.4.1. Glutathionperoxidasen

Wie auch bei der Ratte ist die GPx-Aktivitat beim Meerschweinchen der am
deutlichsten auf einen Selenmangel reagierende Parameter. Die in Leber, Plasma und
Lysat gemessenen Aktivitadten decken sich in etwa mit Werten aus anderen Studien
(BURK et al. 1981, HILL et al. 2001). Vergleichswerte zur cGPx-Aktivitat in der Lunge
des Meerschweinchens liegen nicht vor. Die relativ hohen Werte kdnnen
maoglicherweise durch Restblut im Gewebe verursacht worden sein. Zur Maximierung
der pGPx und cGPx mit Ausnahme der Aktivitdten in Lysat und Herz reichten
0,05 mg Se/kg FM aus. Der GPx-Aktivitatsverlust beim Meerschweinchen wahrend
eines Uber 70 Tage induzierten Selenmangels fand in folgender Reihenfolge statt
(angegeben ist der Aktivitatsverlust der Mangelgruppe gegentiber den statistisch nicht
voneinander zu trennenden Gruppen mit den hdchsten Aktivitaten (100%)):

Leber _  Hamolysat _ Plasma _  Niere _  Herz _  Lunge
82,6 % 74,4 % 63,2 % 53,1% 52,8 % 53,8 %

Die hepatische cGPx-Aktivitat stellt also den sensitivsten Parameter zur Bestimmung
des Selenstatus beim Meerschweinchen dar. Hamolysat und Plasma folgen in der
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Sensitivitat direkt dahinter und sind zusatzlich leicht zugéngliche Untersuchungs-

medien.

Bei der Ratte stieg die hepatische cGPx-Aktivitat sigmoidal bis zu einem Plateau-
Breakpoint (Polynom-Regressionsanalyse) bei 0,1 mg Se/kg FM an (HADLEY und
SUNDE 2001). Werte flir Meerschweinchen im Bereich zwischen 0 und 0,05 mg Se/kg
FM waren nbtig um zu Uberprifen, ob es diesen sigmoidalen Verlauf auch bei dieser
Tierart gibt. Der hepatische cGPx-Aktivitatsverlust beim Meerschweinchen ist niedriger
als der von HADLEY und SUNDE (2001) beobachtete Abfall bei der Ratte (82,7 % vs.
98 %). Beim Vergleich beider Studien wird deutlich, dass das Meerschweinchen
weniger als die Halfte der Selenzulage zum Erreichen der maximalen Aktivitat
bendtigt. Der Anstieg der pGPx-Aktivitdt mit steigender Selenaufnahme erreichte bei
der Ratte sein Plateau erst zwischen 0,075 und 0,1 mg/kg FM (HADLEY und SUNDE
2001). In vorliegender Arbeit konnte kein signifikanter Anstieg der Aktivitét Gber eine
Se-Zulage von 0,05 mg/kg FM hinaus beobachtet werden. Deutlich sichtbar wird im
Vergleich beider Studien die unterschiedliche Reaktion der pGPx im Selenmangel bei
Ratte und Meerschweinchen. Wahrend die Aktivitdt bei der Ratte auf 7,6 % der
Kontrollwerte sank (4 Wochen), konnte beim Meerschweinchen eine Restaktivitat von
36,8 % beobachtet werden, obwohl letzterer Versuch 10 Wochen betrug. Die
maximale Aktivitat der pGPx beim Meerschweinchen wurde mit nur 0,05 mg Se/kg FM
vs. 0,08 mg/kg bei der Ratte erreicht. Die Mangelgruppe wies eine pGPx-Aktivitat von
< 3 mU/mg Protein auf, was gut mit HILL et al. (2001) Ubereinstimmt. Dieser Wert geht
mit einer Selenkonzentration von <95 ug/kg Plasma einher und bietet sich als
Statusparameter an.

5.4.2. Phospholipidhydroperoxidreduzierende Aktivitét

Die Ergebnisse der PCOOH-reduzierenden Aktivitat zeigen in Leber, Niere und Herz
einen eindeutigen Seleneinfluss. Die Mangelgruppe unterschied sich bei diesen
Organen signifikant von den supplementierten Gruppen. Der mangelbedingte Abfall im
Herz (53,4 %) deckte sich weitestgehend mit den Ergebnissen bei Ratten (28 Tage
Depletion) und Mausen (114 Tage Depletion) (WEITZEL et al. 1990, LEI et al. 1995), der
prozentuale Aktivitatsverlust fiel beim Meerschweinchen in Niere (25,6 % (I und IV vs.
[l bis VI)) und Leber (36,5 %) jedoch geringer aus. HADLEY und SUNDE (2001) konnten
nach einem 28-tdgigen Experiment an Ratten einen Aktivitatsverlust in der Leber von

57 % beobachten. In der Leber des Meerschweinchens konnten die hodchsten
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Aktivitdten gemessen werden, was sich nicht mit dem Verteilungsmuster bei WEITZEL
et al. (1990) decki.

Die PHGPx-Aktivitat in den Testes von Ratten lag etwa 15fach héher als in der Leber,
wobei ein Abfall wahrend des Selenmangels nicht beobachtet werden konnte (LEI et al.
1995). Ein Aktivitatsverlust wahrend des Mangels konnte beim Meerschweinchen
ebenfalls nicht beobachtet werden. Die PCOOH-reduzierende Aktivitat war insgesamt
jedoch erheblich niedriger als bei Mausen (WEITZEL et al. 1990).

Der Nachweis einer PHGPx beim Meerschweinchen steht noch aus. In Gehirn und
Testes wurde die PCOOH-reduzierende Aktivitdt weder durch einen Selenmangel
noch durch unterschiedliche Selenzulagen beeinflusst. Aufgrund der wichtigen
Funktion der PHGPx wahrend Spermienreifung und Reproduktion ist es jedoch
unwahrscheinlich, dass dieses Protein beim Meerschweinchen nicht existiert. Der
Versuch, die Transkription des Enzyms mit PHGPx-Primern der Ratte nachzuweisen,
schlug leider fehl. Der Seleneinfluss auf die PCOOH-reduzierende Aktivitat in Leber,
Niere und Herz deuten auf die Existenz des Enzyms hin. Des Weiteren konnte eine
Hemmung der Aktivitdt mit lodacetat bei pH 7,0 um 62,3% bei einem
selensupplementierten Tier und nur um 27,5 % bei einem defizienten Tier gezeigt
werden. Dies lasst auf die Beteiligung eines Selenoenzyms bei der Reduktion der
PCOOH schlieBen. Es muss jedoch beachtet werden, dass die PHGPx-Aktivitat in den
Testes der Ratte etwa 15fach hdher ist als in der Leber (ROVERI et al. 1992, LEI et al.
1995). In vorliegender Arbeit ist die PCOOH-reduzierende Aktivitat in den Testes sogar
niedriger als die in der Leber. Glutathion, SelP und die GST sind ebenfalls in der Lage,
PCOOH zu reduzieren (SAITO et al. 1999, YANG et al. 2002). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die GST im PHGPx-Assay nicht reagiert (WEITZEL et al. 1990). Die
Konzentration reduzierten GSHs als auch die Aktivitat der GST steigen oder bleiben
wahrend eines Selenmangels unverandert. Wirden die hier dargestellten Ergebnisse
der PCOOH-reduzierenden Aktivitat von GSH oder der GST herrlhren, wirde die
PCOOH-reduzierende Aktivitdt im Mangel nicht abfallen, sondern steigen bzw.
unbeeinflusst bleiben. Die Héhe der PCOOH-reduzierenden Aktivitdt in den
verschiedenen Organen des Meerschweinchens deckt sich aber dennoch
weitestgehend mit dem Beitrag der GST zur PCOOH-Reduktion in situ (YANG et al.
2002).
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AbschlieBend kann kein Beweis flir die Existenz der PHGPx erbracht werden, weshalb
lediglich von der PCOOH-reduzierenden Aktivitat gesprochen wird. Die von YAGI et al.
(1998) herangezogene Studie von SHREVE et al. (1979) kann nicht als Ausschluss fur
die PHGPx beim Meerschweinchen verwendet werden. Zum damaligen Zeitpunkt war
die PHGPx noch nicht entdeckt. Es wurde also weder im kDa-Bereich der PHGPx
nach lipidhydroperoxid-reduzierenden selenhaltigen Proteinen gesucht, noch wurde
ein Phospholipidhydroperoxid als spezifisches Substrat zur Differenzierung der
Aktivitat verwendet.

5.4.3. Thioredoxinreduktase

Vor der Aktivititsmessung wurde das Gewebehomogenat einer Dialyse unterzogen
und anschlieBend erhitzt. Endogenes GSH und hitzeempfindliche Proteine wurden
dadurch der Bestimmung entzogen. Der Erhitzungsschritt wurde von HiLL et al.
(1997b) jedoch nicht durchgefihrt. HiLL et al. (1997b) korrigierten ein
Hintergrundrauschen in der Reaktion durch Zugabe von Goldthioglukose, welches die
TrxR-Aktivitdt hemmt. In vorliegender Arbeit wurde keine Korrektur des Hintergrundes
durch Goldthioglukose vorgenommen. Die im Hintergrund ablaufende Reaktion wurde
jedoch als Blindwert (ohne NADPH-Zugabe) erfasst und abgezogen. Der
Aktivitatsverlust des Enzyms wahrend eines Selenmangels betrug im Leberhomogenat
von Ratten bis zu 90%. Ohne Korrektur war lediglich ein Aktivitatsverlust von ca. 40%
zu verzeichnen. Der Unterschied zwischen den hdéchsten und niedrigsten
Enzymaktivitdten betrug in Leber (I, Il und IV vs. II-VI), Niere und Herz 13,3 %, 27 %
und 50,8 %. Lasst man die Blindwerte unberlcksichtigt, ist ein erheblicher Abfall der
Enzymaktivitat nur in der Niere zu beobachten. Dieser liegt deutlich unterhalb des von
HILL et al. (1997b) beobachteten Aktivitatsverlusts. Den Diagrammen bei HiLL et al.
(1997b) nach zu urteilen, unterschied sich die Absorptionséanderung ohne NADPH und
mit NADPH sowie Goldthioglukose nicht wesentlich. Der in vorliegender Arbeit
erhobene Blindwert entspricht also in etwa der Korrektur von HILL et al. (1997b). Da bei
diesen Autoren keine Erhitzung des Dialysats auf 55 °C stattfand, wurden weitere
Stérquellen nicht entfernt. Besonders diese Werte waren als Vergleich zu vorherigen
Methoden jedoch interessant gewesen. Es ist also nicht zu erwarten, dass die in
vorliegender Arbeit erhaltenen Werte unpraziser sind als Werte, die durch
Goldthioglukosezusatz korrigiert wurden. Die von HiLL et al. (1997b) vorgenommenen
Modifikationen dienten urspringlich dazu, die Werte um die Aktivitdt anderer Enzyme

und endogener Thiole zu korrigieren. Die Goldkonzentrationen wurden so gewahlt,
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dass sie zwar die TrxR nicht aber die GPx hemmen. Man ging auBerdem von der
Essentialitdt des SeCys flir die TrxR-Aktivitdt aus (HILL et al. 1997a). ARNER et al.
(1999) verweisen auf unverdffentlichte Daten, wonach das N-terminale Motiv
unabhangig vom carboxyterminalen Redoxzentrum DTNB NADPH-abhangig
reduzieren kann. Uber den Umfang dieser Reaktion ist wenig verdffentlicht. Auch
ZHONG und HOLMGREN (2000) konnten 4,7 % der Aktivitat verglichen mit der TrxR-
Aktivitat aus Kalbsleber bei mutierter TrxR (SeCys — Cys) beobachten. Die
gemessenen Werte im erhitzten Dialysat sollten aber im Wesentlichen der TrxR-
Aktivitat und damit auch der Aktivitat des SeCys im C-Terminus entsprechen.

Bei M&usen flhrte das Ausschalten des TrxR1- und TrxR2-Gens zum Tod im
Embryonalstadium (CONRAD et al. 2004, JAKUPOGLU et al. 2005). Dies macht es
schwer, den Ausfall der TrxR wahrend eines Selenmangels und die damit
verbundenen Konsequenzen fir den Organismus abzuschatzen. In der Rattenleber
rangiert die TrxR-Aktivitdt bezliglich der Selenzufuhr zwischen cGPx und PHGPx
(HADLEY und SUNDE 2001). Die TrxR-Aktivitdt betrug in der Leber von Ratten nach
einem 28-tagigen Selenmangelversuch 14-16% der Kontrollwerte. 0,07 mg Se/kg FM
reichten aus, um eine Sattigung der TrxR-Aktivitat zu erreichen (HADLEY und SUNDE
2001). In vorliegender Studie lassen sich die einzelnen Versuchsgruppen nicht so
deutlich voneinander abgrenzen. Es zeigt sich, dass beim Meerschweinchen ein
weitestgehender Erhalt der Aktivitat in der Leber wéhrend eines Selenmangels am 70.
Tag moglich ist. Sehr viel deutlicher sind die Abstufungen in Herz und Niere
(p<0,001). Leider gibt es hierzu in der Literatur keine Vergleichswerte mit
unterschiedlichen Selenzulagen bei anderen Tierarten. Fiir die Werte in der Niere kam
das Broken Line Model zur Anwendung. Der Breakpoint wurde bei 0,061 £ 0,013 mg
Se/kg FM ermittelt. HADLEY und SUNDE (2001) ermittelten zur Erreichung von
Plateauwerten in der Leber der Ratte unter Verwendung einer Polynom-
Regressionsanalyse fir die TrxR-Aktivitdt 0,07 mg Se/kg FM, fir die mRNA
Konzentration 0,05 mg Se’kg FM. Dies liegt etwa im mit dem Broken Line Model
ermittelten Bereich in vorliegender Arbeit. Ein von WU et al. (2003) in der Aorta von
Ratten wahrend eines Langzeitmangels (12 Monate) beobachteter Anstieg der TrxR-
Aktivitat im Mangel konnte bei den Meerschweinchen nicht verzeichnet werden. Die
vorliegende Arbeit ist die erste Studie Uber den Einfluss von Selen auf die TrxR-
Aktivitdt des Meerscheinchens. Aufgrund der geringen Vergleichsmdglichkeiten mit

Literaturwerten ist eine Interpretation dieser Werte schwierig.
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Da die TrxR auch DHA reduzieren kann, ware ein Einfluss eines Selenmangels auf die
Vitamin C-Versorgung des Meerschweinchens denkbar. Die ausreichende Vitamin C-
Aufnahme sollte neben der Vitamin E-Supplementation im Zusammenhang mit der
Ableitung des Selenbedarfs beachtet werden.

5.4.4. D1-Aktivitét, Triiodthyronin- und Thyroxinkonzentrationen

Die absoluten Werte der D1-Aktivitat in verschiedenen Studien variieren sehr stark.
Dies kann mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen zusammenhéangen. Die hier
gemessenen Werte liegen im Bereich derer von BECKETT et al. (1992). Der Testsatz
zur Bestimmung der caninen Ts-Konzentration war beim Meerschweinchen wesentlich
sensitiver als jener fir humanes Probenmaterial. Im Vergleich zur Deiodinaseaktivitat

der Ratte lagen die Werte des Meerschweinchens erwartungsgeman héher.

Ein signifikanter Aktivitatsverlust der D1 in Leber und Niere bei Ratte (BECKETT et al.
1987, BECKETT et al. 1989, ARTHUR et al. 1990, ARTHUR et al. 1991, BECKETT et al.
1992, CHANOINE et al. 1993, VADHANAVIKIT und GANTHER 1993, CHRISTENSEN et al.
1995, EDER et al. 1995) oder Meerschweinchen (CAMMACK et al. 1995) konnte in
verschiedenen Selenmangelstudien festgestellt werden. Die Deiodinaseaktivitat in der
Leber des Meerschweinchens fiel im Selenmangel Gber 10 Wochen auf 24,4 %
(p<0,001) der Aktivitat der mit Selen versorgten Gruppen ab. In einer 20-wdchigen
Selenmangelstudie an Ratten mit unterschiedlicher Selenzufuhr sank die Aktivitat
dieses Enzyms auf 9,6 % ab, wahrend 0,05 mg Se/kg FM ausreichten, um diese auf
ein vergleichbares Niveau mit héher versorgten Tieren (0,5 mg Se/kg FM) anzuheben
(VADHANAVIKIT und GANTHER 1993). In vorliegender Arbeit erreichten die
Meerschweinchen der Gruppe Il (0,05 mg Se/kg FM) ebenfalls eine mit den héher
versorgten Gruppen vergleichbare D1-Aktivitat in der Leber.

Die in vorliegender Arbeit gemessenen niedrigen Tz-Plasmakonzentrationen und die
gleichzeitig hohen T4-Werte in der Mangelgruppe lassen auf das Unvermdgen der
durch den Selenmangel hervorgerufenen niedrigen D1-Aktivitdt schlieBen, aus
Thyroxin T3 zu bilden. Die Unterschiede zwischen den Gruppen II-V und der Gruppe VI
sind schwer erklarlich. Die Vermutung von CAMMACK et al. (1995), dass sich ein
Selenmangel beim Meerschweinchen negativ auf die T4-Bildung auswirkt, ist in
Anbetracht dieser Werte jedoch widerlegt. Wahrend die Schilddriisenhormon-
konzentrationen kein eindeutiges Bild abgeben, ist die Verschiebung im T4:Ts-
Verhaltnis deutlich ausgepragt. Das T4:Ts-Verhéltnis im Plasma ist im Mangel (47:1)
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deutlich zum Thyroxin verschoben und spiegelt die geringe Deiodinaseaktivitat dieser
Versuchsgruppe wider. Dieser deutliche Unterschied konnte bei CAMMACK et al. (1995)
zwischen Mangel- und Kontrollgruppe nicht beobachtet werden. Wéahrend sich die
dortigen Plasma-Ts-Werte signifikant von der Kontrollgruppe unterscheiden, war der
Abfall der T4-Werte im Mangel nicht signifikant. Das ungeféhre, aus den Diagrammen
abgeleitete, T4:Ts-Verhaltnis liegt in beiden Versuchsgruppen bei ca. 27:1. Die
Einzelwerte aus vorliegender Arbeit (Anhangstabelle 7) lagen bei den Gruppen II-VI
zwischen 25:1 und 41:1, bei der Mangelgruppe zwischen 37:1 und 56:1. Eine
eindeutige Grenze zwischen Mangel und versorgt ist bei der Betrachtung eines
Einzeltieres in der Praxis also schwer zu ziehen. Dieser Parameter in einem leicht
zuganglichen Medium eignet sich also nur ergdnzend zur Statusbestimmung beim
Meerschweinchen.

Die mangelbedingte Reduktion der D1-Aktivitdt hatte keinen Einfluss auf die
Gewichtsentwicklung der Meerschweinchen Uber einen Zeitraum von 10 Wochen.
Auch bei Kalbern (ARTHUR et al. 1988), Hunde- und Katzenwelpen (YU et al. 2002,
WEDEKIND et al. 2003, WEDEKIND et al. 2004), Schweinen (FONTAINE et al. 1977) und
Ratten (BECKETT et al. 1987, 1989, CHANOINE et al. 1993, CHRISTENSEN et al. 1994,
1995, EDER et al. 1995, MoAK und CHRISTENSEN 2001) beeinflusste ein Selenmangel
das Koérpergewicht nicht. Bei einigen Selenmangelstudien an Ratten konnte jedoch
eine  Wachstumsretardierung beobachtet werden (MORENO-REYES et al. 2001,
VADHANAVIKIT und GANTHER 1993). Beim Meerschweinchen gibt es hierzu
widersprichliche Angaben (CAMMACK et al. 1995, HILL et al. 2001). Bei depletierten
Ratten der zweiten Generation betrug die Gewichtsdifferenz am Ende der 74-tagigen
Versuchsperiode 31% (MORENO-REYES et al. 2001). VADHANAVIKIT und GANTHER
(1993) konnten einen signifikanten Gewichtsverlust bei Ratten in einem Uber 20

Wochen induzierten Selenmangel verzeichnen.

Die alternativen Stoffwechselwege der Schilddriisenhormone sind bis dato weitgehend
unerforscht. So kénnen Sulfatierung, Glucuronidierung, Esterbrickenspaltung,
oxidative Desaminierung und Decarboxylierungen die Verfligbarkeit regulieren (Wu et
al. 2005). Inwieweit diese Reaktionswege im Selenmangel bei niedrigen

Deiodinaseaktivitaten eine Rolle spielen, ist bisher nicht bekannt.
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5.5. Glutathion S-Transferase, Gesamt-GPx und selenunabhangige GPx

Die hier ermittelten Werte der Leber-GST liegen etwa um den Faktor 2-3 hdher als in
anderen Studien beobachtet (IGARASHI et al. 1983, OsSHINO et al. 1990, HIMENO et al.
1993a). Die von IRWIN et al. (1980) gemessenen Werte lagen hingegen etwa um den
Faktor 6,5 héher als die in vorliegender Arbeit. Ursachlich fir diese unterschiedlichen
Werte sind vermutlich verschiedene Methoden der Probenaufarbeitung. Zum gleichen
Zeitpunkt wurden Leberhomogenate von Ratten gemessen, deren Werte im Ublichen
Bereich lagen. Ein Fehler im Assay ist daher unwahrscheinlich. Eine vollstédndige
Wiederholungsmessung hat die Werte in der Leber des Meerschweinchens bestatigt.
Die GST-Aktivitat in der Niere der Meerschweinchen deckt sich mit den bei HIMENO et
al. (1993a) dargestellten Werten. Ein Seleneinfluss auf die GST-Aktivitat konnte weder

in der Leber noch in der Niere beobachtet werden.

Die niedrigste Gesamt-GPx-Aktivitdt wurde in der Niere der Mangelgruppe und die
héchste -Aktivitat bei der Gruppe VI (250 pg’kg FM) gemessen. Die selenunabhéngige
GPx zeigte in der Mangelgruppe die hdchste Aktivitat. Dieses Ergebnis ist zwar
signifikant, ein gerichteter Einfluss ist jedoch nicht abzuleiten. Errechnet man in beiden
Organen den prozentualen Anteil der selenunabhéngigen GPx an der Gesamt-GPx-
Aktivitat, so zeigen sich dennoch signifikante Unterschiede (p < 0,001) (Abbildung 20).

Bei Betrachtung der Gruppenmittelwerte fir Gesamt-GPx und selenunabhangige GPx
zeigen sich relativ hohe Streuungen. Beim prozentualen Anteil der non-SeGPx an der
Gesamt-GPx sind dagegen nur geringe Variationskoeffizienten erkennbar. Dies spricht
dafir, dass, auf das Einzeltier bezogen, dieser prozentuale Anteil in der Leber mit etwa
90 % und in der Niere mit etwa 68 % bei adaquater Selenversogung ungefahr gleich
ist, wahrend die absoluten Werte dieser beiden Parameter stark schwanken.
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Abbildung 20:  Prozentualer Anteil der SeGPx (weiBBe Balken) und der non-SeGPx

(graue Balken) an der Gesamt-GPx-Aktivitat in Leber (oben) und
Niere (unten), p < 0,001
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Beim Meerschweinchen wird angenommen, dass die vergleichsweise hohe GST-
Aktivitat die von Natur aus niedrige cGPx-Aktivitat kompensiert (HIMENO et al. 1993a).
Wahrend bei anderen Nagerarten eine kompensatorische Rolle der GST und der non-
SeGPx nur im Selenmangel vermutet wird (LEE et al. 1981, MASUKAWA 1984, REFFETT
et al. 1986), stellt sich die Frage, ob dies beim Meerschweinchen vonnéten ist. Der
mangelbedingte Abfall der cGPx beim Meerschweinchen ist im Vergleich zur Ratte
gering und die natirlicherweise niedrige cGPx-Aktivitat wird auch in Zeiten adaquater
Selenversorgung durch die Katalase und die GST kompensiert. SUNDE et al. (1994)
merkten an, dass die GST-Aktivitat bei der Ratte auch nur ansteigt, wenn die SeGPx-
Aktivitat aufgrund des Selenmangels nicht mehr messbar ist. Da die Auswirkungen
eines Selenmangels auf die GPx-Aktivitdt beim Meerschweinchen nicht so drastisch
wie bei der Ratte sind, stellt dieser Sachverhalt eine Kompensation durch die GST in
Frage. Die Ergebnisse zum prozentualen Anteil der non-SeGPx an der Gesamt-GPx
lassen dennoch auf eine Kompensation schlieBen. Eine mégliche Erklarung fir diesen
Umstand lasst sich aber finden: Die Isoenzyme der GST des Meerschweinchens
weisen alle eine hohe Aktivitat gegeniiber dem verwendeten Substrat CDNB auf.
Jedoch hat nur die GST a auch eine hohe Substratspezifitat gegeniiber CuUOOH und
macht 75 % der selenunabhangigen GPx-Aktivitdt aus, wahrend die GST b
mengenmaBig etwa 70 % der Gesamt-GST-Aktivitdt ausmacht (OSHINO et al. 1990).
Hieraus wird deutlich, dass eine partielle Erhéhung der GST a-Aktivitat wahrend eines
Selenmangels beim Meerschweinchen nicht unbedingt zu steigenden GST-Werten
fihren muss. Eine Kompensation der SeGPx- durch die non-SeGPx-Aktivitat der GST
wahrend eines Se-Mangels, wie sie in der Vergangenheit bei der Ratte beobachtet
werden konnte (MCLEOD et al. 1997), ist offenbar auch beim Meerschweinchen

gegeben.

5.6. Glutathionreduktase

Die Glutathionreduktase reagiert nicht im Selenmangel. Dennoch wurde sie in
vorliegender Arbeit erfasst, weil sie gewahrleistet, dass das Substrat GSH fir die GPx-
Funktion zur Verflgung steht. Erwartungsgeman konnte kein Seleneinfluss auf dieses
Enzym gemessen werden. Diese Beobachtung konnten auch BURK et al. (1978) in der
Leber von selendefizienten Ratten machen. Die Aktivitdt ist in der Niere des
Meerschweinchens erheblich héher als in der Leber. In sehr viel geringerem AusmafB
konnten dies auch Suzuki et al. (1999) beobachten. Insgesamt sind Vergleichswerte
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fir diese Organe in der Literatur kaum vorhanden und zudem sehr variabel (IGARASHI
et al. 1983, LANGLEY und KELLY 1992, SuzUKI et al. 1999, SIVARAM et al. 2003).

5.7. Glutathion

Problematisch bei der Bestimmung des Glutathiongehalts nach TIETZE et al. (1969) ist,
dass N-Ethylmaleimid zur GSH-Derivatisierung verwendet wird, da es die GR hemmt.
Bei der hier vorgenommenen Modifikation nach GRIFFITH (1980) wird 2-Vinylpyridin
verwendet, wodurch die Hemmung der GR und dadurch eine Unterschatzung des
GSSG-Gehalts vermieden wird. Die in vorliegender Arbeit dargestellten Werte liegen
etwa in dem Bereich anderer Studien am Meerschweinchen (IGARASHI et al. 1983,
KELLER et al. 2004). Aufgrund der hohen Standardabweichungen lieBen sich jedoch
keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigen. Der Einfluss unterschiedlicher
Selenzulagen auf die Glutathionkonzentration im Plasma des Meerschweinchens
wurde bisher in nur einer Studie untersucht, bei der sich kein signifikanter Unterschied
zeigte (BERTINATO et al. 2007). Auch fUr die Ratte finden sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben. In einer Leberperfusionsstudie an Ratten konnte wahrend
eines Selenmangels keine Veranderung bzgl. des Gilutathiongehalts beobachtet
werden. Die Ergebnisse lieBen darauf schlieBen, dass das gesamte Gilutathion in
seiner reduzierten Form vorlag (BURK et al. 1978). MAY et al. (1997) konnten ebenfalls
keine Veranderung der hepatischen GSH-Konzentration wahrend eines Selenmangels
feststellen. Ein Selenmangel fihrte bei Ratten in vitro und in vivo zu einem zweifachen
Konzentrationsanstieg reduzierten Glutathions im Plasma. Da auch die Aktivitat der
y-Glutamylcysteinsynthetase in den Hepatozyten doppelt so hoch war wie bei den
Kontrolltieren, ist eine mangelbedingte Erhéhung der Syntheserate offensichtlich. Die
Autoren vermuten, dass die Syntheserate in den Hepatozyten erhéht wurde, um den
Plasma-GSH-Spiegel zu erhdéhen, ohne die intrazellulare Konzentration zu verandern
(HiLL und BurRk 1982, 1985). Des Weiteren hangt das Glutathionverhalinis von der
H.O.-Entgiftung durch die cGPx ab. Wahrend GSSG durch die GR recycelt werden
kann, bedarf es nach einer S-Konjugation einer Resynthese (DICKINSON et al. 2003). In
vorliegender Arbeit fallen die niedrigen Werte fir GSH und GSSG in der Mangelgruppe
auf, die sich jedoch nicht signifikant von den versorgten Gruppen unterscheiden.
Aufgrund der geringen cGPx-Aktivitdt des Meerschweinchens muss davon
ausgegangen werden, dass bei dieser Tierart die intrazellulare Glutathionkonzentration
von anderen Parametern abhéngt. Dies kdnnte z. B. eine vermehrte S-Konjugation

durch die GST sein. Inwieweit die Diskrepanz der hier dargestellten Werte zu denen
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der Ratten auf Unterschiede im Glutathionstoffwechsel zurilickzufihren sind, kann
nicht abgeleitet werden. Da der Glutathiongehalt im Plasma nicht bestimmt wurde,
kann zu den von HiLL und BURK (1982, 1985) gemachten Beobachtungen keine
Stellung genommen werden. Das Meerschweinchen hat aber eine geringe
Syntheseleistung und einen hohen Glutathionkatabolismus (IGARASHI et al. 1983). Ob
die Erhéhung der Syntheserate beim Meerschweinchen mdéglich ware und inwieweit
das neu gebildete Glutathion der hohen y-Glutamyltransferase-Aktivitdt zum Opfer
fallen wirde, ist nicht bekannt. Diese Ergebnisse kdnnen allerdings von einer
bedarfsanalytischen Studie nicht erbracht werden und bedirften eines gesonderten
Studiendesigns.

5.8. Katalase

Die Katalaseaktivitditen in den Leberhomogenaten der Versuchsgruppen
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Ob fir die relativ hohen
Variationskoeffizienten innerhalb der Versuchsgruppen (15-27,5 %) die hohe
Verdinnungsstufe (1:4500) oder individuelle Unterschiede ursachlich waren, konnte
nicht geklart werden. Die Werte der TBA-RS in der Leber weisen nicht auf eine
erhdhte Lipidperoxidation in diesem Organ hin. Der Aktitivitdtsverlust der SeGPx im
Selenmangel beim Meerschweinchen fiihrte nicht zur Kompensation durch die
Katalase, wie es REFFETT et al. (1986) in einer Studie zur Eisentberladung bei
Lammern in gestressten Geweben und BURK ef al. (1978) bei Ratten in Betracht
zogen. Die tierartspezifisch hohe Katalaseaktivitdt beim Meerschweinchen und die
zusatzlich im Zytoplasma lokalisierte Isoform machen eine feine Abstufung bei einer
etwaigen Kompensation der beim Meerschweinchen ohnehin niedrigen cGPx aber
nahezu unmoglich. Eine generelle Kompensation der geringen cGPx-Aktivitat im
Zytosol von Meerschweinchenzellen bei der H,O»-Entgiftung durch die Katalase wurde
in der Vergangenheit bereits angenommen (HIMENO et al. 1993a). Vergleicht man die
Auswirkungen eines Selenmangels auf die cGPx-Aktivitdt mit der Ratte, erscheint der
mangelbedingte partielle Ausfall der cGPx-Aktivitat beim Meerschweinchen
geringfligig. Eine zusatzliche Kompensation bei der HO.-Entgiftung durch die
Katalase wahrend eines Selenmangels kann zwar nicht ausgeschlossen werden,
erscheint aber vor diesem Hintergrund unbedeutend. Genau wie bei der GST-Aktivitat
muss die Auswirkung eines langer anhaltenden Selenmangels auf die Katalaseaktivitat

weiter erforscht werden.
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5.9. Vitamin E und Vitamin C-Konzentrationen im Plasma

In einer kombinierten Selen/Vitamin E-Mangelstudie konnte wie in vorliegender Studie
kein einheitliches Ergebnis der Vitamin E-Konzentrationen im Plasma erzielt werden.
Bei HILL et al. (2001) wiesen lediglich die Vitamin E-Mangelgruppen eine deutlich
verringerte Konzentration auf. In der Kombination mit einem Vitamin C- oder
Selenmangel ist Vitamin E anscheinend von sehr hoher Bedeutung, da die Tiere in
beiden Studien wahrend des Versuchs starben (HILL et al. 2001, 2003). Um einen
tédlichen, kombinierten Mangel zu vermeiden, wurde in vorliegender Arbeit dem Futter
Vitamin E bedarfsdeckend zugesetzt. Dass Vitamin E die Symptome eines
Selenmangels kaschieren kann, musste in Kauf genommen werden. Der Vitamin C-
Gehalt des Futters wurde niedrig gehalten, um ein Recycling groBer Mengen Vitamin E
im Gewebe zu verhindern (PACKER et al. 1979). Die Vitamin C-Zulage wurde jedoch so
hoch gewahlt, dass keinerlei Anzeichen von Skorbut auftreten (BERGER et al. 1989).
Bei der Vitamin C-Konzentration im Plasma konnte kein signifikanter Unterschied
gemessen werden. Die Trennleistung der HPLC-Saule lieB auf Grund der
verwendeten aggressiven Chemikalien (pH 2,0) im Laufe des Analysezeitraums nach.
Eine hohe Standardabweichung innerhalb der Gruppen fand sich jedoch auch bei
anderen Autoren (HILL et al. 2003). Die Werte zeigen trotz hoher Streuung und
technischer Schwierigkeiten, dass die Vitamin C-Zulage ausreichte, um einen mit
anderen Studien vergleichbaren (POOVAIAH et al. 1987, BERGER et al. 1989, PATE et al.
1996) bzw. héheren Vitamin C-Plasmaspiegel (HILL et al. 2003) zu erreichen. Da der
Plasmaspiegel mit der zugelegten Vitamin C-Menge ansteigt, ist ein Vergleich nur mit
ausgewahlten Studien mdglich. In allen Studien zum Vitamin C-Mangel beim
Meerschweinchen war die Plasmakonzentration 20 (POOVAIAH et al. 1987, BERGER et
al. 1989, HiLL et al. 2003). Der negative Einfluss eines Vitamin C-Mangels auf die
pGPx-Aktivitdt konnte bei einer Zulage von 200 mg/kg FM aufgehoben werden
(PoovAiAH et al. 1987). Von einem Vitamin C-Einfluss auf die Enzymparameter in
vorliegender Arbeit ist nicht auszugehen, darlber hinaus wirde ein solcher jede
Versuchsgruppe in gleichem MaBe betreffen. Das NRC (1995) leitete den Vitamin C-
Bedarf des Meerschweinchens aus Studien ab, zu deren Zeiten es noch keine
geschitzte Ascorbinsdure als Futterzusatz gab. Bei der in vorliegender Arbeit
verwendeten Vitaminquelle handelt es sich um einen Phosphatester. Der
Pelletierungsverlust wird vom Hersteller mit etwa 10 % angegeben, was bei der
Futterkonzeption berlcksichtigt wurde. Es kann also davon ausgegangen werden,

dass nahezu das gesamte Vitamin C im Darm der Meerschweinchen verfligbar war.
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Bei selendefizienten Ratten konnten bei etwa 1/10 der normalen TrxR-Aktivitat nur
noch 2/3 der hepatischen Ascorbinsdurekonzentration bei unverédnderter GSH-
Konzentration gefunden werden. Dies war auf eine um mehr als die Halfte verminderte
NADPH-abhéangige DHA-Reduktion zurtickzufthren. Allerdings Uberwiegt die GSH-
abhangige DHA-Reduktase-Aktivitdt gegentber der NADPH-abhdngigen um das
2-3fache (MAY et al. 1997). Ob verringerte Vitamin C-Konzentrationen auch in der
Leber selendefizienter Meerschweinchen vorkommen, wurde angesichts der
technischen Schwierigkeiten bei der Vitamin C-Analyse nicht untersucht.

5.10. Thiobarbitursaurereaktive Substanzen (TBA-RS)

Mit den thiobarbitursdurereaktiven Substanzen kénnen Abbauprodukie von
Lipidhydroperoxiden nachgewiesen werden. In vorliegender Arbeit wurde kein
gerichteter Einfluss der steigenden Selenzulagen beobachtet. Die hohen Werte in den
Gruppen IV und V traten auch bei Wiederholungsmessungen auf. Insgesamt ist nicht
von erh6hter Lipidperoxidation auszugehen, da die Tiere ausreichend Vitamin E
erhielten und die GST ebenfalls sehr effizient LOOH reduzieren kann. Die Methoden,
die oxidativen Stress nachweisen sollen, sind umestritten. Trotz der Tatsache, dass sie
relativ. haufig angewendet werden, solte den TBA-RS im vorliegenden
Zusammenhang nicht allzu viel Bedeutung beigemessen werden. DOTAN et al. (2004)
verweisen im Zusammenhang mit den Methoden zur Bestimmung der
Lipidperoxidation auf die Komplexitdt des biologischen Systems, kurze
Halowertszeiten der Verbindungen und auf potentielle Einflisse durch
Probenaufarbeitung und Lagerung. Ein alleiniger Selenmangel fihrt nicht unbedingt zu
signifikanten Veranderungen in diesem Parameter. So konnten McCoy et al. (1988) in
einer Reperfusionsstudie in der Niere von Ratten im Selenmangel nur erhéhte Werte
nach einer Reperfusionszeit von 15 Minuten nachweisen. Der reine Selenmangel
fuhrte im Vergleich zur selenadaquaten Kontrollgruppe nicht zu vermehrten
Abbauprodukten der Lipidperoxidation.

5.11. Bedarfsableitung

Die Broken-Line-Analyse zur Ermittlung des Selenbedarfs wachsender
Meerschweinchen Uber einen Breakpoint erbrachte drei nahe beieinander liegende
Werte: fur die TrxR-Aktivitat in der Niere einen Breakpoint bei 0,061 0,013, fir die
cGPx im Hamolysat bei 0,058 + 0,013 und im Herzen bei 0,062 + 0,009 mg Se/kg FM.

Bei den anderen Selenoenzymen unterschied sich lediglich die Mangelgruppe
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signifikant von den versorgten Versuchsgruppen, so dass der Breakpoint zwischen 0
und 0,05 mg Selenzulage/kg FM liegen wirde. Die ermittelten Konfidenzintervalle
waren bei diesen Parametern sehr gro3 und die Korrelationen zwischen den Variablen
R, L, V und U sehr gering. Dies lasst den Schluss zu, dass die Fehlerquadrate
unabhéngig von der Steigung U nicht weiter minimierbar waren, so dass R mehr oder
weniger weit nach links von x = 0,05 abwich. Fir diese Parameter waren Datenpunkte
zwischen 0 und 0,05 mg Selenzulage/kg FM nétig gewesen, um eine Broken-Line-
Analyse durchzufthren. Mithilfe des ermittelten Breakpoints flir die TrxR-Aktivitat in der
Niere und der cGPx-Aktivitdt in Hamolysat und Herz kann der Bedarf prazisiert

werden.
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Abbildung 21: Td&gliche Selenaufnahme der Tiere in der zehnten Versuchswoche
bezogen auf kg LM (y=524x+0,296; R =0999) unter
Berticksichtigung der zusétzlichen Selenaufnahme aus dem
verfitterten Stroh

Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen und der zusatzlichen Heu- bzw.
Strohflutterung sollte eine Selenzulage von 0,08 mg/kg FM bei adaquater Vitamin E-
Versorgung flr wachsende Meerschweinchen ausreichend sein, um einen
mangelbedingten Abfall der Selenoenzymaktivitdten und daraus resultierende etwaige
biochemische Veradnderungen zu vermeiden. Mit Ruicksicht auf die schweren
Symptome eines kombinierten Vitamin E-/Selen-Mangels beim Meerschweinchen und
die Tatsache, dass Meerschweinchen Uber keinen gréBeren Selenspeicher in Form
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der GPx verflgen, wurde bewusst eine Maximierung der Selenoenzymaktivitaten
angestrebt. Eine Selenkonzentration von 0,08 mg/kg FM entsprache in vorliegender
Arbeit in der 10. Versuchswoche laut linearer Funktion in Abbildung 21 einer taglichen

Selenaufnahme von 4,49 ug/kg LM.
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6. Schlussfolgerung

Bei einer Selenkonzentration von 0,05 mg/kg FM konnten die meisten in dieser Studie
gemessenen Selenoenzyme bereits ihre maximale Aktivitat erreichen. Lediglich die
drei Parameter cGPx in Herz und Lysat und TrxR-Aktivitdt in der Niere zeigten eine
Zunahme der Enzymaktivitat Gber diese Supplementationsstufe hinaus. Das Broken
Line Model wurde angewendet, um den Selenbedarf des Meerschweinchens zu
spezifizieren. Da die ermittelten Breakpoints relativ nahe beieinander lagen, konnte der
Selenbedarf ~ wachsender  Meerschweinchen  unter  Berlcksichtigung  der
Standardabweichung und der zusatzlichen Heu- bzw. Strohfitterung auf
0,08 mg/kg FM festgelegt werden. Die Notwendigkeit, mit der taglichen Selenzufuhr
eine Maximierung der Enzymaktivitat zu erreichen, wird zwar im Rahmen von
Zufuhrempfehlungen diskutiert, scheint aber beim Meerschweinchen vor dem
Hintergrund der geringen GPx-Aktivitadt und den schweren Symptomen eines
kombinierten Selen-/Vitamin E-Mangels geboten zu sein. Der Selengehalt im Plasma,
die Aktivitaten der cGPx in den Erythrozyten und die pGPx sind gute Statusparameter
beim Meerschweinchen. Erganzend kann das Verhéltnis von T4 zu T3 bestimmt
werden. Der abgeleitete Selenbedarf von 0,08 mg/kg FM sollte immer vor dem
Hintergrund einer bedarfsdeckenden Vitamin E- und Vitamin C-Zufuhr betrachtet
werden. Aufgrund der geringen GPx-Aktivitat in den Geweben des Meerschweinchens
kann davon ausgegangen werden, dass mit dem Futter aufgenommenes Selen fiir
andere funktionelle Selenoproteine zur Verfigung steht. Allerdings fuhrt die geringe
GPx-Proteinkonzentration zu einem reduzierten Selenspeicher bei dieser Tierart. Eine
Phase geringer Selenaufnahme kann somit méglicherweise nicht kompensiert werden.
Im Hinblick auf die hohe Mortalitdtsrate bei einem kombinierten Selen-/Vitamin E-
Mangel sollten Meerschweinchen daher kontinuierlich mit Selen versorgt werden. Des
Weiteren sollte die Tatsache genutzt werden, dass SeMet unspezifisch in Proteine
eingebaut wird und eine Art Selenspeicher bilden kann. Daher ist zu Gberlegen, ob
beim Meerschweinchen ein Teil des Selenbedarfs durch SeMet gedeckt werden sollte.

Ein Seleneinfluss auf selenunabhéangige Parameter des antioxidativen Stoffwechsels
konnte nur im Falle der selenunabhangigen GPx-Aktivitdt beobachtet werden. Eine
Kompensation des mangelbedingten cGPx-Aktivitatsverlustes in Leber und Niere
konnte auch bei dieser Tierart aufgezeigt werden, obwohl von Natur aus eine hohe
GST- und Katalaseaktivitat die ohnehin geringe cGPx-Aktivitdt kompensiert.
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Wahrscheinlich flihrte eine Steigerung der GST a-Aktivitat zu diesem Ergebnis, wobei
die Gesamt-GST-Aktivitdt unverandert blieb. Dies sollte in der Zukunft durch
Genexpressionsanalysen naher untersucht werden. Des Weiteren ware in der Zukunft
interessant, inwieweit eine mangelbedingte Wachstumsretardation bei einer langeren
Versuchsdauer zu beobachten wére. Der Nachweis der PHGPx und deren Verhalten
im Selenmangel beim Meerschweinchen stehen noch aus. Eine Bedarfsanalyse fr
tragende und laktierende Tiere ist ebenfalls ein Forschungsfeld fur zuklnftige
Untersuchungen. Insgesamt bietet der antioxidative Stoffwechsel des Modelltiers
Meerschweinchen erheblich mehr Parallelen zum Menschen als die intensiv studierte
Ratte. Von letzterer Tierart wurde in der Vergangenheit der Selenbedarf des
Meerschweinchens abgeleitet (vgl. NRC (1995) 0,15 mg/kg FM). Aus vorliegender
Studie geht hervor, dass die GPx-Aktivitat im Hamolysat im Gegensatz zur Ratte nicht
erst bei 0,11 mg Se/kg FM (HADLEY und SUNDE 2001), sondern bereits bei 0,058 mg
Se/kg FM (58 ug Se aus Broken-Line-Analyse zzgl. 0,1275 ug Se aus 3 g Stroh)
gesattigt ist. In der Leber war die cGPx-Aktivitat bereits bei einer Selenzulage von 0,05
mg/kg FM geséttigt, wahrend Ratten hierfir 0,1 mg Se/kg FM bendétigen. Auch im
Plasma benétigt die Ratte mehr Selen, um eine Sattigung der pGPx zu erreichen (0,08
vs. 0,05 mg Se/kg FM). Vorliegende Arbeit zeigt also deutlich, dass der antioxidative
Stoffwechsel beider Tiere nicht vergleichbar ist und dass der Selenbedarf wachsender
Meerschweinchen in der Vergangenheit um 50 % Uberschatzt wurde.
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Zusammenfassung

Der Selenbedarf des Meerschweinchens wurde in der Vergangenheit von dem der
Ratte abgeleitet und wurde fir wachsende und ausgewachsene Meerschweinchen mit
0,15 mg/kg Futtermittel angegeben (NRC 1995). Da beide Tierarten auf Grund
zahlreicher Unterschiede im antioxidativen Stoffwechsel nur begrenzt miteinander
vergleichbar sind, wurde in dieser Arbeit der Selenbedarf fir wachsende
Meerschweinchen abgeleitet. In einem Fltterungsversuch wurden sechs
Versuchsgruppen a 7 Tiere gebildet, die mit einem selenarmen Basisfutter oder
diesem Futter mit einer Selenzulage von 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 mg/kg FM als
Natriumselenat fir 10 Wochen gefittert wurden. Eine zusétzliche Gruppe a 7 Tiere
wurde zu Versuchsbeginn als Ausgangsgruppe geschlachtet, um den initialen
Selenstatus zu beurteilen. Wahrend der zweiten Versuchswoche wurde es notwendig,
eine zusatzliche Rohfaserquelle in Form von Heu und spater Stroh anzubieten.

Zu Versuchsende wurden die Aktivititen der Selenoenzyme Glutathionperoxidase
(cGPx, pGPx und phospholipidhydroperoxid-reduzierende Aktivitat),
Thioredoxinreduktase und Deiodinase Typ 1 bestimmt. Weiterhin wurden die
Parameter des antioxidativen Stoffwechsels Glutathionreduktase und Glutathion S-
Transferase in Leber und Niere, Katalase in der Leber, Vitamin E- und Vitamin C-
Konzentration im Plasma, Glutathionkonzentration in der Leber und die
thiobarbitursaurereaktiven Substanzen in der Leber gemessen. Diese weiteren
Parameter wurden weder durch einen Selenmangel noch durch die unterschiedlichen
Selenzulagen beeinflusst. Lediglich der prozentuale Anteil der selenunabhéngigen
GPx an der Gesamt-Glutathionperoxidase in Leber und Niere war durch einen
Selenmangel héchstsignifikant erhéht. Dies lasst auch beim Meerschweinchen auf
eine Kompensation des mangelbedingten cGPx-Aktivitatsverlustes schlieBen, obwohl
dieser im Vergleich zur Ratte relativ gering ist und nattrlicherweise auch in Zeiten
ausreichender Selenversorgung durch die tierartlich hohe Katalase- und Glutathion S-
Transferase-Aktivitdt ausgeglichen wird. Ein Selenmangel beeinflusste weder die
Gewichtsentwicklung noch den Hamatokritwert und die Hamoglobin-Konzentration der
Tiere. Bei fast allen Selenoenzymen war die maximale Aktivitat bereits bei einer
Selenzulage von 0,05 mg/kg FM erreicht. Lediglich die Aktivitdten der cGPx in Herz
und Lysat und der TrxR in der Niere lieBen sich durch héhere Selenzulagen noch
weiter steigern. FUr diese drei Parameter wurde eine Broken-Line-Analyse
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durchgeflhrt. Die drei errechneten Werte lagen nahe beieinander und ergaben fir die
cGPx im Herzen 0,062 (SD 0,009), im Lysat 0,058 (SD 0,013) und ftr die TrxR in der
Niere 0,061 (SD 0,013) mg Selen’/kg FM. Unter Einbeziehung der
Standardabweichung und einer geringen zusatzlichen Selenzufuhr durch das aus
diatetischen Grinden beigefiutterte Stroh wurde der Selenbedarf flr wachsende
Meerschweinchen auf 0,08 mg Se/kg FM unter der Vorraussetzung einer
ausreichenden Vitamin E-Zufuhr festgelegt. Da das Meerschweinchen nur eine
geringe SeGPx-Aktivitat besitzt, erscheint es empfehlenswert, einen Teil der
Selenzufuhr als Selenomethionin anzustreben, um Selenspeicher im Muskelgewebe
anzulegen. Inwieweit sich ein Selenmangel oder unterschiedliche Selenzulagen auf die
Genexpression der Selenoenzyme auswirken, kann erst gezeigt werden, wenn die
Ursache fiir die durch die Tierspezies bedingte geringe SeGPx-Aktivitat aufgeklart
worden ist und weitere Selenoenzyme des Meerschweinchens isoliert und
charakterisiert worden sind, um passende Primer flr Expressionsanalysen herstellen

zu kénnen.

Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich, dass der antioxidative Stoffwechsel von Ratte
und Meerschweinchen nicht vergleichbar ist und eine Ableitung des Selenbedarfs von
der Ratte fiir das Meerschweinchen zu einer Uberschatzung von fast 50 % fiihrt. Auf
Grund fehlender Selenspeicher ist das Meerschweinchen im Gegensatz zur Ratte
jedoch in besonderem MaBe auf eine kontinuierliche Selenzufuhr angewiesen.
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Summary

The selenium requirement of 0.15 mg Se/kg diet for growing guinea pigs has to date
been deduced from rats (NRC 1995). It is difficult to compare the two species because
of several differences in their antioxidant metabolism. Therefore in order to estimate
the selenium requirement of guinea pigs 42 growing male Dunkin Hartley guinea pigs
were divided into six groups and fed either a selenium deficient basal diet (Se < 0.015
mg/kg) based on Torula yeast and wheat or the basal diet supplemented with 0.05,
0.10, 0.15, 0.20 and 0.25 mg Se/kg diet as sodium selenate for 10 weeks. For
determination of the initial selenium status a group of 7 animals was killed at the
beginning of the feeding trial. Feeding an additional roughage source (hay/straw) was
necessary from the second week of the feeding trial.

The activities of the selenoenzymes, glutathione peroxidase (cGPx, pGPx and
phospholipid hydroperoxide reducing activity), thioredoxin reductase (TR) and
deiodinase 1, were investigated. Further parameters of the antioxidative metabolism
such as glutathione reductase and glutathione S-transferase in liver and kidney,
catalase in the liver, vitamin E and vitamin C concentrations in the plasma, glutathione
concentration in the liver and hepatic TBA-RS were determined. Only the percentage
of the non selenium dependent GPx from the total GPx in liver and kidney was
significantly increased by selenium deficiency. These results show that non selenium
dependent GPx compensates for selenium dependent GPx in guinea pigs under

conditions of selenium deficiency as is also the case in rats.

Selenium deficiency did not influence the growth rate, hemoglobin concentration and
hematocrit of the guinea pigs. Maximal activity of selenoenzymes was reached at
supplementation levels of 0.05 mg Se/kg diet with the exception of cGPx in hemolysate
and heart and of TR activity in the kidneys. The broken line model was used for the
latter three parameters. The break points were close together at 0.062 (SD 0.009) for
cGPx in the heart and 0.058 (SD 0.013) in the hemolysate and at 0.061 (SD 0.013) for
TR activity in the kidney. Adding one standard deviation to the results from broken line
analysis and also taking the selenium supply of hay and straw into account, it can be
assumed that 0.08 mg Se/kg diet, which includes a safety margin, will provide a
reliable supply for growing guinea pigs adequately supplied with vitamin E. As guinea
pigs do not have a selenium store like the GPx in rats it can be recommended that
selenium supply should be partially given as selenomethionine. The influence of
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selenium deficiency on gene expression of the selenoenzymes can only be
investigated after the reason for the low GPx activity in guinea pigs has been clarified.
Further selenoenzymes in guinea pigs should be isolated and characterized to produce
adequate primers for gene expression analysis.

The study shows explicitly that the antioxidative metabolism of rats and guinea pigs is
not comparable. This had resulted in a 50 % overestimation of the selenium
requirement of guinea pigs in the past. In contrast to rats guinea pigs are reliant to a

high degree on a continuous selenium supply due to their inability to store selenium.
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Anhang
Anhangstabelle 1:  Gewichtsentwicklung der einzelnen Meerschweinchen innerhalb der Versuchsgruppen
Gruppe Gewichtsentwicklung [g/Woche] Gesamt [g] | [g/Tag]
;ﬁljgé/kg M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1-10
| 17,4 9,7 329 519 489 498 37,8 48,7 555 571 410 5,85
0 ug -06 353 31,0 639 56,1 418 412 455 435 40,8 399 5,69
-08 21,4 323 282 34,1 36,3 12,1 48,1 36,5 48,7 297 4,24
-145 46,0 545 66,1 558 690 428 679 413 252 454 6,49
-9,0 76 349 544 478 445 408 66,4 593 532 400 5,71
0,6 143 496 639 624 657 353 76,0 46,2 554 469 6,71
26,0 290 418 547 551 608 37,7 630 49,7 333 451 6,44
MW 2,73 23,3 396 54,7 515 526 354 593 474 448 411 5,88
SD 14,3 14,2 9,3 13,0 9,1 12,7 106 11,9 80 12,1 58,0 0,8
] 40,2 25,6 448 532 638 546 36,2 805 539 60,3 513,1 7,33
50 ug 272 -43 61,0 588 61,1 571 323 612 61,8 477 409,5 5,85
50 12,7 59,5 556 44,0 59,2 383 70,3 685 805 493,6 7,05
-46,9 159 675 421 39,1 742 309 658 543 36,1 379,0 5,41
-14,0 -2,0 499 623 444 481 36,5 48,1 386 491 361,0 5,16
80 176 46,1 58,0 53,1 638 -12 842 605 47,3 437,4 6,25
-81 323 40,7 594 443 67,6 16 79,2 60,2 505 427,7 6,11
Mw | -6,14 14,0 52,8 556 50,0 60,7 249 69,9 56,8 53,1 432 6,17
SD 27,8 13,4 9,9 6,6 9,5 87 171 12,7 94 14,0 55,9 0,8
n 5,8 8,1 386 753 57,7 565 513 804 904 71,2 535,3 7,65
100 pg -10,1 19 564 518 633 324 854 639 575 27,9 485,1 6,93
-26,4 136 360 916 663 676 -74 712 59,7 537 430,4 6,15
-4,7 6,3 476 411 648 86,7 404 882 58,7 56,0 4259 6,08
-16,5 30,8 38,9 47,0 59,7 639 336 409 423 657 406,3 5,80
-47,0 77 518 711 646 571 182 802 592 50,6 413,5 5,91
-77 484 378 62,7 629 762 476 796 537 50,6 511,8 7,31
MW | 15,2 16,7 439 629 628 629 384 721 60,2 53,7 458 6,55
SD 17,2 16,8 80 178 30 172 288 158 146 13,8 51,7 0,7
v -70 16,3 446 571 704 632 278 724 50,0 664 461,2 6,59
150 pg -27,0 26,8 59,7 70,1 596 289 656 853 534 658 488,2 6,97
13,7 -04 376 587 596 76,3 46,9 685 43,9 684 473,2 6,76
27,7 11,7 455 59,7 418 612 352 628 52,1 537 396,0 5,66
233 343 278 515 459 53,7 24,7 70,2 54,0 473 432,7 6,18
225 115 494 496 645 56,0 432 778 665 522 448,2 6,40
-252 178 543 638 501 575 41,7 594 64,8 555 439,7 6,28
Mw | -10,3 16,9 456 586 56,0 56,7 40,7 709 550 58,5 449 6,41
SD 21,1 11,2 10,6 70 104 143 13,7 8,8 8,0 8,3 30,1 0,4
Vv -38,3 37,0 525 658 523 514 422 629 593 47,0 432,1 6,17
200 pg -282 21,9 457 639 66,1 538 316 740 56,0 495 434,3 6,20
44 533 442 60,2 59,0 556 356 595 61,0 314 455,4 6,51
-33 349 348 654 835 574 276 571 332 59,2 449,8 6,43
-32,4 405 37,0 422 31,2 39,7 36,3 350 26,7 482 304,4 4,35
-8,7 -109 644 713 515 622 57,3 50,7 743 552 467,3 6,68
-87 142 474 543 449 452 339 1396 -485 57,2 379,5 5,42
Mw | 17,7 27,3 46,6 604 555 522 378 684 374 49,7 418 5,97
SD 147 211 9,9 96 165 7,6 9,7 336 413 9,3 57,3 0,8
Vi -28,9 155 53,8 51,7 440 546 401 67,0 171 63,3 378,3 5,40
250 pg -38,7 302 625 685 712 49,1 791 56,9 422 872 508,2 7,26
-289 416 389 652 298 556 356 403 424 511 371,6 5,31
-16,0 31,6 312 624 555 457 44,0 483 683 411 4121 5,89
1,3 229 440 775 452 604 388 724 657 448 473,0 6,76
1,7 29 484 596 59,5 602 623 654 321 587 450,8 6,44
-6,6 76 50,7 570 605 634 588 672 509 698 479,3 6,85
MW | 166 21,8 471 63,1 522 556 51,2 59,6 455 59, 439 6,27
SD 16,1 13,9 10,2 84 13,6 64 16,0 11,7 181 15,9 52,7 0,8
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Anhangstabelle 2:  Hamoglobinkonzentrationen und Hamatokritwerte im Vollblut

Sgr lé':'?fmage/kg FM Hémoglobin mmol/L Hamatokrit %
A 5,60 39,0
Ausgangsgruppe 6,63 40,0
7,21 41,3
6,67 39,3
6,66 43,3
6,52 45,0
6,82 39,0
Mw 6,59 41,0
SD 0,49 2,35
I 7,11 40,0
Oug 7,39 44,0
7,27 40,0
6,73 42,3
6,70 46,7
7,24 453
6,90 41,3
Mw 7,05 42,8
SD 0,27 2,62
I 6,88 447
50 ug 6,57 47,3
7,53 46,0
6,93 44,0
5,65 43,0
6,55 35,3
6,93 423
Mw 6,72 43,2
SD 0,57 3,89
n 6,91 453
100 pg 5,81 43,7
7,25 46,0
6,63 38,7
6,76 33,0
6,82 437
6,51 443
Mw 6,67 42,1
SD 0,45 4,65
v 6,22 433
150 pg 6,48 40,7
7,94 42,0
6,06 41,7
7,05 46,7
6,67 427
6,99 41,0
Mw 6,77 42,6
SD 0,63 2,03
v 7,30 427
200 ug 6,91 42,0
7,68 43,7
7,84 47,7
7,84 43,3
7,10 42,7
7,42 427
MW 7,44 43,5
SD 0,36 1,91
vi 5,60 43,0
250 ug 6,63 44,0
7,21 49,0
6,67 43,0
6,66 45,3
6,52 40,7
6,82 440
Mw 6,59 44,1
SD 0,49 2,56
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Anhangstabelle 3:  Selenkonzentrationen [ug/kg] in ausgewahlten Geweben der Meerschweinchen

Gruppe/ug Se-Zulage/kg FM Leber Plasma Lysat Muskel Milz Gehirn Testes
A 989 113 157 145 268 159 227
Ausgangsgruppe 886 120 149 144 259 167 290
942 116 155 145 275 136 291
890 102 148 146 251 164 240
864 109 154 155 258 169 221
795 123 157 143 287 159 227
635 92,5 150 140 228 159 204
Mw 857 111 153 146 261 159 243
SD 115 10,7 3,8 4,6 18,9 10,9 34,4
| 43,1 14,9 29,0 19,8 99,2 103 214
0 ug 52,1 20,4 28,8 30,3 96,7 103 217
57,5 17,8 23,5 271 105 103 209
43,3 15,3 21,4 35,5 92,3 106 164
49,2 16,0 72,6 30,2 92,5 111 190
37,5 15,5 25,6 29,9 97,7 84,7 235
55,2 20,7 22,3 30,2 106 107 233
Mw 48,3 17,2 31,9 29,0 98,5 103 209
SD 7,3 2,5 18,2 4,8 55 8,8 24,8
] 284 95,7 107 85,0 222 137 251
50 ug 274 88,3 96,7 69,5 208 130 233
274 90,8 97,3 65,3 206 116 234
247 100 109 69,3 225 141 248
278 108 129 72,0 230 140 209
274 92,1 150 78,0 226 144 242
277 91,9 143 70,0 227 124 224
Mw 273 95,3 119 72,7 221 133 234
SD 11,8 6,8 21,9 6,6 9,4 10,3 14,6
i 304 103 118 67,2 225 136 187
100 pg 325 106 116 82,7 238 144 256
391 105 141 82,5 263 139 208
383 98,8 149 71,4 242 139 214
399 87,9 147 80,0 213 156 227
355 108 124 73,1 232 123 272
354 101 151 76,3 239 151 242
Mw 359 101 135 76,2 236 141 229
SD 35,2 6,7 15,4 59 15,5 10,9 29,4
v 485 108 155 81,4 273 156 282
150 pg 553 95,6 148 82,0 261 153 221
456 93,6 150 85,9 263 149 222
422 95,7 142 84,6 241 132 185
413 97,2 137 72,2 243 147 258
418 98,1 151 75,4 257 149 217
429 110 154 74,8 241 155 213
Mw 454 99,8 148 79,5 254 149 228
SD 50,6 6,5 6,4 53 12,7 8,2 32,0
\' 607 109 170 84,1 279 162 226
200 g 669 114 154 85,4 285 155 265
645 118 153 72,7 297 139 249
554 115 157 80,1 275 140 302
666 117 140 91,7 303 158 276
519 127 132 63,1 258 132 256
571 107 156 74,2 286 158 258
Mw 604 115 152 78,8 283 149 262
SD 58,6 6,6 12,5 9,5 14,6 11,8 23,4
\'/| 542 112 164 80,8 269 164 234
250 pg 702 128 167 80,7 291 153 252
688 115 191 75,4 297 137 210
685 133 186 81,5 287 173 251
729 136 188 79,2 293 138 241
653 112 152 77,8 297 156 223
560 127 127 69,4 270 150 213
Mw 651 123 168 77,8 286 153 232
SD 72,3 10,1 23,3 4,3 11,9 13,1 17,2
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Anhangstabelle 4: cGPx-Aktivitat in Niere, Leber, Lysat, Plasma, Herz und Lunge

g“s‘f_gjage Ko FM Niere Leber Lysat Plasma Herz Lunge
| 17,4 2,32 6,74 2,07 8,18 11,7
0 pg 15,6 3,23 6,88 1,96 9,20 14,2
18,0 3,34 12,8 2,01 9,51 13,3
16,2 2,93 12,4 1,60 9,64 14,1
15,5 2,59 19,2 2,04 9,28 13,3
12,3 3,07 16,4 2,05 8,96 14,5
11,2 3,34 9,00 2,13 9,85 11,3
Mw 15,2 2,98 11,9 1,98 9,23 13,2
SD 2,54 0,39 4,74 0,18 0,55 1,26
| 35,2 21,6 29,9 515 21,5 25,5
50 ug 35,9 17,1 26,2 4,40 19,9 24,1
28,8 22,9 26,2 5,09 15,8 24,3
27,6 16,4 35,1 6,04 17,7 26,7
29,8 22,2 39,7 11,0 16,0 29,5
30,9 19,5 454 6,28 16,7 25,2
30,5 14,2 36,4 5,23 16,0 25,9
MW 31,2 19,1 34,1 5,37 17,7 25,9
SD 3,15 3,31 7,16 0,69 2,22 1,82
] 25,7 16,7 40,2 5,65 17,8 30,9
100 pg 33,3 16,0 41,6 7,24 17,5 26,9
29,4 17,5 32,4 4,52 22,1 29,8
32,4 11,2 24.4 4,72 22,7 27,7
34,3 17,2 31,2 4,82 20,0 28,8
33,7 16,0 55,4 5,19 20,8 26,0
41,9 20,1 42,6 7,19 19,9 29,3
Mw 32,9 16,4 38,3 5,62 20,1 28,5
SD 4,97 2,71 10,0 1,15 1,97 1,72
A" 33,3 16,1 50,2 6,34 19,9 31,2
150 pg 36,3 15,2 40,1 4,62 22,2 32,0
35,0 15,4 458 5,54 19,1 28,7
26,9 14,2 476 5,91 22,5 32,5
24,3 13,9 34,5 3,13 19,5 25,0
29,3 12,1 39,8 6,43 22,7 28,8
39,4 16,8 453 6,40 19,8 34,2
Mw 32,1 14,8 43,3 5,48 20,8 30,3
SD 5,42 1,55 5,43 1,22 1,57 3,07
\' 34,4 18,5 57,0 6,09 22,4 26,3
200 ug 32,5 16,9 455 4,69 23,5 26,8
31,5 17,9 53,3 5,15 20,4 30,8
38,7 17,5 63,7 5,22 23,4 28,6
31,6 20,5 54,5 5,26 24,7 27,2
26,5 13,0 39,0 6,44 20,6 25,3
34,0 13,0 429 5,43 28,0 27,4
Mw 32,7 16,7 50,9 5,47 23,3 27,5
SD 3,68 2,79 8,70 0,60 2,60 1,78
Vi 35,4 14,5 49,7 6,42 21,4 27,6
250 ug 30,3 18,0 40,1 5,33 22,4 29,3
21,7 21,3 43,4 3,85 26,0 25,7
38,6 17,2 57,3 4,01 24,2 29,1
32,9 19,4 46,8 5,35 23,4 31,6
29,4 20,4 49,1 424 21,4 30,3
439 20,8 29,8 5,61 17,1 22,1
Mw 33,1 18,8 45,2 4,97 22,3 28,0
SD 7,12 2,42 8,68 0,96 2,80 3,20
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Anhangstabelle 5:  PCOOH-reduzierende Aktivitat in Niere, Leber, Herz, Testes und Gehirn

g“s‘f_gjage K FM Niere Leber Herz Testes Gehirn
| 1,08 1,74 0,88 2,08 0,67
0ug 0,65 1,72 0,35 2,01 0,75
1,01 1,90 0,51 2,02 1,09
0,73 2,65 0,27 2,23 1,03
0,60 2,78 0,25 2,19 0,88
0,77 2,86 0,29 2,25 1,12
0,70 2,59 0,29 1,55 0,97
MW 0,79 2,32 0,33 2,05 0,93
) 0,18 0,51 0,10 0,24 0,17
Il 0,98 3,42 0,60 2,30 1,28
50 ug 1,23 3,93 0,65 2,75 0,78
0,99 3,28 0,60 1,97 1,28
2,10 3,91 0,70 2,13 1,24
1,81 3,63 0,67 2,40 1,08
1,59 4,11 0,64 2,20 1,21
1,66 4,10 0,53 2,92 0,86
MW 1,48 3,77 0,63 2,38 1,10
) 0,43 0,33 0,06 0,34 0,21
]} 1,18 4,77 0,86 1,21 0,92
100 pg 1,44 4,13 0,79 1,90 1,02
1,75 2,86 0,93 2,61 0,84
1,75 3,72 0,64 2,85 0,95
1,10 3,78 0,73 2,14 0,85
1,25 2,85 0,85 2,10 1,01
1,08 3,16 0,81 2,71 1,01
MW 1,36 3,61 0,80 2,22 0,94
SD 0,29 0,71 0,09 0,57 0,08
\Y} 0,97 3,32 0,67 1,58 1,22
150 ug 1,22 3,23 0,62 2,05 1,15
1,09 3,14 0,65 2,48 1,26
1,55 3,50 0,78 2,07 1,25
1,00 3,78 0,49 1,66 0,79
1,47 3,95 0,63 1,55 0,91
1,17 2,83 0,62 0,73 1,07
MW 1,21 3,39 0,64 1,73 1,09
) 0,22 0,38 0,09 0,55 0,18
\') 1,21 3,31 0,54 2,38 0,97
200 ug 1,00 3,32 0,96 1,75 0,95
1,23 3,86 0,73 2,05 0,83
1,95 3,99 0,70 2,52 0,94
1,23 3,77 0,61 1,61 1,19
1,31 3,72 1,27 1,22 1,30
1,65 4,31 0,80 2,46 1,15
MW 1,37 3,75 0,72 2,00 1,05
) 0,32 0,36 0,15 0,49 0,17
Vi 1,12 3,91 0,85 2,66 1,15
250 ug 1,05 3,87 0,88 2,00 1,07
1,63 3,75 0,66 2,04 1,23
1,58 3,45 0,72 2,12 1,26
1,28 3,24 0,89 2,22 0,92
1,36 4,46 0,56 2,87 1,01
1,05 3,49 0,72 2,26 1,13
MwW 1,30 3,74 0,75 2,31 1,11
) 0,24 0,40 0,12 0,33 0,12
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Anhangstabelle 6:  TrxR-Aktivitat in Niere, Leber und Herz der Meerschweinchen

Gruppe Niere Leber Herz
ug Se-Zulage/kg FM [mU/mg] [mU/mg] [mU/mg]

| 3,42 4,02 1,59

0 ug 3,32 3,01 1,24

3,66 2,75 2,39

3,27 5,44 3,28

3,08 2,52 2,57

3,36 4,71 3,67

2,78 3,66 2,67

Mw 3,27 3,73 2,49

SD 0,28 1,07 0,86

| 4,03 5,41 6,21

50 ug 4,41 6,21 5,50

4,35 4,64 5,63

4,01 5,70 4,63

4,05 6,01 4,27

4,12 418 3,97

4,25 5,96 5,78

Mw 4,17 5,44 5,14

SD 0,16 0,76 0,85

] 412 4,30 4,39

100 pg 4,44 4,97 4,73

4,50 4,87 5,58

4,40 4,80 4,20

4,78 4,55 5,56

4,34 6,57 419

415 4,75 4,52

Mw 4,39 4,97 4,74

SD 0,22 0,74 0,60

v 3,90 3,91 4,62

150 pg 5,33 4,41 5,22

4,45 517 4,40

4,60 6,15 7,05

4,57 4,57 5,10

4,50 4,53 4,75

4,59 7,48 3,92

Mw 4,56 5,17 5,01

SD 0,42 1,24 1,00

\' 4,34 5,80 7,19

200 pg 5,04 4,81 4,22

4,63 4,87 4,64

3,63 6,38 4,72

4,83 5,68 413

4,78 5,52 416

5,10 6,31 4,83

Mw 4,62 5,63 4,84

SD 0,51 0,62 1,08

Vi 4,66 7,66 4,38

250 pg 4,75 5,94 4,36

5,07 4,38 4,56

4,93 5,05 4,60

4,04 4,49 4,30

4,68 5,73 5,72

4,40 4,99 5,42

Mw 4,65 5,46 4,76

SD 0,34 1,13 0,57
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Anhangstabelle 7:  Deiodinaseaktivitdt [fmol Ts/min/mg Protein] in der Leber, T4- und Ts-Konzentrationen
[nmol/L] und T4:Ts-Verhalnis im Plasma

Gruppe T P .
g Se-Zulage/kg FM Deiodinaseaktivitat T, Ts T4 T3
| 1,63 29,3 0,665 44 1
0 ug 7,38 36,6 0,716 51,2
18,4 25,0 0,669 37,4
22,4 42,7 0,833 51,2
13,4 39,5 0,899 43,9
20,1 32,3 0,579 55,8
28,0 33,3 0,715 46,5
MW 15,9 34,1 0,725 47,2
SD 9,08 6,04 0,11 6,10
| 65,2 30,8 0,990 31,1
50 ug 48,4 26,0 0,974 26,7
69,1 29,2 1,13 25,8
72,6 30,6 0,959 32,0
68,9 33,2 1,06 31,3
77,4 26,8 0,799 33,5
1,3 26,7 0,781 34,1
MW 64,7 29,0 0,957 30,6
SD 10,9 2,68 0,13 3,22
] 70,9 29,2 1,05 27,9
100 pg 61,8 34,7 1,26 27,7
72,5 26,1 0,856 30,5
43,7 26,9 0,924 29,1
71,1 25,6 0,639 40,1
71,6 28,4 0,722 39,3
50,4 32,5 0,948 34,3
MW 63,1 29,1 0,913 32,7
SD 11,7 3,40 0,20 5,29
v 47,3 24,0 0,823 29,2
150 pg 64,2 27,5 0,795 34,6
55,0 27,7 0,927 29,9
46,8 30,5 0,892 34,2
77,3 37,4 1,13 33,2
71,1 23,5 0,975 24,2
59,7 29,7 0,923 32,1
MW 60,2 28,6 0,923 31,0
SD 115 4,67 0,11 3,66
\'} 68,4 30,0 0,982 30,5
200 pg 70,0 30,0 1,09 27,6
64,0 27,6 0,894 30,9
75,3 32,8 1,02 32,2
79,8 29,2 0,718 40,6
48,9 31,6 0,890 35,5
65,2 27,3 0,767 35,5
MW 67,4 29,8 0,909 33,3
SD 9,85 2,00 0,13 4,30
Vi 56,4 37,2 1,14 32,7
250 pg 56,5 41,8 1,21 34,5
78,8 37,9 0,975 38,9
66,3 37,9 1,13 33,4
73,2 423 1,35 31,2
88,8 28,8 0,88 32,9
73,1 47,9 1,41 33,9
MW 70,4 39,1 1,16 33,9
SD 11,8 5,87 0,19 2,43
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Anhangstabelle 8: GST-, Se-unabhéangige, gesamt-GPx-Aktivitat und der prozentuale Anteil der non-SeGPx
an der Gesamt-GPx-Aktivitat in der Leber

Gruppe GST non-SeGPx  Gesamt-GPx Leber %-Anteil non-SeGPx
Hg Se-Zulage/kg FM [U/mg] [mU/mg] [mU/mg] an Gesamt-GPx
| 11,9 185 187 98,8
Opg 11,0 137 140 97,7
12,2 170 174 98,1
15,3 182 185 98,4
12,6 171 174 98,5
15,0 193 196 98,4
10,4 188 191 98,3
MW 12,6 175 178 98,3
SD 1,87 18,7 18,6 0,34
| 13,4 176 198 89,1
50 ug 11,6 159 176 90,3
16,9 196 219 89,6
11,7 191 207 92,1
12,8 181 203 89,1
14,1 169 189 89,7
14,7 160 174 91,8
MwW 13,6 176 195 90,2
SD 1,86 14,4 16,5 1,26
]| 12,2 130 146 88,6
100 ug 12,4 153 169 90,5
14,5 161 179 90,2
12,2 169 180 93,8
14,6 190 207 91,7
13,3 172 187 91,5
10,9 161 181 88,9
MwW 12,9 162 179 90,7
SD 1,35 18,5 18,5 1,80
v 11,1 141 157 89,8
150 pg 15,6 186 201 92,5
13,5 159 174 91,2
11,5 193 207 93,1
12,6 170 184 92,4
15,9 229 241 95,0
12,8 215 231 92,8
MW 13,3 184 199 92,4
SD 1,85 30,9 30,3 1,62
\" 14,9 167 185 90,0
200 ug 14,9 204 221 92,4
13,4 160 178 89,9
11,3 148 165 89,4
11,8 185 205 90,0
12,4 174 187 93,0
12,6 123 136 90,5
MwW 13,1 166 182 90,8
SD 1,41 26,0 27,4 1,38
Vi 12,7 218 232 93,8
250 ug 13,9 149 167 89,2
13,5 163 185 88,5
10,4 128 145 88,2
12,4 190 210 90,8
15,8 221 241 91,5
14,4 136 151 89,7
MW 13,3 172 190 90,2
SD 1,70 38,1 38,5 1,96
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Anhangstabelle 9: GST-, Se-unabhéangige, gesamt-GPx-Aktivitat und der prozentuale Anteil der non-SeGPx
an der gesamt-GPx-Aktivitat in der Niere

Gruppe GST non-Se-GPx  Gesamt-GPx Leber %-Anteil non-SeGPx
Hg Se-Zulage/kg FM [U/mg] [mU/mg] [mU/mg] an gesamt-GPx
| 1,61 77,1 94,6 81,6
Ong 2,01 79,8 95,3 83,7
1,84 89,1 107 83,2
1,82 71,0 87,3 81,4
1,92 78,8 94,3 83,6
1,88 88,7 101 87,8
1,68 79,6 90,8 87,7
MW 1,82 80,6 95,8 84,1
SD 0,14 6,41 6,57 2,6
| 1,63 53,8 89,0 60,4
50 ug 1,79 71,3 107 66,5
1,55 58,0 86,9 66,8
1,92 92,4 120 77,0
1,81 66,0 95,7 68,9
1,72 62,4 93,3 66,9
2,04 62,7 93,2 67,2
MwW 1,78 66,7 97,9 67,7
SD 0,17 12,6 11,7 4,9
]| 1,82 80,6 106 75,8
100 ug 1,76 63,7 97,0 65,6
1,83 60,8 90,2 67,4
1,95 68,0 100 67,7
1,86 63,7 98,0 65,0
1,99 71,4 105 67,9
2,19 53,7 95,6 56,2
MwW 1,92 66,0 98,9 66,5
SD 0,14 8,50 5,56 58
v 1,83 64,5 97,8 66,0
150 pg 1,66 57,6 93,9 61,3
2,00 66,3 101 65,4
1,71 65,4 92,3 70,9
1,88 71,7 96,0 74,7
2,00 77,4 107 72,5
1,89 64,1 103 61,9
MwW 1,85 66,7 98,8 67,5
SD 0,13 6,28 5,27 5,2
\" 2,08 63,8 98,2 64,9
200 ug 2,28 57,9 90,4 64,1
1,78 72,9 104 69,8
1,74 63,6 102 62,2
2,28 61,5 93,1 66,0
1,68 54,4 80,9 67,2
2,06 73,3 107 68,3
MwW 1,99 63,9 96,6 66,1
SD 0,25 7,08 9,19 2,6
Vi 2,23 78,2 114 68,8
250 ug 2,07 80,1 110 72,6
1,87 78,4 100 78,4
2,37 72,7 111 65,3
1,83 72,1 105 68,7
2,04 85,5 115 74,4
2,33 80,6 124 64,8
MW 2,11 78,2 111 70,4
SD 0,21 4,66 7,71 5,0
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Anhangstabelle 10: ~ GR-Aktivitat in Leber und Niere der Meerschweinchen

Gruppe GR Leber GR Niere
g Se-Zulage/kg FM [mU/mg] [mU/mg]
I 56,3 245
0 ug 48,4 257
58,4 270
53,6 236
50,9 248
53,9 252
46,6 226
MW 52,6 248
SD 4,2 14,4
| 50,8 236
50 ug 48,9 241
58,0 254
50,6 287
55,7 279
52,1 240
47,7 243
MW 52,0 254
SD 3,7 20,4
[} 49,7 352
100 ug 48,7 330
55,4 325
44,8 337
57,6 343
58,4 319
50,6 332
MW 52,2 334
SD 51 111
Iv 47,8 332
150 ug 60,1 340
53,0 372
51,4 344
59,6 353
54,3 341
55,2 345
MW 54,5 346
SD 4,4 12,8
" 58,5 223
200 pg 62,3 248
53,2 239
52,2 247
55,0 267
59,1 202
49,1 255
MW 55,7 240
SD 4.6 21,7
Vi 60,0 280
250 g 47,3 265
64,4 255
47,0 294
55,2 246
58,9 279
62,3 290
MW 56,4 273
SD 7,0 17,9
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Anhangstabelle 11:  Gesamt-GSH, oxidiertes und reduziertes GSH und GSH:GSSG-Verhéltnis in der Leber
der Meerschweinchen

Gruppe tGSH GSH GSSG GSH:GSSG
Hg Se-Zulage/kg FM [umol/g] [umol/g] [umol/g]
| 2,93 2,76 0,169 16,3
0 ug 4,82 4,47 0,345 12,9
1,70 1,50 0,205 7,29
12,9 11,3 1,58 7,15
3,21 2,81 0,404 6,94
1,51 1,31 0,195 6,75
2,00 1,81 0,192 9,44
MW 2,69 2,44 0,25 9,94
SD 1,24 1,18 0,10 3,89
| 4,57 3,99 0,581 6,87
50 ug 5,32 4,94 0,376 13,2
2,90 2,43 0,475 5,11
8,13 7,26 0,870 8,34
5,93 517 0,764 6,76
4,09 3,56 0,526 6,76
5,95 5,32 0,622 8,56
MW 5,27 4,67 0,60 7,94
SD 1,66 1,54 0,17 2,57
I 6,81 6,30 0,504 12,5
100 pg 1,88 1,51 0,370 4,09
1,21 0,97 0,239 4,05
4,32 3,73 0,592 6,31
3,47 3,00 0,465 6,46
3,44 2,91 0,532 5,47
4,53 415 0,387 10,7
MW 3,67 3,23 0,44 7,08
SD 1,84 1,77 0,12 3,27
A" 3,89 3,73 0,162 23,0
150 pg 1,55 1,37 0,185 7,36
5,30 4,83 0,468 10,3
5,44 5,07 0,372 13,6
3,82 3,43 0,393 8,72
5,08 4,53 0,551 8,21
2,83 2,52 0,304 8,31
MW 3,99 3,64 0,35 9,42
SD 1,43 1,34 0,14 2,27
\'} 5,80 5,33 0,47 11,3
200 pg 8,40 8,07 0,336 24,0
4,94 4,46 0,477 9,34
418 3,87 0,307 12,6
5,52 5,03 0,495 10,2
6,21 5,52 0,691 7,99
5,56 5,05 0,517 9,75
MW 5,80 5,33 0,47 10,2
SD 1,32 1,33 0,13 1,60
Vi 8,83 8,38 0,451 18,6
250 ug 4,66 3,66 1,003 3,65
2,80 2,45 0,353 6,93
5,11 4,34 0,776 5,59
4,74 417 0,567 7,35
3,53 3,14 0,392 8,02
2,97 2,68 0,293 9,14
MW 4,66 4,12 0,55 6,78
SD 2,05 2,01 0,26 1,93
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Anhangstabelle 12:  Vitamin E- und Vitamin C-Konzentrationen im Plasma der Meerschweinchen
Gruppe a-Tocopherol y-Tocopherol = Gesamt-Tocopherol Vitamin C
ug Se-Zulage/kg FM [pmol/L] [pmol/L] [pmol/L]
A 4,15 0,304 4,23 -
Ausgangsgruppe 3,50 0,271 3,57 -
5,81 0,293 5,88 -
5,51 0,287 5,58 -
7,02 0,265 7,09 -
4,15 0,062 4,17 -
4,18 0,192 4,23 -
MW, 4,90 0,24 4,96 -
SD 1,24 0,09 1,25 -
I 7,35 0,380 7,44 21,3
0ug 5,66 0,230 5,71 16,9
5,17 0,132 5,21 14,2
11,6 0,392 11,7 16,2
9,03 0,281 9,10 17,5
10,1 0,392 10,2 22,2
4,59 0,146 4,63 12,2
MW 7,64 0,28 7,71 17,2
SD 2,68 0,11 2,71 3,08
] 3,72 0,088 3,74 19,8
50 ug 5,44 0,132 5,48 21,1
4,44 0,232 4,50 20,2
6,48 0,240 6,54 17,3
4,36 0,210 4,41 8,74
6,08 0,104 6,11 13,5
3,19 0,104 3,22 15,2
MW, 4,82 0,16 4,86 16,6
SD 1,22 0,07 1,23 4,42
i 10,7 0,353 10,8 26,3
100 pug 6,21 0,356 6,30 20,9
10,1 0,686 10,3 15,4
5,00 0,441 5,11 18,0
3,91 0,221 3,97 11,3
4,63 0,133 4,66 19,6
18,06 1,919 18,5 19,0
MW 8,38 0,59 8,53 18,6
SD 5,04 0,61 5,18 4,66
v 6,31 0,180 6,35 7,86
150 ug 4,78 0,143 4,82 15,6
5,05 0,296 5,12 27,2
7,54 0,648 7,71 16,1
11,4 0,434 11,5 28,5
7,14 0,310 7,21 17,5
6,45 0,169 6,49 14,2
MW 6,96 0,31 7,03 18,1
SD 2,21 0,18 2,24 7,32
\' 5,31 0,235 5,36 12,1
200 pg 5,91 0,260 5,98 13,2
7,24 0,376 7,33 16,6
12,5 0,499 12,6 9,94
1,74 0,049 1,75 12,2
4,68 0,204 4,73 18,9
3,05 0,236 3,11 11,2
MW 5,77 0,27 5,83 13,5
SD 3,46 0,14 3,49 3,17
Vi 8,55 0,501 8,68 11,9
250 g 7,08 0,419 7,19 15,6
2,14 0,094 2,16 5,05
8,36 0,377 8,45 12,6
8,90 0,449 9,01 12,0
7,83 0,277 7,90 17,7
7,42 0,353 7,51 10,7
MW, 7,18 0,35 7,27 13,4
SD 2,31 0,13 2,34 2,66
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Anhangstabelle 13: Thiobarbitursdurereaktive Substanzen [nmol/g FM] und peroxidative Katalaseaktivitat
[umol H2CO/Min/mg Protein] im Leberhomogenat der Meerschweinchen

Gruppe TBA-RS peroxidative Katalaseaktivitét
ug Se-Zulage/kg FM [nmol/g FM] [umol H,CO/Min/mg Protein]
A 0,64 -
Ausgangsgruppe 0,61 -
0,50 -
0,53 -
0,47 -
0,50 -
0,57 -
MW 0,51 -
SD| 0,05 -
| 0,46 1,73
0 ug 0,49 0,99
0,58 1,65
0,52 2,18
0,57 1,42
0,60 1,85
0,57 1,20
MW 0,54 1,58
SD| 0,05 0,40
] 0,45 1,66
50 ug 0,47 1,07
0,55 2,14
0,47 1,91
0,61 1,47
0,49 1,36
0,49 1,56
MW 0,50 1,60
SD| 0,06 0,35
[} 0,65 2,04
100 g 0,50 1,40
0,38 1,28
0,51 1,52
0,47 1,44
0,47 1,20
0,56 1,02
MW 0,51 1,41
SD| 0,08 0,32
v 0,54 1,86
150 pg 0,57 1,80
0,86 1,65
0,61 2,31
0,74 1,57
0,76 1,81
0,85 1,32
MW 0,70 1,76
SD| 0,13 0,31
Vv 0,53 2,04
200 g 0,59 1,59
0,51 1,54
0,64 1,62
0,64 1,28
0,68 1,42
0,75 1,69
MW 0,62 1,60
SDj 0,08 0,24
\'/| 0,66 1,41
250 ug 0,37 0,98
0,56 1,74
0,62 1,66
0,53 1,76
0,58 0,99
0,61 0,96
MW 0,56 1,36
SD 0,10 0,37
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