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1 Einleitung

Das antioxidative System des Korpers dient dem Schutz von Zellmembranen und
Komponenten des Zytosols vor schiddlich wirkenden freien Radikalen (Winnefeld, 1996).
Oxidativer Stress entsteht als Folge eines Ungleichgewichtes zwischen pro- und
antioxidativen Prozessen und deutet darauf hin, dass die antioxidative Kapazitit eines
Individuums iiberschritten ist (Stohrer ez al., 2002). In der Humanmedizin gilt die Beteiligung
von oxidativem Stress an der Entstehung diverser chronischer Erkrankungen, wie der
chronischen Polyarthritis, der Colitis ulcerosa, des Diabetes mellitus, kardialer Myopathien
sowie verschiedener Krebs- und Tumorerkrankungen, als wissenschaftlich erwiesen. Auch
Studien am Pferd deuten bereits eine Beteiligung freier Radikale an der Pathogenese
zahlreicher Krankheiten wie der ,,Equine Motor Neuron Disease® (EMND), der Recurrent
Airway Obstruction (RAO), chronischer Gelenkserkrankungen, der Grass Sickness, diverser
Myopathien und des equinen Cushing Syndroms (PPID) an. Studien am Sportpferd zeigten,
dass oxidativer Stress auch wihrend korperlicher Leistung auftritt und von
Belastungsintensitit, -dauer sowie der Umgebungstemperatur abhéngt (Mills et al., 1996). Die
Bekdmpfung von oxidativem Stress ist somit auch zu einem zentralen Thema in der
Erndhrung von Pferden geworden. Untersuchungen an Reit- und Rennpferden haben gezeigt,
dass oxidativer Stress durch Verfiitterung antioxidativ wirkender Substanzen positiv
beeinflusst werden kann (Butenandt, 2002).

In der vorliegenden Studie sollen die Auswirkungen einer Supplementierung von n-3-
Fettsduren aus Leindl und Selen unterschiedlicher Quellen (Na-Selenit, Selenhefen) auf

Blutparameter des antioxidativen Stoffwechsels bei Pferden untersucht werden.

Folgende Hypothese lag der Arbeit zu Grunde:

Eine Supplementierung von n-3-Fettsduren aus Leindl und von Selen als Na-Selenit oder als
Selenhefe, verdndert das Fettsduremuster im Plasma und erhdhet die Selengehalte im Serum
junger Vollblutpferde; Blutparameter des antioxidativen Systems (TEAC, GSH, GPx) werden

durch die Gabe von Selen in Abhédngigkeit von der Darreichungsform beeinflusst.



2 Literaturiibersicht
2.1  Mehrfach ungesiittigte Fettsduren

2.1.1 Metabolismus essenzieller Fettsiuren

Linolsaure (LA, C18:2 n6) und a-Linolensdure (ALA, C18:3 n3) sind essenzielle Fettsduren
fiir Sdugetiere, da ihnen die enzymatische Ausstattung fehlt, Doppelbindungen an den
Positionen 6 und 3 in Fettsduren einzufligen. Alle iibrigen mehrfach ungesittigten Fettsduren
konnen auf der Basis dieser beiden vom Organismus iiber Desaturasen und Elongasen
synthetisiert werden (Chapkin, 2000). Fiir Feliden ist zusétzlich noch die Arachidonsiure
(AA, C20:4 n6) ein essentieller Nahrungsbestandteil (Berdanier, 2000).

Eine unzureichende orale Aufnahme essenzieller Fettsduren kann zu diversen
Mangelerscheinungen wie  Wachstumsdepression, schuppiger Dermatitis, erhohter
Wasseraufnahme infolge eines erhohten transepidermalen Wasserverlustes und
Fruchtbarkeitsstorungen fithren (Ziboh et al., 2000).

Als wesentlicher Bestandteil der Zellmembran beeinflussen mehrfach ungesittigte Fettsduren
die Membranfluiditdt. Der funktionelle Effekt mehrfach ungesittigter Fettsduren liegt im
Aufbau von Lipidmediatoren iiber Cyclooxygenase (Entstehung von Prostaglandinen,
Thromboxanen) sowie Lipoxygenase (Entstehung von Leukotrienen), die dabei entstehenden
Eicosanoide beeinflussen zahlreiche physiologische sowie pathologische Prozesse (Tab. 1).
Als Substrat dienen die Arachidonsdure (AA, C20:4 n6) und die Eicosapentaensiure (EPA,
C20:5 n3) (Sipka et al., 1996).



Tab.1: Uberblick iiber verschiedene FEicosanoide, ihre Ausgangsfettsiuren und die
hauptsiachliche Wirkung im Stoffwechsel (modifiziert nach Seidel 2004)

Eicosanoid Fett- Wirkung
saure
Prostaglandine
(PG)
PGE, DGLA e Hemmt LOX, Phospholipase und Blutplittchenaggregation

e Fordert Vasodilatation
PGE; AA e Hemmt T-Zellproliferation und Lymphozytenfunktion

PGD; AA e Fordert Vasodilatation und Odembildung
PGl AA e Hemmt Blutplittchenaggregation
e Fordert Vasokonstriktion
PGF; AA e Fordert Vasokonstriktion
PGE3 EPA ¢ Geringere Vasodilatation
¢ antiinflammatorisch
Leukotriene
LTB,4 AA e Fordert Leukozytenchemotaxis, -aktivierung und
—degranulation
o Erhoht Gefallpermeabilitit
LTC,4, D4, Eq4 AA e Erhoht GefaBBpermeabilitit
e Fordert Vasokonstriktion
LTBs EPA e 10— 100x weniger aktiv als LTB,4

e Blockiert LTB4-Rezeptor

AA = Arachidonsdure, DGLA = Dihomogammalinolensédure, EPA = FEicosapentaensiure,
LOX = Lipoxygenase

Sowohl die Aufnahme essenzieller Fettsduren als auch der Influx der Substrate in den
Cyclooxygenase- bzw. Lipoxygenaseweg beeinflussen die Bildung pro- oder
antiinflammatorischer Eicosanoide. Aus AA synthetisierte Eicosanoide zeigen eine
proinflammatorische Wirkung, wohingegen Mediatoren aus DGLA und EPA die Bildung von
AA-Metaboliten und deren Wirkung hemmen (Calder, 1998; Boissonneault, 2000).



2.1.2 Einfluss ungesittigter Fettsduren auf physiologische und pathologische Prozesse

2.1.2.1 Immunmodulation und Entziindungsreaktion

Sowohl als Bestandteil der Zellmembran (Membranfluiditét) als auch als Ausgangssubstrat
der Eicosanoide spielen mehrfach ungesittigten Fettsduren als Immunmodulatoren eine
wichtige Rolle (Boissonneault, 2000).

Die forcierte Einnahme von n-6-FS erhohte die Blutviskositét, reduzierte die Gerinnungszeit
und zeigte eine vasokonstriktorische, thrombotische und proaggregatorische Wirkung. Die
Effekte einer Supplementierung mit n-3-FS zeigten sich als antiinflammatorische,
antithrombotische, antiarrhythmische und vasodilatatorische Wirkung. So wird den n-3-FS in
der Humanmedizin ein therapeutisch niitzlicher Effekt in der Prdvention von Herzinfarkten,
Bluthochdruck, Typ 2 Diabetes, Nierenerkrankungen, rheumatischen Gelenkserkrankungen,
ulzerativer Colitis und chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen zugesprochen
(Simopoulos, 1999, 2002; Cherubini et al., 2009).

Wie es genau zu einer immunmodulierenden Wirkung durch n-3-FS kommt, wird in der
Literatur kontrovers diskutiert.

Calder et al. (2002) zeigten eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine durch
Supplementierung von n-3-FS; es konnte ein Austausch von AA durch EPA in der Membran
von Entziindungszellen beobachtet werden und somit die Produktion von AA-Derivaten
beeinflusst werden.

Babcock et al. (2000) stellten die Regulation der Expression von Schliisselgenen fiir
Immunzell-Funktionen durch EPA in den Vordergrund.

EPA fungiert auch als Stabilisator der Zellmembran und vermag somit die Chemotaxis von
Leukozyten und Phagozytose abzuschwichen sowie die Produktion von Zytokinen anzuregen;
die Gabe von Fischol an Colitis-Patienten reduzierte die Schidigung und Entziindung des
Colonepithels und schwichte Gewichtsverluste ab (Calder, 2008).

Simopoulos et al. (2002) untersuchten die Beteiligung von n-3-FS an entziindlichen Prozessen
und autoimmunbedingten Erkrankungen. Bei Patienten, die an Erkrankungen der
Herzkranzgefdle, Depressionen, Tumoren, rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn oder
ulzerativer Colitis litten, konnte ein Anstieg der proinflammatorischen Zytokine Interleukin 1
und LTB 4 nachgewiesen werden. DHA und EPA fiihrten iiber die Inhibition des
Metabolismus von AA in proinflammatorischen Eicosanoiden zu einer Reduktion der

Zytokine IL-1 und LTB 4.



In einer Studie von Ruggiero et al. (2009) verbesserte die Verabreichung von n-3-FS die
Symptome rheumatisch bedingter Arthritis; sowohl die Schmerzen wie auch die morgendliche
Steifheit der Gelenke verdnderte sich fiir die Patienten zum Positiven, die Einnahme nicht-

steroidaler Antiphlogistika konnte reduziert und die korperliche Fitness verbessert werden.

Eine  Supplementierung von n-3-FS filhrte 1im Allgemeinen zu reduzierten
Entziindungsreaktionen von Versuchstieren auf verschiedene Stimuli. Die Uberlebensrate
nach Endotoxingabe (Lipopolysaccharide) war im Zusammenhang mit einer n-3-
fettsdurenreichen Fiitterung deutlich hoéher und die Fieber- und Anorexiereaktion auf
Zytokininfusionen konnte durch Fischol-Zulage reduziert werden. Die Gabe von Fischol
fithrte zu einem Austausch von AA durch EPA in der Zellmembran und beeinflusste somit die
Eicosanoid-Synthese. Daher wird oft eine unterstiitzende Verabreichung von n-3-FS bei
chronischen Entziindungen und Erkrankungen mit einer Dysfunktion des Immunsystems
empfohlen (Blok et al., 1996; Calder, 1998).

Vorliegende in-vitro-Ergebnisse lassen eine Reduktion der Entziindungsreaktion durch n-3-FS
auch bei Pferden vermuten. Nach einer achtwochigen Supplementierung mit Leindl zeigte
sich eine deutlich reduzierte Thromboxan B, Produktion isolierter Pferdemonozyten nach
Stimulation durch Escherichia coli-Endotoxin im Vergleich mit der Kontrollgruppe, die
Leukotrien B4 Produktion blieb jedoch unverindert (Henry et al., 1990).

Die Fettsdurezusammensetzung (hoher Anteil mehrfach ungeséttigter Fettsduren) des Futters
korreliert positiv mit dem Fettsduremuster von Lymphozyten und anderen Immunzellen;
somit flihrt eine Supplementierung von Fettsduren zu einer erhdhten FEicosanoid-
Bildungskapazitit. EPA erwies sich als besonders potent und fiihrte maB3geblich zu einer
Reduzierung der T-Helferzellen (Calder et al., 2002).

In der Studie von Hall et al. (2004) konnte ein Zusammenhang zwischen der Gabe von
Fischol und einer geringeren PGE,-Synthese sowie einer erhdhten Bildungsrate von
Tumornekrosefaktor a und Leukotrien B bei gesunden Pferden aufgezeigt werden.

In einem anderen Versuch lieB sich die Entziindungsreaktion der Monozyten in vitro durch
Gabe einer n-3- und n-6-haltige Infusion modifizieren. Die Synthese von Thromboxanen und
TNF o konnte durch eine n-3-haltige Infusion deutlich reduziert werden; eine Infusion mit n-
6-FS fiihrte zu einer entgegengesetzten Reaktion (McCann et al., 2000).

Mustermann et al. (2005) untersuchten den Einfluss von ALA auf synoviale Strukturen nach
Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) als Modell einer synovialen Entziindung beim

Pferd. Die Verabreichung von LPS in synoviale Expantate fiihrte zu einer signifikant



gesteigerten Synthese von PGE, (zellulire Entziindungsreaktion) und einer verminderten
Produktion von Hyaluronsdure in der Kontrollgruppe. Die Verabreichung von a-Linolensiure
hemmte die Synthese von PGE,; die Ergebnisse weisen auf einen antiinflammatorischen
Effekt von n-3-Fettséuren in der Pathogenese der Synovitis beim Pferd hin.

Eine Zufiitterung von Leinsamen {iber 42 Tage fiihrte bei Pferden mit Sommerekzem zu einer
abgeschwichten Reaktion auf Culicoides-Toxin im Hauttest; zugleich konnte eine Abnahme
der langkettigen Fettsduren C22:0 und C24:0 in Haarproben beobachtet werden (O'Neill ez al.,
2002).

Kohl-Parisini et al. (2007) erforschten die unterschiedlichen Effekte einer Supplementierung
mit Sonnenblumen- und Seehunddl bei Pferden mit RAO (recurrent airway obstruction). Die
zugefiihrten Fettsduren beeinflussten sowohl das Fettsduremuster im Plasma wie auch in
Phospholipiden der Leukozyten. Die Gabe von Seehunddl reduzierte das n-6 : n-3 FS-
Verhiltnis in Plasma und der Phospholipidfraktion der Leukozyten und fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion von Leukozyten in der Alveolarfliissigkeit. Unabhédngig von der Art
der Olzulage stieg die Atemfrequenz der Tiere im Verlauf des Versuches an, wobei die
Mittelwerte stets im physiologischen Bereich lagen; eine Konfrontation der Tiere mit diversen
Antigenen konnte ein moglicher Faktor gewesen sein. Es konnte kein Einfluss der gefiitterten
Ole auf Lungenfunktion und klinische Parameter nachgewiesen werden.

Nach Zufiitterung von DHA in einer Dosierung von 1,5 bis 3 g {iber zwei Monate konnten
deutlich verbesserte klinische Parameter bei Pferden mit RAO nachgewiesen werden. Die
Patienten zeigten um 60% weniger Husten, die Lungenfunktion konnte gesteigert werden und
im BALF reduzierte sich der Gehalt neutrophiler Granulozyten von 23% auf 9% (Nogradi et
al., 2015).

Vineyard et al. (2010) untersuchten die Auswirkungen einer Supplementierung mit n-3-FS
unterschiedlicher Quellen (Leindl / Fischol) auf die Verteilung freier Fettsduren im Plasma
und in Erythrozytenmembranen sowie die Beeinflussung der Immunfunktion bei Jihrlingen
iiber eine fettangereicherte Fiitterung. Die Gabe von Fischol erhohte die Gehalte an EPA,
DHA und n-3-FS im Plasma. Zwischen beiden Versuchsgruppen (Leindl / Fischol) konnten
keine  unterschiedlichen  Ergebnisse = der  Supplementierung  hinsichtlich  der
Lymphozytenproliferation und der PGE-Synthese aufgezeigt werden. Nach einer Injektion
von Concanavalin-A entwickelten diejenigen Versuchstiere, die eine Olzulage erhielten,

unabhiingig von der Olquelle ausgedehntere Hautirritationen als Tiere der Kontrollgruppe.



2.1.2.2 Antioxidativer Stoffwechsel und korperliche Leistung

Eine Supplementierung von Fettsduren in der Pferdefiitterung erhdht nicht nur maBgeblich die
Energiedichte in der Ration und eignet sich somit sehr gut flir die Fiitterungspraxis des
Sportpferdes, es wurde auch eine didtbedingte Verdnderung metabolischer Parameter wéhrend
einer Trainingsperiode beobachtet. Eine fettreiche Didt mit Sojadl fithrte zu erhdhten Leber-
Glykogenwerten in Ruhe, im Verlauf des Trainings wurde ein signifikanter Abfall
belastungsinduzierter Enzymschwankungen und Elektrolytgehalte im Serum und ein Anstieg
langkettiger Fettsduren im Plasma beobachtet (Hambleton ef al., 1980).

Nach einer zehnwdochigen Supplementierung von Fettsduren zeigten trainierte Vollbliiter
einen signifikanten Abfall postprandialer TAG-Konzentrationen im Plasma, begleitet von
einem Anstieg der plasmatischen Lipaseaktivitdit und erhohten postprandialen
Plasmacholesterinwerten. Die Aktivitdt der Muskelzitratsynthase erhohte sich deutlich. Die
Muskelglykogenwerte in Ruhe blieben durch die Fettzulage unbeeinflusst. Es wird vermutet,
dass eine erhohte Plasmalipaseaktivitit Auswirkungen auf die Lipoproteinlipase der
Muskulatur hat, was die Fettaufnahme-Kapazitit der Muskulatur positiv beeinflussen wiirde.
Somit wiirde eine Supplementierung von Fettsduren die oxidative Kapazitidt der Muskulatur
verbessern (Orme et al., 1997).

Harris et al. (1999) konnten in ihrer Studie an Rennpferden durch Olfiitterung keine
signifikant verdnderten Insulin- und Laktatwerte nach korperlicher Leistung feststellen, auch
die hdmatologischen Parameter blieben im Laufe des Fiitterungsversuches unbeeinflusst. Die
Zulage von Ol fiihrte lediglich zu signifikant erhdhten Cholesterin- und TAG-Werten.
Aktuellere Studien zeigten hohere Blut-pH- und Bicarbonatwerte infolge kdorperlicher
Leistung nach Zulage von Fettsduren zu einer proteinreduzierten Didt (Graham-Thiers et al.,
2001).

Auch Zeyner et al. (2002) konnten positive Effekte einer fettreichen Ration auf die pH-
Homoostase im Plasma ermitteln.

O’Connor et al. (2004) untersuchten die Effekte der Anwendung von Fischdl auf
metabolische Parameter beim Rennpferd unter Trainingsbedingungen. Pferde, die tiglich
Fischol zugefiittert bekamen, zeigten unter Belastung signifikant geringere Herzfrequenzen
und niedrigere Hamatokritwerte als Pferde der Kontrollgruppe. Die Plasmalaktatwerte blieben
durch die Fiitterung unbeeinflusst. Es zeigte sich kein Unterschied der Plasmaglucosewerte
unter Belastung, allerdings wurden bei den supplementierten Tieren geringere Werte wiahrend
der Rekonvaleszenzphasen gemessen. Unter Belastung hatten die Tiere der Versuchsgruppe

geringere Insulinwerte im Serum und ein hdoheres Glucose:Insulin-Verhéltnis als die



Kontrollgruppe. Die Gabe von Fischol fithrte bei den Versuchstieren zu geringeren
Konzentrationen freier Fettsduren im Plasma. Diese Ergebnisse deuten einen positiv
beeinflussten Leistungsstoffwechsel durch die Gabe von Fischdl an.

Nach einer vierwdchigen n-3-FS-reichen Diédt zeigten sich bei Sportpferden keine
fiitterungsbedingten Verdnderungen der Membranfluiditit in der Erythrozytenfraktion, das
Fettsduremuster in den Zellmembranen modifizierte sich signifikant zu Gunsten der n-3-FS.
Unter Leistungsbedingungen reduzierte sich die Membranfluiditidt der Erythrozyten in der
Placebogruppe signifikant, wohingegen bei supplementierten Pferden nur ein undeutlicher
Abfall gemessen wurde. Es konnten keine Verdnderungen der Fettsdurezusammensetzung in
den Erythrozytenmembranen ermittelt werden. Direkt nach korperlicher Belastung fielen die
Werte der Membranfluiditit bei den supplementierten Pferden signifikant ab, die
Placebogruppe wies nur undeutlich verdnderte Werte auf. Es ldsst sich folgern, dass eine
Supplementierung mit mehrfach ungesittigten Fettsduren den leistungsinduzierten Abfall der
Membranfluiditit durch eine Verdnderung des Fettsduremusters der Membranen modifizieren
kann (Portier et al., 2006).

De Moffarts et al. (2007) untersuchten die leistungsinduzierten Effekte einer n-3-FS-reichen
Didt auf Blutparameter des antioxidativen Stoffwechsels und die Membranfluiditit der
Erythrozytenfraktion beim Sportpferd. Die Membranfluiditéit der Erythrozyten lie3 sich durch
die Supplementierung mit n-3-FS nicht beeinflussen, es konnte aber ein deutlich schwécherer
Abfall der Fluiditdt nach korperlicher Leistung bei den zugefiitterten Pferden festgestellt
werden. Die Aktivitdt der Glutathionperoxidase verdnderte sich bei den supplementierten
Pferden nicht durch korperliche Leistung, wohingegen die Werte in der Kontrollgruppe
belastungsinduziert abfielen.

In einer Studie von Westermann et al. (2008) zeigten Traber unter Belastung erhohte
Plasmalaktatwerte und einen Anstieg ungeséttigter freier Fettsduren.

Piccione et al. (2009) konnte keine leistungsinduzierte Modifikation des Fettsduremusters im
Plasma des Pferdes ermitteln, allerdings zeigte sich ein Abfall der Membranfluiditdt der
Erythrozytenfraktion. Dieser Effekt lieB sich durch eine fettreiche Didt verzdgern und

abschwichen.



2.1.3 Fettin der Pferdefiitterung

Fett wird in der Pferdefiitterung vor allem zur Erh6hung der Energiedichte der Futterration
eingesetzt, besonders entscheidend in der Fiitterung von Rennpferden zur Reduktion von
,» Totgewicht™ im Gastrointestinaltrakt (Bush et al., 2001).

In diversen Versuchen konnten positive Auswirkungen von Fett auf den Muskelstoffwechsel,
die Warmeproduktion in der Muskulatur und den Blut-Glucosespiegel sowie den Blut-pH-
Wert erzielt werden (Lewis, 1995; Frape, 1998).

Holland et al. (1996) untersuchten die Effekte einer Olsupplementierung auf das Verhalten
von Pferden, gemessen an Spontanaktivitit sowie der Reaktion auf auditive, visuelle und
taktische Reize. Es konnte gezeigt werden, dass eine fettreiche Didt beim Pferd sowohl die
Spontanaktivitdt als auch die Reaktionen auf AuBlenreize reduziert. In der Humanmedizin
fiihrte die Gabe von Lecithin zu einer Erhohung des Plasma-Cholinwertes und zu verdnderten
Acetylcholin-Gehalten im Gehirn (Mauron, 1987; Canty & Zeisel, 1994); moglicherweise
liegen den beobachteten Verhaltensdnderungen beim Pferd dhnliche Mechanismen zu Grunde.
Die Zufiitterung von Fett fiihrte nicht zu einer negativen Beeinflussung der Verdaulichkeit der
iibrigen Futterkomponenten, die Energie der Ration konnte sogar effizienter vom Organismus
genutzt werden (Pagan, 1998; Bush er al., 2001).

Die Verdaulichkeit von pflanzlichen Fetten ist beim Pferd hoher einzustufen als die
Verdaulichkeit tierischer Fettquellen. Fettzulagen von 0,5 — 0,75 g/ kg KM/ Mabhlzeit scheinen
tolerierbar (Lewis, 1995; Meyer & Coenen, 2014).

Die Zulage von 5,5 % Sonnenblumendl in der Ration fiihrte zu einer verlangsamten
Futteraufnahme. Steigende Fettgehalte im Futter erhdhten den Rohfasergehalt im Kot; die
reduzierte Rohfaserverdaulichkeit ist moglicherweise auf eine Verdnderung des mikrobiellen
Milieus im Dickdarm durch forcierte Fettfiitterung zuriickzufiihren (Zeyner, 2002).

Eine forcierte Fettfiitterung kann in einem vermehrten Influx von Fett in das Dickdarmlumen
resultieren und zu einer negativen Beeinflussung der Aktivitit von Mikroorganismen des
Darmes mit eingeschriankter Rohfaserverdaulichkeit fiihren (Jansen et al., 2000; Jansen et al.,
2002; Jansen et al., 2007). Jansen et al. (2000) zeigten in einer Studie an Trabern eine
Verminderung der Rohfaser-Verdaulichkeit von 8 % nach Gabe von Sojadl in einem Anteil
von 8,75 % der Ration. Ein Jahr spiter wurde berichtet, dass eine Erh6hung des Anteils von
Sojaél um 1 % in der Ration eine Reduktion der Faserverdaulichkeit um 0,9 % zur Folge
hatte. In anderen Studien wirkte sich eine Fettzulage nicht negativ auf die Verdaulichkeit
anderer Komponenten aus, nur die Fettverdaulichkeit selbst zeigte sich erhoht (Bush er al.,

2001).
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Die Fiitterung von Maiskeimdl an tragende und laktierende Stuten fiihrte zu erhohten I1gG-
und Linolsdurewerten in der Milch, was als positiv fiir die Fohlengesundheit zu werten ist

(Hoffman et al., 1998).

Der Ausschuss fiir Bedarfsnormen beim Pferd der Gesellschaft fiir Erndhrungsphysiologie

empfiehlt, eine Menge von 1 g Fett / kg KM / Tag nicht zu tiberschreiten (GfE, 2014).

2.1.4 Natiirliche Quellen von n3-Fettsduren

Die pradominanten Quellen der n3-FS in der Nahrung sind verschiedene Pflanzendle und
Fette marinen Ursprungs. Manche Pflanzenéle, insbesondere Leinsamendl, enthalten viel
a-Linolensdure wéhrend Fette marinen Ursprungs (Fischdl, Seehundol, Algen) hohe Gehalte
von EPA und DHA aufweisen (O'Connor et al., 2004).

Tab 2 gibt einen Uberblich iiber das Fettsiuremuster von Leindl im Vergleich zu Fetten

marinen Ursprungs.

Tab.2: Literaturangaben zum n3/n6-Fettsduremuster (% Gesamtfettsduren) verschiedener

Quellen

Fettsiure Leinol Fischol  Seehundél  Mikroalgen
C18:2n6 16,3 1,7 2,07 1,9
C18:3n6 0,09 1,03 0 0,4
C18:3n3 54,32 1,37 0,62 2,7
C20:3n6 0,04 0,45 0 1,6
C20:4n6 0 0,53 0,48 0,8
C20:5n3 0,05 10,62 7,87 1,9
C22:5n3 0,1 1,66 5,52 18,3
C22:6n3 0,34 8,01 7,34 42,3

Quellen: Barclay et al. (1998); O’Connor et al. (2004); Khol-Parisini er al. (2007); Heckel
(2008)



11

2.1.5 Fettsiauremuster in Plasma und Zellen des Pferdes

Im Plasma von Pferden, die eine Ration von Heu und Hafer erhielten, lielen sich vier
dominante Fettsduren nachweisen: C16:0, C18:0, C18:1, C18:2. In geringen Konzentrationen
(<1 %) lieBen sich folgende Fettsduren differenzieren: C16:1, C18:3, C20:0, C22:0, C20:1,
C20:4, C24:0 und C14:0 (Luther et al., 1981).

Nach einer Studie von Orme et al. (1994) wurden im Plasma des Pferdes insgesamt Gehalte
freier FS von 30 pmol/ 1 ermittelt mit folgenden dominanten Fettsduren (90 % der
Gesamtfettsduren) in abfallenden Konzentrationen: C16:0, C18:2, C18:1, C18:0, C18:3.

Die Konzentration freier Fettsduren im Plasma war morgens doppelt so hoch wie im iibrigen
Tagesverlauf.

Newsholme er al. (1983) diskutieren den im Plasma auftretenden Fettsduren-Peak in den
frithen Morgenstunden als Resultat reduzierter Plasma-Glucose-Werte in der Nacht wéhrend
Fernandez et al. (1978) die morgens erhohten Plasma-Cortisol-Werte als auslosend fiir die
Anhéufung freier Fettsduren im Plasma betrachten.

Von den freien Fettsduren im Plasma lassen sich die Fettsduren in Phospholipiden abgrenzen.
Die Phospholipide im Plasma des Pferdes lassen sich dabei in folgende Fraktionen einteilen:
70 % Lecithin, 15,5 % Lysolecithin, 11,2 % Sphingomyelin, 3, 3% Kephaline (Altmann &
Weik, 1971).

In den Membranen von Pferdeerythrozyten waren C16:0, C18:0 und CI18:1 als
Hauptfettsduren nachzuweisen und geringe Gehalte von C24:0, C22:0, C18:2, C20:0, C16:1,
C20:1, C14:0, C20:4 und C18:3 (Luther et al., 1982).
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Tab.3: Literaturangaben zum Fettsduremuster (% der Gesamtfettsduren) in Plasma, Erythrozyten und Phospholipidfraktionen von Leukozyten des
Pferdes ohne didtetische Supplementierung von Fettsduren

Quelle 1 2 3 4 5 6 7
Probe, Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma  Erythro Plasma Plasma Leuko
Einheit Gew% Gew%  Lecithin Lyso- Sphingo Mol% zyten Mol% Gew% zyten
Lecithin  myelin Mol% Gew%
C14:0 1,8 3,5 1,0 <1 1,5 <5 0,51 1,7
C16:0 23,6 33,4 14,0 13,1 24,8 13,5 23,4 26,1 12,8 0,9
Cleé:1 6,6 3,2 1,9 2,3 <5 3,2 14,3
C18:0 7,4 18,2 28,2 21,7 11,8 16,5 26,1 17 17,4 20,3
C18:1 30,3 20,1 9,2 9,3 2,7 14,7 22,7 19,2 10,6 17,6
C18:2 9,6 15,1 473 54,8 3,9 44 3,1 24,9 44,7 22,2
C18:3 18,2 6,6 1,3 1,1 2,8 1,0 7,3 2,5 0,8
C20:0 8,3 1,5 2,6 0,6 0,9
C20:1 1,3 2,3 0,3 2,0
C20:4 1,3 1,4 1,4 3,0
C22:0 9,5 1,4 5,8 0,5 6,6
C24:0 5,9 <1 7,8 0,5 0,5
C24:1 19,6 1,3

Quellen: '"Weik, 1967; “Weik und Altmann, 1971; >Altmann und Weik, 1971; “Luther et al., 1981; *Luther et al., 1982; °Orme et al., 1994;
"Khol-Parisini et al., 2007
Mol%: Mol-Prozent; Gew%: Gewichtsprozent
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2.1.6 Verinderung des Fettsiuremusters durch gezielte Olsupplementierung beim
Pferd

Eine 18-wochige Zulage von Leindl (47,4 % n-3-FS) in einer Menge von 10 % der
Kraftfutterration zeigte bei gesunden Pferden keine Auswirkungen auf die
Blutplittchenaggregation. Es kam zu einem Anstieg von C18:3 n3, C18:2 n6 und C20:5 n3,
die Konzentrationen von C20:4 n6 fielen nicht signifikant ab und es wurde kein signifikanter
Anstieg von C22:6 n3 ermittelt. Es wird vermutet, dass Leindl nicht potent genug gewesen ist,
das Verhiltnis n3 : n6-FS zu erhohen und somit auch positive Effekte auf die
Blutpléttchenaggregation zu erzielen (Hansen et al., 2002).

O’Connor et al. (2007) untersuchten die Auswirkungen einer tdglichen Gabe von Fischol auf
die Zusammensetzung freier Fettsiuren im Plasma. Das supplementierte Ol enthielt 10,8 %
EPA und 8 % DHA und wurde iiber 63 Tage zugefiittert. Das Verhéltnis von n6 : n3 betrug in
der Versuchsgruppe 1,4 : 1, Tiere der Kontrollgruppe erhielten Pflanzen6l und zeigten ein
Verhiltnis von 3,6 : 1. Vor Versuchsbeginn konnten keine Unterschiede im Fettsduremuster
zwischen den Gruppen ermittelt werden; die Konzentration von EPA zeigte Werte von 0,04
mg/ml, DHA erreichte 0,01 mg/ ml. Die Zulage von Fischdl fiithrte zu einem Anstieg von
EPA, DHA, C22:0, C22:1 und C22:5; generell konnte ein Abfall der n-6-FS und ein Anstieg
der n-3-Fraktion ermittelt werden, es resultierte ein geringeres n6: n3 Verhiltnis.

Die Serumcholesterinwerte stiegen im Laufe des Versuches unter der Gabe von Pflanzenol
signifikant an, Fischdl flihrte zu keiner Beeinflussung. Die Triglyceride im Serum wurden
durch die Gabe von Fischol im Vergleich zu Pflanzendl erniedrigt.

Nach Supplementierung mit Seehunddl in einer Menge von 320 mg/ kg Korpermasse iiber 10
Wochen reduzierten sich die Konzentrationen von C18:2 n6 im Plasma und in den
Phospholipiden der Leukozyten. C20:5 n3 und C22:6 n3 stiegen fiitterungsbedingt signifikant
an, C22:5 n3 erhohte sich nur im Plasma, nicht dagegen in der Phospholipidfraktion.

Die Ergénzung von n-3-FS fiihrte zu einer Verschiebung des n3: n6-Verhiltnisses, das sich
analog zu anderen Tierarten in einer immunmodulierenden Wirkung dieser Fettsduren
fortsetzen konnte (Khol-Parisini et al., 2007).

King et al. (2008) untersuchten die Konzentrationen freier Fettsduren im Plasma von Stuten
nach Gabe von Eicosapentaensdure und Docosahexaensdure in unterschiedlichen Dosierungen
(0, 10, 20 oder 40 g/ Tag) und ermittelten einen dosisabhidngigen Anstieg dieser Fettsduren im
Plasma; die Konzentrationen von C14:0, C17:1, C18:1, C18:3 n6, C18:4 n3, C20:3 n6, C20:4

n6, C22:5 n3 stiegen ebenfalls an, wihrend ein Abfall von C18:1 n9 verzeichnet werden
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konnte. Der Anstieg von C18:4 n3 und C22:5 n3 ldsst sich auf erhohte Konzentrationen im
Versuchsfutter zuriickfithren, wihrend C18:3 n3 im Futter der Kontrollgruppe hoher
konzentriert war und C20:3 n3 in keiner der unterschiedlichen Futterrationen erfasst wurde.
Man geht von verzogerten Reaktionen gewisser Fettsduren auf eine Supplementierung sowie
von komplexen Interaktionen um Enzymsysteme besonders zwischen den Fraktionen der n3-
und n6-FS aus.

Hess et al. (2012) erforschten die differenzierenden Effekte einer Supplementierung von zwei
n-3-reichen Olen (Fischdl vs. Leindl, 38 g/ Tag iiber 90 Tage) auf die
Fettsdurezusammensetzung im Plasma, in den Erythrozyten und in der Skelettmuskulatur.

Die Gehalte an LA und ALA im Plasma waren bei Fischolgabe 10 % geringer als bei der
Gabe von Leindl und 60 % geringer als in der Kontrollgruppe ohne Olzulage. EPA und DHA
konnten nur im Plasma von Pferden, welche Fischdl erhielten, nachgewiesen werden; im
Laufe des Versuches stiegen die Werte von EPA um 40 %, von DHA um 19 % an. Die
Konzentrationen von LA und ALA in Erythrozyten blieben durch die Fiitterung unbeeinflusst.
Die Gehalte von LA in der Muskulatur waren um 17 % geringer bei den mit Fischol

supplementierten Pferden.
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2.2  Selen — Bedeutung in physiologischen und pathologischen Prozessen

2.2.1 Metabolismus

Die Aufnahme und die Bioverfiigbarkeit des Spurenelements Selen im Organismus variiert
stark zwischen den verschiedenen Tierarten und wird sowohl von der Applikationsform (oral
oder parenteral) wie auch von der chemischen Bindungsform im Futter (anorganisch oder
organisch) bestimmt (Levander, 1985; Ullrey, 1987; Behne et al., 1996).

Selen wird hauptsédchlich im Diinndarm absorbiert, wobei Monogastrier eine deutlich hdhere
Absorptionsrate (80-95 %) als Wiederkéuer (17-53 %) zeigen. Im Pansenmilieu scheint es zu
einer Umwandlung des oral aufgenommenen Selens in eine schlecht resorbierbare Form durch
Pansenmikroben zu kommen (Wright & Bell, 1964; Wolffram & Scharrer, 1988; Koenig et
al., 1997; Ivancic & Weiss, 2001). Dort wird ein groBer Teil des oxidierten Selenits und
Selenats zu unloslichem elementaren Selen und Metallseleniden reduziert. Es ist somit kaum
absorbierbar und wird zu einem gro3en Anteil mit dem Kot ausgeschieden (Wolffram, 2000)
Im Duodenum erfolgt die Resorption je nach Bindungsform des Spurenelements Selen
unterschiedlich. Selenit wird weitgehend passiv iiber Diffusion absorbiert. Selenat wird
sowohl in einem Na'-abhiéingigen Sulfat/ Selenat-Cotransport wie auch im Austausch gegen
OH’ resorbiert. Selenat scheint in hoherem Mafle absorbiert werden zu kénnen als Selenit
(Barceloux, 1999). Selenomethionin wird iiber einen Na'-abhingigen
Resorptionsmechanismus neutraler Aminosduren aufgenommen; in Konkurrenz um
Transportsysteme konnen sowohl Methionin wie auch andere Aminosduren die Aufnahme
von organisch gebundenem Selen hemmen (Wolffram, 1995).

Selen anorganischer Bindungsformen scheint vom Korper schneller in das Enzym
Glutathionperoxidase eingebaut zu werden als Selen organischer Quellen (Levander ef al.,
1983; Mahan & Parrett, 1996; Mahan et al., 1999).

Selenomethionin ldsst sich hingegen im Austausch mit Methionin unspezifisch und besser in
nahezu jedes Gewebe inkorporieren (Mahan et al., 1999; Schrauzer, 2000).

Es kommt zu einer kompetitiven Hemmung der Selenaufnahme durch chemisch verwandte
anorganische sowie organische Anionen (Wolffram & Scharrer, 1988; Wolffram, 1995); der
Selenstatus des Organismus scheint die Absorptionsrate des Spurenelements nicht zu
beeinflussen (Brown et al., 1971).

Die Verteilung von Selen im Organismus erfolgt zunichst liber das Blut; Selen ist sowohl im
Plasma wie auch in den zelluldren Bestandteilen vorhanden. Im Plasma liegt Selen vor allem

proteingebunden vor (Selenoprotein P, GPx) (Hill ez al., 1996).
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In der Erythrozytenfraktion zeigt sich eine hohere Selenkonzentration als im Plasma, die
hochste Selenkonzentration und eine besonders hohe GPx-Aktivitit weisen die Thrombozyten
auf (Kiem, 1988; Schmidt & Bayer, 1988).

Der Transport von Selen iiber die Plazenta ist beim Wiederkduer sehr effizient (Koller ez al.,
1984), beim Pferd iiberwinden jedoch nur geringe Selenmengen die Plazentaschranke; somit
kommt einer ausreichenden Selenversorgung der Stute wéhrend der Laktation grof3e
Bedeutung zu (Maylin et al., 1980; Puls, 1994).

In Bezug auf die Trockenmasse nimmt die Selenkonzentration in den einzelnen Geweben in
folgender Reihenfolge ab:

Niere > Leber > Pankreas, Herz > Skelettmuskel (Combs & Combs, 1986).

Bezogen auf die Gesamtspeicherkapazitit beinhaltet die Skelettmuskulatur ungefahr 40 %, die
Leber etwa 30 % und jedes der restlichen Organe weniger als 10 % des Gesamtselens (Behne
et al., 1988).

Die Exkretion von Selen erfolgt iiber Urin, Fdzes und Exhalation (Wiesner et al., 1974).
Besonders die Ausscheidung iiber den Urin spielt eine wichtige Rolle in der Selenhomoostase
des Organismus (Ellis et al., 1997; Ivancic & Weiss, 2001). Auch der betrdchtliche Verlust
von Selen {iiber die Milch darf nicht vernachldssigt werden, da die Hohe der
Selenausscheidung iiber die Milch bis zu 20 % der Gesamtexkretion betragen kann (Ivancic &

Weiss, 2001; Juniper et al., 2008).

2.2.2 Biochemische Funktionen von Selen

Das Spurenelement Selen spielt als Bestandteil des Enzyms Glutathionperoxidase (GPx) eine
entscheidende Rolle im antioxidativen Stoffwechsel, insbesondere bei dem Schutz des
Organismus vor freien Radikalen (Rotruck ez al., 1973).

Neben der antioxidativen Wirkung ist Selen als Bestandteil der Aminosdure Selenocystein an
der Bildung zahlreicher biologisch aktiver Selenoproteine beteiligt (Arthur & Beckett, 1994;
McPherson et al., 1994; Beckett & Arthur, 2005).

Im tierischen Organismus wurden bislang vier Glutathionperoxidasen unterschiedlicher
Struktur, Funktion und antigener Eigenschaft isoliert (Avissar et al., 1994).

Eine zytosolische Glutathionperoxidase konnte aus Erythrozyten, Phagozyten, Thrombozyten,
Hepatozyten und aus dem Auge isoliert werden; sie dient dem Schutz der Zellmembran vor

freien Radikalen (Arthur & Beckett, 1994).
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Eine plasmatische extrazellulire Glutathionperoxidase (plGPx) konnte im menschlichen
Plasma, in Brustdriisensekret und in den Nierentubuli charakterisiert werden (Avissar et al.,
1994).

Eine gastrointestinale Glutathionperoxidase (giGPx), die eine von den beiden erstgenannten
abweichende antigene Struktur aufweist, wurde in Leber und Colon des Menschen gefunden;
eine Schutzfunktion gegen aufgenommene Hydroperoxide wird vermutet (Chu et al., 1993).
Die Phospholipidhydroperoxid Glutathionperoxidase (PGPx) steht in enger Verbindung mit
der intrazelluliren ~Membran; sie bendtigt im Gegensatz zu den anderen
Glutathionperoxidasen nicht ausschlielich Glutathion als reduzierendes Substrat. Die PGPx
bleibt bei Selenmangel am ldngsten funktionsfdhig. Sie ist zudem zur Phosphorylierung von
Enzymen beféhigt und scheint einen Einfluss auf den Arachidonsiduremetabolismus zu haben
(Cao et al., 1992; Arthur & Beckett, 1994; Kleene, 1994).

Im Prozess der Spermareifung kommt der Glutathionperoxidase als Zellwandschutz grof3e
Bedeutung zu; ein Selenmangel fiihrt sowohl zu einer erniedrigten Spermienproduktion als

auch zu mechanischen Defekten an den Spermien (Wolffram, 2000; Beckett & Arthur, 2005).

Neben der Funktion im antioxidativen Stoffwechsel ist Selen als Bestandteil der Typ I
Jodthyronin-5-Dejodinase zusammen mit dem Spurenelement Jod auch am Metabolismus der
Schilddriisenhormone beteiligt; Selenmangel fiihrt zu einem Abfall von Trijodthyronin (T3)
und einem Anstieg von Thyroxin (T4) im Plasma (Arthur & Beckett, 1994; Beckett & Arthur,
2005).

Im Plasma kommt Selen vor allem Protein-gebunden vor, wobei Selenoprotein P mit 60-80 %
den groBten Teil des Plasmaselens bindet; Selenoprotein P scheint vornehmlich als
Transportprotein von Selen im Blut zu dienen, eine antioxidative Funktion wire ebenso

moglich (Arthur & Beckett, 1994; Burk & Hill, 2005, 2009).
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2.2.3 Selenstatus des Pferdes

Der Selenstatus eines Organismus variiert nicht nur entsprechend der Fiitterung, sondern zeigt
auch eine Abhéngigkeit sowohl von Geschlecht, Alter, Rasse als auch von korperlicher
Leistung.

Vergleicht man den Selengehalt im Vollblut, so weisen Hengste im Vergleich zu Stuten und
Wallachen die hochsten Werte auf (Crisman er al., 1994).

In der Regel lagen die Selengehalte im Blut von Saugfohlen unter denen der Mutterstuten;
hatten die Stuten allerdings Selenwerte im Vollblut unter 48 pg/ 1, so konnte im Vollblut der
Fohlen sogar ein hoherer Selengehalt gemessen werden (Stowe, 1967; Bergsten et al., 1970;
Maylin et al., 1980; Hospes & Bostedt, 1996). Die niedrigeren Selengehalte im Blut
verglichen mit der Mutterstute zeigten sich auch beim Absatzfohlen bis zu einem Alter von
einem Jahr (Greiwe-Crandell et al., 1992). Ab einem Alter von einem Jahr zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede mehr hinsichtlich des Selenstatus; auch Unterschiede beziiglich
des Geschlechtes konnten in dieser Arbeit nicht ermittelt werden (Gallagher & Stowe, 1980;
Carmel et al., 1990).

Versuche mit parenteraler Selensupplementierung von Mutterstuten in der Spéttrachtigkeit
zeigten, dass nur eine begrenzte Menge des Selens die Plazentaschranke passieren kann;
dennoch wirkt eine Selensupplementierung der Mutterstute wéhrend der Graviditéit und in der

Laktation einem Selenmangel des Fohlens entgegen (Maylin et al., 1980).

Bei Vollblutpferden wurden durchschnittlich geringere Selengehalte im Blut ermittelt als bei
Warmblutpferden trotz zum Teil hoherer Selengehalte in der Futterration, welche an
Vollbliiter verfiittert wurde. Stowe fiihrte dies auf unterschiedliche Einstreuarten zuriick; die
Warmblutpferde wurden ausschlieBlich auf Tabakstroh gehalten, welches — wie man spéter

herausfand - den Selengehalt im Serum beeinflusst (Stowe, 1967; Hayes et al., 1987).

Der Einfluss von korperlicher Leistung auf den Selengehalt im Blut wird widerspriichlich
beschrieben. Korperliche Anstrengung fiihrt zu einem Anstieg der Bildung freier Radikale.
Selen als Bestandteil der Glutathionperoxidase spielt eine wesentliche Rolle im antioxidativen
Stoffwechsel und dem Schutz des Korpers vor freien Radikalen. Messungen des
Selengehaltes im Blut im Anschluss an korperliche Leistungen zeigten einen Anstieg der

Selenkonzentration im Blut (Gallagher & Stowe, 1980; Haggett et al., 2010).
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Eine Supplementierung von Selen in Form von Na-Selenit (0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,2 ppm Se)
fiihrte zu signifikant hoheren Selengehalten im Blut (Shellow ef al., 1985). Nach Zufiitterung
von Selenhefen waren die Werte hoher als nach Gabe von Natriumselenit (Calamari et al.,
2009; Montgomery et al., 2012). Vergleicht man Serumselenwerte nach Supplementierung
mit Natriumselenat bzw. Natriumselenit, so zeigten sich keine Unterschiede (Podoll ef al.,
1992). Bei einer Supplementierung von Selen ldnger als 56 Tage zeigte sich hinsichtlich der
chemischen Bindungsform (organisch/ anorganisch) des Selens (Selenhefen vs. Na-Selenit)

kein Unterschied im Selengehalt des Blutes (Richardson ez al., 2006).

Stuten zeigten nach einer Substituierung mit Selenhefen (0,3 mg/ kg TS) hohere Selengehalte
im Plasma, in der Muskulatur und auch im Kolostrum als Probanden einer Kontrollgruppe;
auch bei den neugeborenen Fohlen dieser Stuten wurden hdhere Plasma- und

Muskelselengehalte gemessen (Karren et al., 2010).

2.24 Selenbedarf des Pferdes

Bei der Versorgung des Pferdes mit Selen ist darauf zu achten, dass der Organismus nur eine
geringe bis keine homoostatische Kontrolle dieses Spurenelements leisten kann (Wolffram,
2000; Jeroch et al., 2008). Eine forcierte bzw. zu geringe Supplementierung mit Selen fiihrt
somit zu einem Risiko der Uber- oder Unterversorgung mit Selen.

Die optimale Versorgung des Pferdes mit Selen liegt relativ nah an dem Schwellenwert zur
Toxizitit. Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die Empfehlungen einzelner Autoren zum

Selengehalt in der Futterration fiir Pferde unter Beriicksichtigung der Toxizitdtsschwelle.

Tab.4: Empfehlungen zum Selengehalt in Futterrationen fiir Pferde (mg Se/kg TS)

Empfohlener Mogliche Toxizititsschwelle Autor
Selengehalt Mangelerscheinungen
0,3-2,0 0,01 -0,10 5-40 Puls (1994)
0,1 5 NRC (2007)
0,1-0,2 3,3 (akut), 2-3 Kupper (2010)
(chronisch)
0,11-0,17 2 (chronisch) GfE (2014)

Die Bedarfszahlen variieren je nach Autor stark zwischen 0,1 — 2,0 mg Se/ kg TS, wobei ein
Gehalt von 2,0 mg Se/ kg TS (Puls, 1994) von der Gesellschaft fiir Erndhrungsphysiologie
(2014) und dem National Research Council (2007) schon als Schwellenwert zur chronischen

Toxizitit beurteilt wird.
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Zur Deckung des Erhaltungsbedarfs wird eine Selensupplementierung von 0,02 pg Se/ kg KM
empfohlen; ein durchschnittlich beanspruchtes Reitpferd sollte mit 11 pg Se/ d versorgt
werden. Zuchtstuten und Fohlen haben einen erhohten Selenbedarf (Meyer & Coenen, 2014).

Eine ausreichende Selenversorgung iiber wirtschaftseigene Grundfuttermittel ist in
Selenmangelgebieten (Mangel an Selen-speichernden Pflanzenarten im Bestand) selbst iiber

eine Selendiingung nur schwer moglich (Carmel et al., 1990; Heikens, 1992).

Der tigliche Selenbedarf des Pferdes wird sowohl von nutritiven Faktoren als auch von dem
Ausmal} korperlicher Arbeit beeinflusst (Meyer & Coenen, 2014). Unter den nutritiven
Faktoren lassen sich Wechselwirkungen zwischen dem Selenbedarf und dem Gehalt an
Vitamin E, Fettsduren und schwefelhaltigen Aminosiuren in der Futterration zusammenfassen

(Schwarz & Kirchgessner, 1979).

Besonderes Augenmerk hinsichtlich der Selenversorgung des Pferdes gilt den Selengehalten
im Erdboden und somit den Werten im Grundfutter. Gebiete in Meeresnédhe weisen eine
bessere Selenversorgung auf als Gebiete in Zentraleuropa; die selenreichsten Béden fand man
in Didnemark und den Niederlanden, wihrend Luxemburg und Osterreich als
Selenmangelgebiete gelten. Somit kommt einer individuellen und regional angepassten

Selenversorgung eine grofle Bedeutung zu (Muller ef al., 2012).

2.2.5 Bedeutung von Selen in physiologischen und pathologischen Prozessen

2.2.5.1 Immunsystem

Ein ausreichender Selengehalt im Organismus ist entscheidend fiir eine addquate Ausbildung
der zelluldren und humoralen Immunitét (Koller & Exon, 1986).

Nach Supplementierung mit Selen und Vitamin E zeigte sich bei den untersuchten Pferden
eine ausgeprigtere humorale Immunantwort auf die Impfung mit Tetanustoxin und Influenza
Virus (Baalsrud & Overnes, 1986).

In einer aktuellen Studie konnte nach Selenergéinzung in Form von Na-Selenit bzw.
Selenhefen (0,3 mg/ kg TS) keine spezifisch verbesserte Immunantwort auf die Impfung von
Ovalbumin und equinem Influenzavirus beim Pferd vermerkt werden; verglichen mit der
Kontrollgruppe, zeigten die zugefiitterten Pferde jedoch eine verstirkte Expression von IL-10.
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass ein geringer Selenstatus die Ausbildung zellulérer

Immunitdt nachteilig beeinflusst (Brummer, Hayes, Adams, et al., 2013).
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Montgomery et al. (2012) untersuchten die Effekte unterschiedlicher Selenquellen (Natrium-
Selenit/ Selenhefe) auf das Immunsystem beim Pferd. Die Probanden wurden in drei Gruppen
eingeteilt und wurden wéhrend der Studie in Einzelboxen gehalten mit tiglichem Weidegang;
alle Gruppen erhielten eine Futterration bestehend aus Heu und Hafer, welche einen
Selengehalt von max. 0,05 mg/ kg TS aufwies. Die beiden Versuchsgruppen erhielten eine
Selensupplementierung von 0,3 mg/ kg TS (Natrium-Selenit/ Selenhefe). Die immunologische
Stimulation der Lymphozyten erfolgte durch Concavalin A, die Phagozytoseaktivitit der
neutrophilen Granulozyten und die Antikorperbildung wurde anhand der Reaktion nach einer
Tollwutimpfung untersucht. Unabhéngig von der Selenquelle zeigten beide supplementierten
Gruppen im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine gesteigerte Expression von IL-1 und IL-8.
Die Pferde, welche Selenhefen erhielten, zeigten im Vergleich zu der anorganisch versorgten

Gruppe eine hohere Bildungsrate von IL-5 (Montgomery et al., 2012).

Eine Selenzulage in Form von Natrium-Selenit (0,3 mg/ kg TS) vs. Selenhefe (0,2 mg/ kg TS;
0,3 mg/ kg TS; 0,4 mg/ kg TS) fiihrte unabhingig von der Selenquelle nicht zu einer
Verdnderung der Gesamtzahl der weilen Blutkorperchen im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (0,085 mg Se/ kg TS), jedoch konnte eine Erhéhung der Lymphozytenzahl
nach Gabe von 0,4 mg Se/ kg TS Selenhefe gezeigt werden (Calamari et al., 2010).

Eine Supplementierung von Selenhefe (0,3 mg/ kg TS) im letzten Tréichtigkeitsdrittel der
Stute zeigte keinen Einfluss auf die Zusammensetzung des Kolostrums (Fett-/ Proteingehalt,
IgG) oder auf den IgG-Gehalt im Blut des Fohlens. Die Nachgeburt supplementierter Stuten
wies eine geringere Grofle plazentaler Zellen auf was moglicherweise einen positiven Effekt

auf die Plazentafunktion ausiibt (Thorson et al., 2010).
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2.2.5.2 Skelettmuskulatur

Eine Mangelversorgung des Pferdes mit Selen und Vitamin E wird assoziiert mit
fiitterungsbedingten Myopathien, auch bekannt als WeiBBmuskelkrankheit (White Muscle
Disease). Klinische Symptome dieser Erkrankung zeigen vor allem Fohlen, wobei man eine
Friihform im Alter von wenigen Tagen von einer Spétform mit zwei bis zwdlf Monaten
abgrenzt (Bostedt, 1977, 1979; Lofstedt, 1997).

Die nutritiv bedingte Weillmuskelkrankheit (klinische Symptomatik, erhohte CK-Werte) — in
Abhingigkeit von niedrigen Serumselengehalten - konnte bei unter 30 Tagen alten Fohlen
bestitigt werden; sieben der acht untersuchten Fohlen, welche jiinger als 30 Tage waren und
Symptome der WMD zeigten, hatten Selenwerte von < 1,26 pumol/ I (Streeter et al., 2012).
Die Friihform der nutritiven Muskeldegeneration (NMD) entwickelt sich bereits intrauterin
als Folge einer unzureichenden Selenversorgung der Stute wéhrend der Hochtriachtigkeit. Die
Fohlen zeigen in den ersten Lebenstagen mit Apathie, Anorexie, Orientierungslosigkeit und
muskuldre Schwiche undifferenzierte Krankheitssymptome, welche schwer von
Infektionskrankheiten, einem Fehlanpassungssyndrom oder Entgleisungen des metabolischen
Stoffwechsels abzugrenzen sind (Bostedt, 1977).

Studien zeigten, dass Mutterstuten erkrankter Fohlen geringe Serumselenwerte aufwiesen
(Higuchi et al., 1989).

Bei der Spatform der Weilmuskelkrankheit im Alter von zwei bis zwdlf Monaten sind meist
nur einzelne Muskelgruppen betroffen; je nach Funktion der betroffenen Muskulatur duflern
sich die Symptome in einer Verhdrtung der lokomotorischen Muskulatur, erschwerter
Atmung, Dysphagien und Herzproblemen. Die massive Zerstorung von Muskelzellen fiihrt zu

einer dunklen Verfarbung des Harns (Myoglobinurie) (Bostedt, 1979; Dill & Rebhun, 1985).

Akut verlaufende, nutritiv bedingte Myopathien beim erwachsenen Pferd scheinen nur sehr
selten vorzukommen (Owen et al., 1977; Step et al., 1991; Zentek, 1991).

Das Vorliegen eines Selen- und Vitamin E — Mangels als Ursache fiir die Entstehung einer
Belastungsmyopathie beim adulten Pferd wird kontrovers diskutiert.

Zentek (1991) untersuchte Myopathien an sechs Pferden aus einem Reitpferdebestand in
einem Selenmangelgebiet und sieht einen Zusammenhang zwischen einer unzureichenden
Versorgung von Pferden mit Selen und dem Auftreten von Belastungsmyopathien sowie

einem Leistungsabfall.
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Andere Autoren ziehen keine direkten Schliisse aus einer Selenmangelversorgung als Ursache
fiir Belastungsmyopathien beim Pferd, empfehlen jedoch sowohl prophylaktisch wie auch
therapeutisch Selen in der Ration zu erginzen (Stashak, 2008).

Eine Untersuchung der Effekte einer Supplementierung von Vitamin E und Selen iiber 120
Tage auf subjektive Aspekte beim Reiten, welche in Zusammenhang mit Storungen des
Muskelstoffwechsels stehen, ergab sowohl in den substituierten wie auch in den
Placebogruppen eine verbesserte Durchldssigkeit und eine verringerte Intensitdt der

Schweillbildung beim Reiten (Kienzle ef al., 2006).

2.2.6 Bedeutung von Selen im antioxidativen Stoffwechsel

Selen ist ein Bestandteil der Glutathionperoxidase; das Enzym Glutathionperoxidase spielt als
Komponente des antioxidativen Stoffwechsels eine entscheidende Rolle bei der Regulation
von Hydroperoxiden in der Zelle (Arthur, 1997; Ferguson & Karunasinghe, 2011).

Das cytosolische Enzym der Superoxiddismutase katalysiert im Vorfeld die Umbildung des
Sauerstoffradikals Superoxid zu Wasserstoffperoxid und steht somit in engem Zusammenspiel
mit der Glutathionperoxidase (Sunde & Hoekstra, 1980).

Ein verdnderter Selenstatus des Organismus, bedingt durch einen Selenmangel oder eine
Supplementierung, steht in Verbindung mit einer Verdnderung der GPx-Aktivitdt und somit
des antioxidativen Systems (Brummer, Hayes, Dawson, et al., 2013).

Shellow et al. (1985) wiesen nach einer 12-wochigen Supplementierung von Natrium-Selenit
in verschiedenen Dosierungen (0,05 ppm — 0,Ippm — 0,2ppm) einen linearen Anstieg des
Blutselenspiegels bei den untersuchten Pferden nach, konnten aber keinen Effekt auf die GPx-
Aktivitit feststellen.

In einer neueren Studie von Karren et al. (2010) fiihrte eine Zufiitterung von Selenhefen (0,3
mg/ kg TS) bei tragenden Stuten weder zu einer Verdnderung der GPx bei den Stuten selbst
noch bei deren Fohlen; die Selengehalte im Plasma, in der Muskulatur und im Kolostrum der
Stuten stiegen nach der Supplementierung an.

In den Untersuchungen von Shellow et al. (1985) und Podoll et al. (1992) konnte bei einem
Selengehalt in der Grundration von 0,06 mg/ kg TS weder ein Einfluss der aufgenommenen
Selenmenge (Shellow: 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,2 ppm; Podoll: 0,3 mg/ kg TS) noch der

Bindungsform (Na-Selenit vs. Na-Selenat) auf die Aktivitdt der GPx nachgewiesen werden.



24

Deaton et al. (2002) untersuchten die Auswirkungen einer ,,antioxidativen Diét“, basierend
auf Vitamin E, C und Selen, auf die gesamte antioxidative Kapazitidt und die antioxidative
Kapazitit im Blut sowie in der Lunge im Zustand korperlicher Ruhe und unter Belastung.
Beim gesunden Pferd und einer ausgewogenen Futterration zeigte eine Supplementierung mit
Antioxidantien keinen positiven Effekt auf die Lungenfunktion wéhrend eines moderaten
Leistungsniveaus. Die Notwendigkeit einer Verabreichung von Antioxidantien ergibt sich bei
unausgewogenen Futterrationen, bei hoher Leistungsintensitit und -dauer sowie wihrend
eines Krankheitsgeschehens oder durch andere zusétzliche Stressoren.

Richardson et al. (2006) haben in ihrer Studie die Effekte unterschiedlicher Selengaben bei
Pferden eruiert. Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen eingeteilt: eine Gruppe ohne
zusitzliche Selenergénzung mit einem Selengehalt von 0,15 mg/ kg TS in der Grundration,
eine Gruppe erhielt 0,41 mg Na-Selenit/ kg TS in der Ration und eine Gruppe wurde mit 0,46
mg Zink-L-Selenomethionin/ kg TS zugefiittert.

Die GPx-Aktivitdit im Blut stieg im Laufe des Fiitterungsversuches bei allen Gruppen
unabhingig von der Menge des aufgenommenen Selens und auch von der Selenquelle an. Es
zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Hohe des Plasmaselenspiegels und der GPx-
Aktivitit. Bei der mit Zink-L-Selenomethionin supplementierten Gruppe konnten die
hochsten Selenspiegel im Plasma gemessen werden, die Aktivitidt der GPx lag jedoch unter
den Werten der anderen Gruppen.

Haggett et al. (2010) untersuchten den Blutselenstatus bei Distanzpferden im Verlauf
korperlicher Leistungen. Physische Arbeit erhoht die Produktion freier Sauerstoffradikale im
Blut und fiihrt zu einer Verschiebung des oxidativ-antioxidativen Gleichgewichts. Als
Bestandteil der Glutathionperoxidase spielt Selen als antioxidativer Katalysator eine
entscheidende Rolle. Hohere Selenwerte im Blut fiihrten allerdings nicht zu verbesserten
Leistungen, jedoch konnte bei Pferden, welche den Ritt iiber die volle Distanz beendeten
durchschnittlich hohere Werte nachgewiesen werden als bei den disqualifizierten
Teilnehmern. Es konnte ein Anstieg der Blutselenwerte im Anschluss an korperliche

Leistungen vermerkt werden.

In der Studie von Contri et al. (2011) zeigte sich, dass eine Supplementierung mit
Antioxidantien (1500 mg a-Tocopherol Acetat, 360 mg Zink, 2,5 mg Selenhefe) die Fahigkeit
des Seminalplasmas, oxidativen Stress zu reduzieren, verbesserte und positiv korrelierte mit

der Motilitdt der Spermien.
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2.3 Antioxidativer Stoffwechsel

2.3.1 Ocxidatives System

Reaktive  Sauerstoffspezies (ROS) sind sauerstoffenthaltende Molekiile, welche
reaktionsfreudiger sind als der Sauerstoff in der Luft (Noguchi, 1999). ROS umfassen sowohl
freie Radikale wie auch reaktive Verbindungen mit freien Elektronen in der duflersten Schale
(Peroxynitrite, Hydroperoxide, Hypochlorsdure).

Freie Radikale sind Molekiile, Molekiilfragmente oder Atome, die in ihren AuBenschalen
einzelne oder mehrere ungepaarte (freie) Elektronen aufweisen, welche die
Reaktionsfreudigkeit von Molekiilen maBgeblich erhohen (Halliwell, 1999).

Die Gruppe der freien Radikale umfasst Hydroxyl-, Hydroxyperoxyl-, Superoxidanion-,
Alkoxyl-, a-Tocopheryl-, Askorbyl- und Kohlenwasserstoffradikale.

Freie Radikale entstehen durch homolytische Spaltung eines Elektronenpaares, ausgelost
durch thermische, chemische, elektrochemische, mechanische oder strahlungsbedingte
Energie; gebildet werden zwei reaktive radikalische Atome mit ungepaarten Elektronen
(Ohlenschlédger, 1995).

Der Organismus ist permanent exogenen wie endogenen Oxidantien ausgesetzt. Exogene
Oxidantien spielen vor allem im Bereich der Atemwege eine Rolle, welche mit inhalierten
Oxidantien wie Ozon, Feinstaubpartikeln und Endotoxinen konfrontiert werden (Lykkesfeldt
& Svendsen, 2007).

Endogene Radikale lassen sich abhingig von ihrer Entstehung in drei Gruppen einteilen. Im
Verlauf der Atmungsketten-Phosphorylierung in den Mitochondrien entstehen Superoxid-
Radikale durch Reduktion von molekularem Sauerstoff (Niviére, 1995; Kowaltowski &
Vercesi, 1999); der Atmungsketten-Phosphorylierung kommt vor allem bei Erhéhung des
Sauerstoffverbrauches (oxidativer Stress) im Rahmen korperlicher Leistungen eine grof3e
Bedeutung zu (Art & Lekeux, 1993).

Radikale entstehen dariiber hinaus enzymabhingig beim Purinabbau tiber die Xanthinoxidase,
im Verlauf der Arachidonsiurekaskade iiber die Cyclooxygenase und die Lipooxygenase und
bei Detoxifikationsprozessen liber Cytochrom P-450 (Niviere, 1995).

Weiterhin entstehen Sauerstoffradikale im Verlauf von Entziindungsprozessen in neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen. Oxidantien spielen im Rahmen der unspezifischen
Immunantwort eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung und Bekdmpfung von eindringenden

Mikroorganismen (Kowaltowski & Vercesi, 1999; Kobayashi et al., 2001).
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Die Aktivierung der Phagozyten zur Synthese von ROS erfolgt durch Komplement-
Spaltprodukte, Immunkomplexe, Endotoxine und Autoaktivatoren wie Leukotrien B und den

Thrombozyten-aktivierenden Faktoren (Miiller-Peddinghaus, 1987).

2.3.2 Antioxidative Schutzsysteme

Die antioxidativen Schutzsysteme des Korpers gliedern sich in  priventive
Abwehrmechanismen, Antioxidantien und Reparatursysteme (Cheeseman & Slater, 1993).
Exogen konnen die korpereigenen Radikal-Abwehrmechanismen durch oral aufgenommene
antioxidative Zusatzstoffe positiv beeinflusst werden (Young & Woodside, 2001).
Antioxidantien dienen dem Schutz von Zellmembranen und Komponenten des Zytosols vor
Schiaden durch freie Radikale. Antioxidantien vermdgen freie Radikale zu inaktivieren, in
weniger reaktive Formen zu transformieren und von Radikalen induzierte Kettenreaktionen zu
unterbrechen (Winnefeld, 1996).

Die wichtigsten enzymatischen Antioxidantien sind die Superoxiddismutase (SOD), die
Katalase (CAT) und die Glutathionperoxidase (GPx) (Fridovich, 1995).

Nicht enzymatische Antioxidantien umfassen Vitamin E, Vitamin C, B-Karotin, Glutathion,
Flavine, organische Sduren, Plasmaproteine und technische Antioxidantien (Sies & Cadenas,
1985).

Enzymatische Antioxidantien zeigen effizientere Anpassungsmechanismen an freie Radikale
als nicht enzymatische (Ohlenschldger, 1995). Antioxidative Enzyme katalysieren die
Transformation von Superoxidanionen in Hydrogenperoxide (H,O,) und Wasser. Die
Spurenelemente Selen (Se), Zink (Zn), Kupfer (Cu) und Mangan (Mn) katalysieren unter
anderem die Enzymaktivitit der Glutathionperoxidase (Se) und der Superoxiddismutase (Zn,
Mn, Cu) (Maughan, 1999; Mates, 2000).

Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Reaktion von Superoxid-Radikalen zu
Wasserstoffperoxid:

20, +2H" > 0, + H,0,

SOD kommt sowohl in den Mitochondrien als Mangan-katalysiertes Enzym (Mn-SOD) als
auch im Zytosol vor (CuZn-SOD).

AnschlieBend katalysiert die Katalase Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff:

2 HzOz - Hzo + Oz
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Die Glutathionperoxidase ist selenhaltig und wandelt Glutathionsulfydryl (GSH) in
Anwesenheit von H,O; zu Glutathiondisulfid (GSSG) und Wasser um:

H,0, + 2GSH - H,0 + GSSG

Antioxidantien lassen sich in endogene und exogene Systeme einteilen. Die endogenen oder
korpereigenen antioxidativen Schutzsysteme umfassen Enzyme (SOD, CAT, GPx), welche
Radikale aktiv inaktivieren bzw. transformieren und antioxidativ wirkende Substanzen wie
Glutathion, Harnsédure, Bilirubin, Ubiquinol, NADH und NADPH. Metallbindende Proteine,
sogenannte Chelatbildner (Albumin, Coeruloplasmin, Metallothionin, Transferrin, Ferritin
und Myoglobin), zeigen ebenfalls eine antioxidative Wirkung (Winnefeld, 1996; Kleczkowski
et al.,2004)

Exogene Antioxidantien sind Substanzen, welche iiber die Nahrung aufgenommen werden
und auch gezielt supplementiert werden konnen wie Vitamin C, Vitamin E, Karotinoide,
Flavonoide, Spurenelemente, Allopurinol, Glucocorticoide, Iodid, Desferrioxamin, L-Arginin

und Dimethylsulfoxid (Winnefeld, 1996; Fiirll et al., 1999).

2.3.3 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress entsteht als Folge eines Ungleichgewichtes zwischen pro- und
antioxidativen Prozessen und deutet darauf hin, dass die antioxidative Kapazitit eines
Individuums iiberschritten ist (Stohrer et al., 2002). Sowohl eine erhohte Bildung von
Radikalen im Gewebe als auch eine Unterversorgung mit niedermolekularen Antioxidantien
oder die Hemmung antioxidativer Enzymsysteme fithren zu oxidativem Stress (Halliwell,
1999). Oxidative Gewebeschidden entstehen zunehmend mit einer Abnahme beziehungsweise
Uberlastung kdrpereigener antioxidativer Schutz- und Reparaturmechanismen (Lykkesfeldt &
Svendsen, 2007).

Besondere Angriffspunkte fiir freie Radikale bieten ungesittigte Fettsduren in
Zellmembranen, Eiweilstrukturen und Cholesterin; Oxidantien konnen somit alle wichtigen
Stoffwechselprozesse des Korpers, die Reaktivitdt des Immunsystems und die Integritit von
Zell- und Mitochondrienmembranen beeinflussen. Uber oxidative Verinderungen der DNA
kann es sogar zu Schiden des Erbgutes kommen (Gramzow, 2001).

Oxidativer Stress stellt somit die pathogenetische Grundlage vieler chronischer Erkrankungen
dar. Freie Radikale als pathogenes Agens spielen in der Humanmedizin beispielsweise bei
chronischen Polyarthritiden, Colitis ulcerosa, Diabetes mellitus, Entziindungen jeglicher

Form, Ischdmien, Katarakt und verschiedenen Tumorerkrankungen, Arteriosklerosen und
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kardialen Myopathien eine priadisponierende Rolle. Oxidativer Stress vermag die Reaktivitit
phagozytierender Zellen negativ zu beeinflussen und tridgt mallgeblich zu altersassoziiertem
zelluldirem und systemischem Organversagen bei (Martin et al., 1996; Finkel & Holbrook,

2000; Guarente & Kenyon, 2000).

2.34 Radikalassoziierte Erkrankungen beim Pferd

2.3.4.1 Recurrent airway obstruction (RAO)

In der Humanmedizin ist die Beteiligung von freien Radikalen an der Pathogenese diverser
Lungenerkrankungen (Heffner & Repine, 1989), wie zum Beispiel dem Akuten
Respiratorischen Distress Syndrom (Baldwin et al., 1986), Asthma (Barnes, 1990) und
chronischer Bronchitis (Cantin & Crystal, 1985), bereits lange bekannt. Oxidantien
beeintrachtigen iiber diverse Pathomechanismen die Funktion des Atmungstraktes. Reaktive
Sauerstoffradikale konnen die Schleimproduktion epithelialer Zellen erhhen, Mastzellen in
der Mukosa des Atmungstraktes aktivieren und zu einer Bronchokonstriktion fiihren; somit

erhoht sich die Empféanglichkeit fiir Infektionen (Barnes, 1990).

Auch bei Pferden mit rezidivierenden obstruktiven Lungenerkrankungen lassen sich
Parallelen ziehen; so konnten bei Pferden mit RAO erhohte Gehalte von GSH, GSSG, 8-
Isoprostan und MPO sowie reduzierte Vitamin C-Werte im Bronchialsekret und erhorte GSH-
und GSSG-Werte in Erythrozyten gemessen werden (Art et al., 1999; Kirschvink, Art, et al.,
2002; Deaton et al., 2004; Art et al., 2006).

Pulmonale oxidative Marker und Antioxidantien korrelierten mit dem Grad der entziindlichen
Verdnderung der Atemwege, vor allem mit dem Anteil neutrophiler Granulozyten im BAL-
Sekret (Kirschvink, Art, et al., 2002; Deaton et al., 2004; Art et al., 20006).

Kirschvink et al. (2002) stellten eine signifikante Korrelation zwischen Funktionsparametern
der Lunge und oxidativen Markern bei RAO-erkrankten Pferden dar; die Ergebnisse deuten
einen direkten Einfluss von oxidativem Stress auf die Lungenfunktion an.

Deaton et al. (2004) zeigten, dass der Gehalt an H,O, im Kondensat der Ausatemluft mit dem
Gehalt an Ascorbinsdure im Bronchialsekret korrelierte.

Pferde mit obstruktiven Lungenerkrankungen zeigten dauerhaft eine erhohte Aktivitdt der
GPx in Erythrozyten; die GPx-Aktivitit der Leukozyten erhdhte sich nur wéhrend bzw. nach
der Konfrontation mit staubigem Heu und Stroh. Staubexposition lie auch die GPx —

Aktivitat im BAL-Sekret ansteigen. Die Vitamin C-Konzentration im BAL-Sekret von RAO-
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Patienten glich unter Normalbedingungen der von gesunden Probanden; die Konfrontation
mit staubigem Heu bzw. Stroh fiihrte zu erniedrigten Werten bei erkrankten Pferden (Tan et
al.,2010).

Youssef ef al. (2012) untersuchten diverse antioxidative Marker im Serum von Zugpferden
mit akuten oder chronischen Erkrankungen der unteren Atemwege. Bei erkrankten Pferden
konnte ein signifikanter Abfall der Spurenelemente Se, Cu, Zn, Fe und ein Anstieg des Cu/
Zn-Verhiltnisses und von Mn nachgewiesen werden. Bei chronisch erkrankten Pferden war
im Vergleich zu akuten Zustinden Se signifikant reduziert und Mn erhdht. Pferde mit
Atemwegserkrankungen  zeigten einen  Anstieg von  Malondialdehyd, LDL,
Hydrogenperoxiden und Glutathionreduktase; es konnte ein signifikanter Abfall der
Enzymaktivititen der Glutathion-S-Transferase und der Katalase gemessen werden. Bei akut
erkrankten Pferden fiel sowohl eine negative Korrelation zwischen der Glutathionreduktase-
Aktivitit und H,O;, als auch zwischen LDL und der Katalaseaktivitit auf, wdhrend in
chronischen Féllen eine negative Korrelation zwischen Selenwerten und MDA vorlag. Die
Ergebnisse der Untersuchung deuten an, dass oxidativer Stress in Verbindung mit erh6hten
Werten des antioxidativen Stoffwechsels charakteristisch ist fiir Erkrankungen der unteren
Atemwege.

Eine Untersuchung iiber die Evaluierung oxidativer Stress-Marker (ROS, FRAP,
schwefelhaltige Antioxidantien, oxidierte Proteinbestandteile) beim Vollblutfohlen zeigte
einen erhdhten oxidativen Stress-Index bei Fohlen in der Rekonvaleszenzphase einer
Pneumonie. Fohlen mit Erkrankungen der oberen Atemwege hatten erhohte
Hydrogenperoxidgehalte in der Ausatemluft und reduzierte schwefelhaltige Antioxidantien
gekoppelt mit erhohten oxidierten Proteinbestandteilen im Blut. Lokale und systemische
oxidative Stressmarker variierten nicht zwischen verschiedenen Herkunftsstéllen oder
zwischen den Geschlechtern (Po et al., 2013).

Pferde mit tempordren obstruktiven Lungenerkrankungen im Sommer auf der Weide hatten
erhohte Nitritoxidase-Aktivititen in den Alveolen (Costa et al., 2001).

Analog zu humanmedizinischen Asthmastudien, wurden auch in der Tiermedizin zunehmend
die Auswirkungen einer oralen Supplementation mit Antioxidantien in Form von Vitamin C
und E, Selen und natiirlichen Flavonoiden bei Pferden mit obstruktiven Lungenerkrankungen
erforscht (Deaton et al., 2002; Kirschvink, Fievez, et al., 2002). Die Ergebnisse zeigten, dass
die Zulage von Vitaminen und Spurenelementen die Blutkonzentrationen dieser signifikant

erhohte, ebenso stiegen die Vitamin C-Gehalte im Bronchialsekret an. Dagegen blieben
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andere oxidative Marker unbeeinflusst. Es zeigte sich ein verbesserter Bronchoskopie-Score,
funktionelle Parameter konnten allerdings nicht positiv beeinflusst werden.
Leistungsinduziertes Lungenbluten beim Rennpferd (EIPH) scheint auch mit einem
Ungleichgewicht des antioxidativen Stoffwechsels zu korrelieren. Radikale vermdgen den
Stickstoffmonoxid-Gehalt in der Lunge zu verringern und induzieren eine erhohte Synthese
vasokonstriktorisch wirkender Agentien; dies fiihrt zu einem erhéhten Druck im pulmonalen
GefédBlsystem und kann folglich zur Ruptur von Kapillaren fiihren (Mills & Higgins, 1997).
Als weiterer Mechanismus in der Pathogenese des Lungenblutens wird die radikalinduzierte
Veranderung der  Membranfluiditdit  der  Erythrozyten  diskutiert.  Extreme
Belastungssituationen reduzierten die Membranfluiditdt von Erythrozyten signifikant. Bei
einer reduzierten Fluiditét der Erythrozytenmembran, erhdht sich gleichsam die Viskositdt des
Blutes, was in einer erhdhten Gefaflspannung resultiert (Baskurt & Meiselman, 1999; de

Moftarts et al., 2006; Portier et al., 2006).

2.3.4.2 Neurologische Erkrankungen

Ein Ungleichgewicht im antioxidativen Stoffwechsel wird auch mit diversen neurologischen
Erkrankungen des Pferdes in Verbindung gebracht, beispielsweise mit der Pathologie der
Grass-Sickness (McGorum et al., 2000; McGorum et al., 2003), der Equinen Motor Neuron
Disease (EMND) (de la Rua-Domenech et al., 1997; Hahn & Mayhew, 1997; Divers et al.,
2006; McGorum et al., 2006) und der equinen degenerativen Myeloencephalopathie (Blythe
etal., 1991).

An EMND erkrankte Pferde wiesen hohe Serumkonzentrationen an Kupfer (prooxidativ) und
erniedrigte Vitamin E Gehalte sowie einen Mangel an Selen auf (Divers et al., 2006).
Delguste et al. (2007) konnten bei Pferden aus einem Stall, in dem Fille von Equine Motor
Neuron Disease auftraten, signifikant verdnderte Parameter des antioxidativen Stoffwechsels
(Vitamin E: 1,82 mg/ g Cholesterol; SOD: 1095 IU/ g Hb; GPx: 35,5 IU/ g Hdmoglobin)
nachweisen.

Pflanzen von Weidefldchen auf denen Fille von Equine Grass Sickness auftraten, wiesen
reduzierte antioxidative und erhohte pro-oxidative Aktivititen auf. Es konnten erhohte
Fruktangehalte sowie reduzierte Konzentrationen von Weinsdure und Vitamin C
nachgewiesen werden. Diese Befunde wurden in Verbindung gebracht mit erhohtem
oxidativen Stress fiir die dort grasenden Pferde. Bei Fillen von Equine Grass Sickness

konnten erhohte Dihydroxyphenylalanin-Werte im Blut der Patienten gemessen werden, was
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moglicherweise auf einen generell gestorten Catecholamin-Metabolismus schlieBen lésst.
Catecholamine werden durch Oxidation von Tyrosin produziert, die durch freie
Sauerstoffradikale katalysiert wird (McGorum et al., 2000; McGorum et al., 2003).

McFarlane et al. (2005) erwigen einen Zusammenhang von oxidativem Stress und dem
Verlust von Neuronen bei Pferden mit Cushing Syndrom. Es konnte ein Anstieg von 3-
Nitrotyrosin, einem Marker fiir oxidativen Stress, bei den Versuchspferden nachgewiesen
werden. Dies wurde in der Humanmedizin ebenfalls bei Patienten mit Parkinson, Alzheimer

und multipler Sklerose beobachtet (Spencer et al., 1996; Keen et al., 2004).

2.3.4.3 Muskelerkrankungen

Oxidativer Stress kann auch als Ausloser fiir muskuldre Dysfunktionen fungieren. Fohlen mit
White Muscle Disease zeigten eine verminderte GPx-Aktivitdt und einen Mangel an Selen
und Vitamin E (Caple et al., 1978; Lofstedt, 1997).

Auch bei Pferden mit atypischer Weidemyopathie scheint ein Ungleichgewicht im
antioxidativen Stoffwechsel beteiligt zu sein (Finno et al., 2006).

Belastungsinduzierte Myopathien bei Pferden konnen auf Lipid-Peroxidation durch Radikale
zuriickgefiihrt werden; nach einer schnellen Arbeit auf dem Laufband stiegen die
Konzentration peroxidierter Phosphatidylethanolamine und die des Malondialdehyds in den
Muskelfasern an (Matsuki ez al., 1991; Avellini et al., 1999).

Meijer et al. (1990) untersuchten Verdnderungen in der Skelettmuskulatur bei
Rhabdomyolyse-sensitiven Trabrennpferden nach dem Training. Rennleistungen nahe der
individuellen Belastungsgrenze erhohten die Aktivitidten von Glc-6-Phosphat-Dehydrogenase,
Phosphogluconat-Dehydrogenase, Glutathionreduktase und GPx signifikant und von SOD
und Katalase geringgradig.

Pferde mit postandsthetischer Myositis zeigten einen signifikanten Anstieg der Anti-Perferryl-
Aktivitét, sobald die Muskulatur nach Gewichtsentlastung wieder besser durchblutet wurde.
Auslosend fiir die Form der Myositis scheint die Kombination aus halogenierten
andsthetischen Agenzien in Verbindung mit einer Ischdmie der Muskulatur durch
Hypotension und Kompression. Eine massive Freisetzung von ROS fiihrt zu einer
Lipidperoxidation von Zellmembranen und somit zu Lisionen der Muskelzellen (Lindsay et

al., 1980; Grandy et al., 1987; Serteyn et al., 1990).
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2.3.4.4 Perfusionsstorungen

Ischdmien und Reperfusionsprozesse sind nicht nur an der Pathogenese muskulédrer Probleme
beteiligt. Auch bei intestinalen Koliken ist nach vorangegangener Ischdmie durch
Darmverlagerungen oder Obturationen und nachfolgender Reperfusion des Gewebes eine
massive Freisetzung von ROS zu beobachten. Versuche an isolierten Darmschlingen von
Jejunum und groBem Kolon an andsthesierten Pferden zeigten signifikant verdnderte
Parameter des antioxidativen Stoffwechsels nach einer Ischdmie iiber zwei Stunden und
darauffolgender Reperfusion. 60 bzw. 120 Minuten nach beginnender Reperfusion der
Darmschlingen konnten in Gewebeproben des Jejunums hohe Konzentrationen von
Malondialdehyden und Alkenen nachgewiesen werden sowie eine Anreicherung von
Superoxiden in Endothelzellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Ischimien des
Kolons fiihrten in dieser Untersuchung nicht zu veranderten oxidativ-antioxidativen Werten
(Kooreman et al., 1998).

Die Aktivitit der Myeloperoxidase im Plasma erhohte sich signifikant bei Kolonobturationen;
dieser Parameter eignet sich zur Einschitzung des Schweregrades der Strangulation und
unterstreicht die Freisetzung von ROS sowie eine Aktivierung von Leukozyten im Verlauf
von intestinalen Ischdmien (Grulke et al., 1999).

Durchblutungsbedingte Storungen lassen sich auch im Krankheitsgeschehen der Hufrehe
beobachten. Dabei bedingt eine initiale Entziindungsreaktion die Freisetzung von ROS. Freie
Radikale spielen die Hauptrolle in der Pathophysiologie der Hufrehe. In rezenten Studien
zeigte sich, dass die equine Huflederhaut nur eine limitierte SOD-Aktivitéit aufweist, was die
Sensitivitdt gegeniiber oxidativen Stress begriinden kann (Loftus et al., 2007).

In der Humanmedizin geht man davon aus, dass oxidativer Stress auch im Infarktgeschehen
eine entscheidende Rolle spielt (Kaminski et al., 2002). Nach anhaltender Ischdmie
freigesetzte Radikale bedingen durch Peroxidation von Membranlipiden die

Reperfusionsschiden am Herzmuskel (Ambrosio et al., 1991; Paradies et al., 1999)
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2.3.4.5 Gelenkerkrankungen

Untersuchungen erkrankter Gelenke beim Pferd zeigten erhohte Gehalte von Proteincarbonyl
und 8-Isoprostan, einem Indikator fiir Lipidperoxidation, in der synovialen Fliissigkeit
(Dimock et al., 2000; Daix, 2007).

Bei Pferden mit Osteoarthritis konnten erhdhte Gehalte von Nitrotyrosin und Nitriten im
Knorpelgewebe und in subchondralen Knochenstrukturen gemessen werden (van der Harst et
al., 2006).

Studien mit in-vitro kultivierten Synoviozyten zeigten eine erhohte ROS-Freisetzung nach
wiederholten Zyklen von Sauerstoffentzug mit anschlieBender Reoxygenierung; dies kdnnte

die Entstehung einer Osteoarthritis begiinstigen (Schneider et al., 2005)

2.3.4.6 Chronische intestinale Erkrankungen

Fir die Entstehung chronischer intestinaler Erkrankungen werden radikalbedingte
Lipidperoxidationen der Zellmembranen des Darmes verantwortlich gemacht (Parks et al.,
1984).

Das Darmepithel dient nicht nur als Barriere gegeniiber Schadstoffen zwischen dem
Darmlumen und dem restlichen Organismus, seine Hauptfunktion liegt in der Resorption von
Néhrstoffen und Wasser aus der Ingesta. Oxidativer Stress kann die Funktion des
Darmepithels nachhaltig beeintrachtigen. Auftretende Schiden am Darmepithel korrelieren
mit dem Ausmal einer Ischdmie und den nachfolgenden Reperfusionsschidden. Eine Ischdmie
des Darmes fiihrt zu zelluldren Verdnderungen der Mukosa. Im Rahmen der nachfolgenden
Reperfusion des Gewebes werden massiv hoch reaktive zytotoxische Sauerstoffradikale

eingeschwemmt (Argenzio & Hintz, 1970; Snyder, 1989).
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2.3.5 Ocxidativ/ Antioxidatives Gleichgewicht bei physiologischen Prozessen

2.3.5.1 Reproduktion

Aus humanmedizinischen Studien im Bereich der Reproduktion und der Endokrinologie geht
hervor, dass ROS sowohl bei diversen physiologischen Prozessen, als auch bei pathologischen
Prozessen wie beim Abortgeschehen oder der Pathogenese von Endometriosen eine
Schliisselfunktion spielen (Agarwal & Allamaneni, 2004).

Beim Pferd wurde die Bedeutung von Radikalen vor allem beim Hengst anhand der
Samenqualitdt untersucht (Baumber et al., 2000; Baumber et al., 2002). Der Einfluss freier
Radikale sowie die Kryokonservierung fiihren zu einer Fragmentation der DNA im Samen
des Hengstes (Baumber et al., 2003).

ROS spielen vor allem bei Tiefgefriersperma eine Rolle bei der Zusammensetzung von

stabilisierenden Samenverdiinnern (Aurich, 2005).

2.3.5.2 Korperliche Leistung / Belastung

In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien beim Pferd durchgefiihrt, um den Einfluss
korperlicher  Leistungen  verschiedener Dauer und Intensitit unter diversen
Umweltbedingungen auf den antioxidativen Status zu ermitteln.

Ein erhohter Sauerstoffverbrauch unter korperlichen Leistungsbedingungen steigert den
mitochondrialen Elektronentransport in die Muskelzellen (Di Meo & Venditti, 2001). Die
freigesetzten Radikale senken iiber Peroxidationsmechanismen die Membranintegritit von
Muskelzellen und begiinstigen somit das Auftreten muskuldrer Schiaden. Des Weiteren wurde
im Verlauf korperlicher Belastung ein Verlust von Muskelenzymen sowie eine gesteigerte
Lipidperoxidation ermittelt (Williams et al., 2004).

In Abhéngigkeit von der Intensitit kdrperlicher Leistung nimmt die Sauerstoffversorgung der
Muskulatur ab; die in der Rekonvaleszenz auftretende Reperfusion kann zur forcierten
Bildung freier Radikale fithren. Entscheidend bei der Regulation der Balance zwischen dem
metabolischen und dem antioxidativen Schutzmechanismus der Muskulatur beim Sportpferd
scheint vor allem der mitochondriale Komplex I zu sein (Ceusters et al., 2013).

Die Quantitdt freigesetzter Radikale ist wahrscheinlich sowohl von Art, Dauer und Intensitét
korperlicher Belastung, dem Trainingszustand der Versuchspferde wie auch den klimatischen
Bedingungen abhingig (Kirschvink ez al., 2008). Je linger ein Organismus korperlicher

Belastungen ausgesetzt ist, desto eher entsteht oxidativer Stress (Kirschvink, Art, er al.,
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2002). Dies ldsst sich moglicherweise auf eine zunehmende Abschwéchung der korpereigenen
antioxidativen Kapazitit zuriickfiithren (Marlin et al., 2002; Deaton, 2006).

Eine leistungsinduzierte Verdnderung des antioxidativen Status tritt aber nicht zwingend
schon wihrend oder unmittelbar nach Belastung auf, sondern zum Teil mit einem zeitlichen
Verzug von 16 — 24 Stunden (Balogh et al., 2001; Marlin et al., 2002).

Im Verlauf eines 140 km Ausdauerrittes stiegen die CK und AST an, wihrend die Gehalte
von Vitamin C und Glutathion erst zeitverzogert nach der Belastung abfielen.

Bei starker korperlicher Belastungen unter Rennbedingungen stiegen oxidative Marker wie
Isoprostan, MDA und Glutathion signifikant an (Chiaradia et al., 1998; Kirschvink et al.,
1999).

Sich wiederholende Einheiten korperlicher Belastungen im Sinne eines Trainings fordern
nachweislich die antioxidative Kapazitit eines Individuums. Nach einer zwdolfwdchigen
Trainingsperiode konnte bei Trabern ein Anstieg folgender Antioxidantien im Blutplasma
beobachtet werden: Vitamin C, Harnsdure, GPx, SOD (de Moftarts et al., 2007).

Menn (2006) untersuchte die Auswirkungen von Hypoxietraining auf den oxidativen Stress
und die physiologische Leistungsfihigkeit an Maultieren und Haflingern. Die Ergebnisse
deuten an, dass Hypoxietraining die antioxidative Kapazitit gegen freie Radikale erhoht; es
konnten erhohte Gehalte von Vitamin C, TEAC, GPx erzielt werden.

Untersuchungen an Rennpferden ermittelten eine direkte Auswirkung korperlicher Belastung
auf den Gehalt an ROS und Homocystein-Werte im Blut unmittelbar nach Rennbelastung
(Fazio et al., 2009).

Moderates Training verdnderte Parameter des antioxidativen Stoffwechsels bei jungen
Trabern. Mit zunehmender korperlicher Anstrengung kam es zu einem Abfall von GPx,
NADP" und GSH/ GSSG und einem Anstieg von GSSG; mit Ausnahme der GPx-Aktivitit
blieben die Werte auch 60 Minuten nach Belastung unverdndert. Die Aktivitdt der
Glutathionreduktase stieg erst 60 Minuten nach Belastung signifikant an (Janiak et al., 2010).
Niedzwiedz et al. (2012, 2013) untersuchten den antioxidativen Status des Pferdes unter
Transportbedingungen. Ein achtstiindiger Transport erhohte nicht nur die Herz- und
Atemfrequenz der Versuchspferde, sondern fiihrte auch zu einer erhohten Aktivitdt der FRAP
(ferric-reducing ability of plasma). Die Aktivitit der Glutathionreduktase reduzierte sich
unmittelbar nach dem Transport, 24 Stunden spéter konnten bereits wieder Normalwerte
ermittelt werden. Die Glutathionperoxidase fiel mit einer Verzégerung von 24 Stunden ab,

wihrend die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase durch den Transport unbeeinflusst blieb.
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Die transportbedingte Verdnderung des antioxidativen Status erkldrt mdoglicherweise das

Auftreten einer erhohten Infektanfalligkeit bei Pferden in Folge langer Transporte.

2.3.6 Supplementierung von Antioxidantien beim Sportpferd

Durch eine Supplementierung von antioxidativ wirkenden Substanzen im Sport wird versucht,
Mangelzustinde auszugleichen, die Leistungs- und Regenerationsfahigkeit des Organismus zu
steigern und positive Effekte auf das Immunsystem zu erzielen. Zahlreiche Studien
attestierten Antioxidantien eine protektive Rolle gegen oxidativen Stress. Bisher konnten
keine leistungssteigernden Effekte sowie positive Einfliisse auf den Muskelstoffwechsel
nachgewiesen werden (Niel, 2008). Trotzdem spielen oxidativer Stress und seine
Beeinflussung auch in der Literatur zur Pferdefiitterung eine entscheidende Rolle (Chow,

1991; Avellini et al., 1999; Kirschvink, Fievez, et al., 2002).

McMeniam et al. (1992) untersuchten die Effekte einer Zulage von Vitamin E in Form von
Maiskeimdl an Ponies bei Laufbandtraining auf die Konzentrationen von Vitamin E im Blut
sowie auf die Lipidperoxidation. Die Pferde zeigten nach Supplementierung mit Vitamin E
erhohte Aktivitdten von GPx und SOD sowie erhohte Gehalte von Vitamin C.

Rennpferde im Training, deren Futterration mit Vitamin E und Selen ergénzt wurde, zeigten
in Folge korperlicher Beanspruchung eine geringere Freisetzung von Malondialdehyd und
signifikant erhohte TEAC-Werte im Plasma. Sowohl die Zulage von Vitamin E wie auch
Liponsédure fiihrte bei Distanzpferden sowohl zu einem Anstieg von Vitamin E und C,
erhohten GSH-Konzentrationen im Blut sowie zu einer gesteigerten GPx-Aktivitit der
Leukozyten; die GPx-Aktivitit im Vollblut reduzierte sich im Verlauf des Versuches
(Williams et al., 2004).

Im Vergleich zu einer bedarfsgerechten Vitamin E Versorgung fiihrten sehr hohe Zulagen um
das Zehnfache des Bedarfes (10.000 IU DL-o-Tocopherol/ Tag) nicht zu verbesserten
Effekten auf den antioxidativen Status. Es konnte ein Abfall der B-Carotingehalte beobachtet
werden (Williams & Carlucci, 2006).

Eine intravendse Verabreichung von Vitamin C unmittelbar vor einem Rennen fiihrte bei
Vollbliitern zu erhéhten Vitamin C Gehalten im Plasma. Der leistungsinduzierte Anstieg von
freigesetzten Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen war reduziert und die TEAC-Werte

blieben im Plasma stabil. Vitamin C scheint somit geeignet zu sein, dem Auftreten von
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belastungsinduziertem oxidativen Stress entgegenzuwirken; muskuldre Schidden in Folge
einer Uberbelastung konnen jedoch nicht verhindert werden. Die Werte der Kreatinkinase
stiegen unabhdngig von der Behandlung nach dem Rennen deutlich an (White ef al., 2001).

Williams et al. (2004) erforschten die Auswirkungen einer trainingsbegleitenden Gabe von
Vitamin E und/ oder Vitamin C bei Distanzpferden. Im Verlauf des Rennens blieben die
Vitamin C-Werte nach gleichzeitiger Supplementierung mit beiden Antioxidantien hoher,
wihrend in Abhidngigkeit von der Fiitterung keine Unterschiede der Lipidperoxide, GSH der
Erythrozyten, GPx-Aktivitit der Erythrozyten und Leukozyten, der CK- und AST-Aktivitit

1m Plasma feststellbar waren.

Die Verabreichung eines vitamin- und spurenelementreichen Zusatzfutters (Ascorbinséure:
11.500 mg/ Tag, a-Tocopherol: 7.000 mg/ Tag, B-Carotin: 500 mg/ Tag, Cu: 187 mg/ Tag,
Zn: 769 mg/ Tag, Se: 7 mg/ Tag) wihrend der Rennsaison an 40 Vollbliiter erhohte
signifikant die Gehalte von a-Tocopherol, -Carotin und Selen im Plasma und verhinderte
dort gleichzeitig einen leistungsinduzierten Abfall der GPx-Aktivitit sowie der Selengehalte.
In der Kontrollgruppe konnte im Verlauf der Rennsaison ein Abfall von GSH, SOD, GPx und
Selen sowie ein Anstieg von GSSG im Plasma beobachtet werden (de Moffarts et al., 2005).

In einer weiteren Studie an Rennpferden wurde die Auswirkung einer L-Glutamin-Gabe auf
den antioxidativen Stoffwechsel iiberpriift. Die Supplementierung erhdhte die Glutaminwerte
im Blut und schaffte somit eine erhdhte Substratbasis fiir die GSH-Synthese. Des Weiteren
konnte ein Anstieg der totalen antioxidativen Kapazitit und der Vitamin C-Konzentration im
Blut beobachtet werden sowie ein Abfall der GSSG. Die Ergdnzung mit L-Glutamin konnte
den trainingsbedingten Anstieg der Kreatinkinase signifikant abschwéichen und somit
Muskelschdden reduzieren (Brincker, 2004).

Die orale Supplementierung von SOD in einer Dosierung von 520 IE/ Tag fiihrte bei Trabern
im Training zu einem signifikanten Anstieg der Resistenz der Erythrozyten gegen Hamolyse.
Die Aktivitdit der Kreatinkinase konnte durch die Zulage von SOD unter korperlicher
Belastung konstant gehalten werden, wihrend in der Kontrollgruppe ein Anstieg zu
verzeichnen war. Nach einer Anwendungsdauer von 60 Tagen konnten die CK-Werte in der
Versuchsgruppe nach korperlicher Belastung sogar signifikant gesenkt werden (Notin et al.,

2010).
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Smarsh et al. (2010) untersuchten den antioxidativen Status bei Pferden mit extremer
korperlicher Belastung in Abhéngigkeit diverser Zusatzstoffe, welche den Pferden einmal in
der Trainingsperiode eine Stunde vor der Leistung per Nasenschlundsonde verabreicht
wurden. Die Gabe von schwarzem Tee und Orangenschalenextrakten zeigte keine Effekte auf
die Lipidhydroperoxidation, GSH, GPx, a-Tocopherol und B-Carotin, wihrend sich die
Retinol-Konzentrationen nach der Gabe von Wasser oder Tee erhohten.

Die einmalige Gabe von Kranbeere und Ingwer zeigte keinerlei Effekte auf antioxidative

Parameter.

In der Literatur waren keine Arbeiten {iiber die Interaktion von n-3-FS und Selen
unterschiedlicher Bindungsformen sowie die Auswirkungen einer Supplementierung auf
Parameter des antioxidativen Stoffwechsels zu finden.

Sowohl bei anderen Tierarten wie auch bei Pferden wird iiber deutliche Verdnderungen der
Plasmafettsdurezusammensetzung in Korrelation zu den supplementierten Fettsduren
berichtet; auch Verdnderungen metabolischer Parameter im zeitlichen Zusammenhang mit
korperlichen Leistungen wurden bereits dokumentiert.

Dem Spurenelement Selen wird als Bestandteil der GPx eine entscheidende Rolle bei der
Regulation des antioxidativen Stoffwechsels zugesprochen.

Ziel der vorliegenden Studie war es, anhand von unterschiedlichen Fiitterungsprotokollen die
Interaktionen von n-3-FS und Selen zu untersuchen sowie die Effekte auf diverse Parameter

des antioxidativen Stoffwechsels bei jungen Vollbliitern zu eruieren.

Folgende Hypothese lag der Arbeit zu Grunde:

Eine Supplementierung von n-3-Fettsduren aus Leindl und von Selen als Na-Selenit oder als
Selenhefe, verdndert das Fettsduremuster im Plasma und erhdhet die Selengehalte im Serum
junger Vollblutpferde; Blutparameter des antioxidativen Systems (TEAC, GSH, GPx) werden

durch die Gabe von Selen in Abhédngigkeit von der Darreichungsform beeinflusst
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die Studie wurde an 20 Pferden -zehn Jahrlings-Hengsten, neun Jahrlings-Stuten und einem
Wallach im Alter von sieben Jahren (aus der Studie ausgeschieden nach sechs Wochen) der
Rasse englisches Vollblut durchgefiihrt. Alle Pferde waren wahrend des Versuchszeitraums in
demselben Stall eines Gestiites untergebracht und standen in dessen Besitz. Die Probanden
waren von dem Gestiit selbst geziichtet; bei den 19 Jahrlingen handelte es sich groftenteils
um die Nachzucht eines gestiitseigenen Hengstes. Die mittlere Korpermasse der Tiere betrug

zu Versuchsbeginn 336 (260-400) kg.

3.1.1 Haltung

Alle Pferde waren wihrend des Untersuchungszeitraums in einem Stallgebidude des Gestiits in
Einzelboxen auf Stroh untergebracht. Die Tiere hatten tdglich acht Stunden Koppelgang; die

Gruppenzusammenstellung erfolgte nach Alter und Geschlecht der Tiere.

3.1.2 Futter und Futterzusiitze

Die Pferde erhielten zweimal tdglich Heu in einer Tagesration von 1 kg/ 100 kg KM. Morgens
wurden 1,5 kg Pellets, 0,9 kg gequetschter Hafer und 100 g eines Mineralerganzungsfutters
geflittert; abends erhielten die Tiere nochmals 0,9 kg Hafer.

Lein6l wurde in der sechswdochigen Versuchsphase in einer Dosis von 320 mg/ kg
Korpermasse und Tag der morgentlichen Kraftfutterration zugegeben; die Fettzulage wurde
langsam iiber einen Zeitraum von sieben Tagen auf die volle Dosis gesteigert. Die Pferde
zeigten alle eine gute Akzeptanz. In dem sechswochigen Versuchszeitraum erhielten die
Pferde auflerdem eine Supplementierung von Na-Selenit bzw. Selenhefen in einer Dosierung
von 0,5 mg/ kg Futter-TS. In den je vierwdchigen Kontrollphasen vor und nach dem
Versuchszeitraum enthielt die Fiitterungsration minimalbedarfsdeckende
Selenkonzentrationen von 0,15 mg Na-Selenit/ kg Futter-TS.

Tabelle 5 fasst die Gruppeneinteilung der Versuchstiere sowie die Supplementierung mit
unterschiedlichen Selenquellen und Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM

zuSammen.
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Tab.5: Supplementierung von Selen (Na-Selenit/ Selenhefen) und Leindl (320 mg/ kg KM)

Gruppe  Tier  Korpermasse (kg) Selenquelle  Olmenge (ml)
A 2 550 Selenhefen 176
(geschitzt)

A 11 343 Selenhefen 110
A 13 307 Selenhefen 98
A 18 306 Selenhefen 98
A 20 260 Selenhefen 83
B 1 350 Na-Selenit 112
B 3 394 Na-Selenit 126
B 7 360 Na-Selenit 115
B 9 353 Na-Selenit 113
B 14 329 Na-Selenit 105
C 5 348 Selenhefen -
C 8 377 Selenhefen -
C 15 320 Selenhefen -
C 16 327 Selenhefen -
C 17 314 Selenhefen -
D 4 327 Na-Selenit -
D 6 314 Na-Selenit -
D 10 306 Na-Selenit -
D 12 305 Na-selenit -
D 19 260 Na-Selenit -
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3.1.2.1 Untersuchung von Futtermittelproben (Weender Analyse, Spurenelemente)

Die fiir die Futtermitteluntersuchungen verwendeten Gerédte und Chemikalien sind in Tabelle
8 aufgelistet. Die Analysen der Futtermittelproben wurden im Institut fiir Tiererndhrung der

Freien Universitét Berlin eigenstindig durchgefiihrt.

Analyse des Fettsiuremusters der Futterproben

Zur Bestimmung des Fettsduremusters wurden 50 mg der homogen gemahlenen Futterprobe
in ein 2 ml Eppendorf-Gefal verbracht und mit 1 ml einer Hexan-Isopropanol (3:2 v:v)-
Losung versetzt. Die Proben wurden fiir eine Minute im Ultraschallbad inkubiert, fiir 60 min
geschiittelt und anschlieend fiir 12 Stunden bei 4° C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Proben erneut fiir 10 min geschiittelt und fiir 3 min bei 250 G zentrifugiert. Es wurden 100 ul
des Uberstandes abgenommen, mit 20 pl eines internen Standards (C13 3 mg/ 1) und 50 ul
TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid) versetzt. Zur Analyse wurde 1 ul der Probe in den
Gaschromatographen (GC Agilent Technologies 6890 N) injiziert. Als interner Standard
wurden 0,0002627 pumol/ ml einer Tridecansédure verwendet.

Die Analyse des Fettsduremusters des im Versuch verwendeten Leindls erfolgte in Anlehnung
an die Methode zur Bestimmung des Fettsduremusters im Blutplasma von Lepage und Roy

(1986) mit einem Probenvolumen von 5 pl.

Rohnéhrstoffe (Weender Analyse)

Die Analyse der Rohndhrstoffe wurde nach den Standardmethoden der Empfehlungen der
VDLUFA, Methodenbuch III durchgefiihrt (Naumann und Bassler, 2004). Die
Futtermittelproben wurden zuvor gemahlen auf eine Einheitsgrofle von 0,5 mm; die Analysen
erfolgten fiir jeden Parameter separat und jeweils in Doppelbestimmung.

In der Tabelle 5 sind die Rohnéhrstoffe der verwendeten Futtermittel aufgefiihrt.

Trockensubstanz (TS):

Fir die Bestimmung der Trockensubstanz wurden 1 g Futter in ein nummeriertes,
vorgetrocknetes (1 h bei 120 °C) und tariertes Porzellanwiegegldschen (T 1) eingewogen und
fiir 4 h bei 103 °C mit offenem Deckel getrocknet. Nach Abkiihlen der Proben im Exsikkator
wurde erneut das Gewicht (T 2) bestimmt und der TS-Gehalt in Prozent der urspriinglichen

Substanz (uS) errechnet.
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Rohasche (Ra):

In einen konstant gegliihten Tiegel (T 1) wurde 1 g der gemahlenen Futterprobe eingewogen
und iiber Nacht bei 600 °C in einem Muffelofen verascht. Nach Abkiihlen im Exsikkator
konnte die Rohasche iiber die Auswaage wie folgt ermittelt werden:

Rain g/kg = ((T2 — T1) / Einwaage) * 1000

Rohprotein (Rp):

Die Analyse des Rohproteingehalts erfolgte nach Einwaage von 400 mg der gemahlenen
Futterproben anhand der Messung des Stickstoffgehaltes (Dumas-Verbrennungsmethode)

mithilfe eines Makro-Elementaranalysators.

Rohfett (Rfe):

Zur Bestimmung von Fetten und anderen in Petroleumbenzin 16slichen Substanzen wurde 1 g
des gemahlenen Futters in spezielle Filterbags eingewogen und diese mit einem Schweillgerit
fest verschlossen. Die Fettextraktion nach Soxhlet erfolgte mit Petrolether iiber drei Stunden;
im Anschluss wurden die Proben fiir 30 min bei 103 °C in den Trockenschrank verbracht, um
den Petrolether zu verdampfen. Der Rohfettgehalt der Proben wurde nach Riickwiegen der
getrockneten und abgekiihlten Gliaschen rechnerisch ermittelt:

Rfe in g/kg = ((T2 — T1) / Einwaage) * 1000

Rohfaser (Rfa):

Die Rohfaseranalyse zur Bestimmung des organischen Restes erfolgte durch Extraktion mit
Schwefelsdure und Natronlauge. Hierfiir wurden 0,5 g Probenmaterial in spezielle Filterbags
eingewogen und fest verschlossen. Zum Entfetten wurden die Proben 10 min in 350 ml
Petrolether extrahiert und anschlieBend luftgetrocknet. Nach Beendigung der Extraktion mit
1,25 %iger Schwefelsdure und 1,25 %iger Natronlauge im Rohfaseranalysator wurden die
Proben fiir 5 min in Aceton eingeweicht, um das Wasser zu entfernen, und anschliefend bei
104 °C im Trockenschrank getrocknet. Nach Abkiihlen der Bags im Exsikkator wurden die
Proben zuriickgewogen und dann iiber Nacht bei 600 °C im Muffelofen verascht. Der
Rohfasergehalt errechnet sich nun durch Subtraktion der Rohasche vom Gewicht des

getrockneten Inhaltes der Filterbeutel.
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% Rfa= (w3 —(wl *cl)) /w2 * 100
W1 = Gewicht des Beutels in g
W2 = Probengewicht in g
W3 = Gewicht der organischen Substanz in g

C1 = Blindwertkorrektur

Tab. 6: Rohnahrstoffe der Versuchsfuttermittel

Trockensubstanz Rohasche  Rohprotein. Rohfett = Rohfaser
Probe g/ kg US
Heu 908 50,4 72,8 15,7 33,4
Hafer 889 22,2 111 43,9 12,6
Pellets Vor-
/Nachphase 881 58,7 155 24,0 7,7
Pellets
Versuchsphase 881 37,8 152 22,9 7,5
Mineralfutter (Na- 943 402 154 38,8 4,9
Selenit)
Mineralfutter
(Selenhefe) 940 407 155 40,6 4,8
Aminobreed 940 237 203 83,6 7,0

Mineralstoffe und Spurenelemente

Probenvorbereitung:

Zur Vorbereitung der Aufschliisse wurde 1 g der gemahlenen Futtermittelproben in einem
Porzellantiegel eingewogen und liber Nacht im Muffelofen verascht. Nach Abkiihlen der
Proben im Exsikkator wurde der Tiegelinhalt quantitativ mit 6 ml konzentrierter Salzsaure (37
- 38 %) und 20 ml destilliertem Wasser in ein Becherglas iiberfiihrt. Die Proben wurden
anschlieBend fiir 50 min in einem Sandbad (210 — 220 °C) inkubiert und der Inhalt nach
Abkiihlung quantitativ iiber einen Faltenfilter in einen 50 ml Messkolben iiberfiihrt und mit
destilliertem Wasser bis zur Messmarke aufgefiillt. Die Lagerung bis zur Analyse erfolgte in
50 ml Polyethylen-Flaschen bei Raumtemperatur.

Die Analyse der Mengen- und Spurenelemente der verwendeten Futtermittel wird in Tabelle

7 zusammengefasst.
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Kalzium, Natrium, Magnesium, Kalium, Kupfer, Zink und Eisen:

Die Bestimmung erfolgte aus der Aschelosung mittels Atomabsorptionsspektrometrie
(ContrA 700, Analytik Jena).

Phosphor:

Fir die Bestimmung des Phosphorgehaltes in den Futterproben wurde zunichst eine
Nitrovanadatmolybdat-Losung (Farbreagenz) bestehend aus Salpetersdure und den P-
Komplexbildnern Ammoniummolybdat (Losung A) und Ammoniummetavanadat (Losung B)

nach folgendem Schema hergestellt:

Losung A: Ammoniummolybdat 100 g
Ammoniak (25%ig) 10 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

Losung B: Ammoniummetavanadat 235¢g
Salpetersadure (65%ig) 7 ml
Reinstwasser ad 1000 ml

Unter standigem Riihren wurden 200 ml der Losung A langsam mit 200 ml der Losung B
versetzt, 134 ml Salpetersdure (65 %ig) hinzugegeben und mit Reinstwasser auf 1000 ml
aufgefillt.

Fir die Phosphoranalytik wurden 100 pl der Probenaschelosung mit 500 pl der
Nitrovanadatmolybdat-Losung versetzt und mit Reinstwasser auf 1,5 ml aufgefiillt. Unter
Anwesenheit von Salpetersdure reagierte das Phosphat aus der Futterprobe zu einem gelben
Farbkomplex, dessen Extinktion bei einer Wellenldnge von 436 nm photometrisch gemessen
wurde.

Die Bestimmung des Phosphorgehaltes erfolgte mithilfe einer Kalibrierkurve anhand einer

Verdiinnungsreihe von Monokaliumphosphat.

Selen:

Fiir die Selenbestimmung wurden 400 mg der Futterprobe eingewogen, mit 3 ml HNO; und
500 pl HCIO4 versetzt um das vorliegende vierwertige Selen der Futterproben in die
sechswertige, weniger fliichtige Form zu iiberfilhren und fiir 30 min in einen Heizblock
verbracht (100 °C = 140 °C). Nach Zugabe von 1000 pl H,SO4 wurden die Proben erneut

tiber 75 min in einem Heizblock mit stufenweiser Temperatursteigerung (140 °C = 300 °C)



inkubiert. Nach Abkiihlung der Quarzgefdfle wurden 20 ml 6M HCI hinzugegeben und die
Proben erneut in einen Heizblock verbracht (20 °C - 100 °C; 30 min 100 °C), um Selen
wieder zuriick in die messbare vierwertige Phase zu bringen. Die Proben wurden nach
Abkiihlung mit Reinstwasser auf 40 ml aufgefiillt und vermischt. Die Messung erfolgte

mittels Atomabsorptionsspektrometrie.
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Tab.7: Mengen- und Spurenelementgehalte der Versuchsfutter

Mengenelemente
Calcium Phosphor Magnesium Natrium Kalium
Probe g/ kg US
Heu 3,58 1,84 1,23 0,48 12,6
Hafer 0,77 3,22 0,79 0,15 3,56
Pellets Vor-
/Nachphase 9,39 4,74 2,59 1,96 7,81
Pellets
Versuchsphase 3,87 3,50 1,47 0,92 7,93
Mineralfutter (Na- 77,7 36,1 11,2 26,9 9,86
Selenit)
Mineralfutter
(Selenhefe) 75,8 34,2 15,3 28,1 4,69
Aminobreed 39,7 10,8 4,19 13,5 9,43
Spurenelemente
Zink Kupfer Mangan Eisen Selen
Probe mg/ kg US
Heu 9,77 2,51 14,7 31,8
Hafer 13,4 2,92 13,9 150
Pellets Vor-
/Nachphase 111 18,7 50,0 325 0,44
Pellets
Versuchsphase 32,0 6,05 22,7 163 0,10
Mineralfutter (Na- 5262 1003 1331 5597 25,3
Selenit)
Mineralfutter
(Selenhefe) 5413 1004 1354 5566 23,5
Aminobreed 2765 480 559 2217 5,70
unterhalb der Nachweisgrenze




3.2  Studiendesign

3.2.1 Versuchsplan

Im Rahmen des Fiitterungsversuches wurden die insgesamt 20 Pferde zufillig in vier Gruppen
(A, B, C, D) zu je fiinf Tieren eingeteilt (Tabelle 8). Diese randomisierte Studie gliederte sich
in drei Phasen: eine vierwdchige Vorphase ohne Zulage von Ol bei bedarfsgerechter Selen-
(0,15 mg/kg TS) und Vitamin E-Versorgung, eine sechswochige Versuchsphase mit einer
didtetischen Zulage von Fettsduren und Selen unterschiedlicher Quellen (Na-Selenit,
Selenhefe) in einer Dosierung von 0,5 mg Selen/ kg TS sowie eine vierwochige Nachphase
ohne Supplementierung von Fettsduren bei bedarfsgerechter Vitamin E- und Selenversorgung.
In Bezug auf die Supplementierung von Selen wird die Vorphase (minimalbedarfsgerechte
Selenversorgung) als Kontrollgruppe fiir die jeweiligen Versuchsgruppen herangezogen. Der

Versuch ist genehmigt durch die Regierung von Oberbayern (Geschéftszeichen: 55.2-1-54-

2532.3-90-11).
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Tab.8: Einteilung der Versuchsgruppen wéhrend der 6-wochigen Versuchsphase

(Tier-Nr.: 5-8-15-16-17)

Leinol A B
(Tier-Nr.: 2-11-13-18-20) . (Tier-Nr.: 1-3-7-9-14)
kein Ol C D

(Tier-Nr.: 4-6-10-12-19)

Selen organisch
(Selenhefe)

Selen anorganisch
(Na-Selenit)

3.2.2 Versuchszeitraum

Der Versuch gliederte sich in eine vierwochige Vorphase, gefolgt von einer sechswochigen
Versuchsphase und einer vierwochigen Nachphase. Insgesamt dauerte der Versuch 14

Wochen. Im Anschluss an jede Versuchsphase erfolgte jeweils eine Blutprobenentnahme.
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3.3  Blutprobengewinnung und —aufbereitung

Die fiir die Blutuntersuchungen verwendeten Gerdte und Chemikalien sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Die Analysen wurden im Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitit

Berlin eigenstdndig durchgefiihrt.

Blutprobenentnahme

In Absprache mit dem betreuenden Gestiitstierarzt und unter Berilicksichtigung der tiglichen
Betriebsablaufe erfolgte die Entnahme der Blutproben nach der Morgenfiitterung um 9 Uhr.
Die Blutproben wurden aus der Vena jugularis externa nach Hautdesinfektion mit Kodan®
Tinktur forte (100 mg Losung enthalten 45,0 g 2-Propanol, 10,0 g 1-Propanol, 0,20 g
Biphenyl-2-ol, Wasserstoffperoxidlosung 30 9%, gereinigtes Wasser) entnommen. Die
Venenpunktion erfolgte nach Stauung mittels Fingerdruck im kranialen Halsdrittel mit einer
sterilen Einmal-Injektionskaniile. Die Blutentnahme erfolgte mit Vacutainer-Réhrchen
(Sarstedt Monovette®) und Kaniilen der Stirke 18G x 1,5"" (Henry Schein Inc., Melville, NY
11747 USA). Zur Gewinnung von Plasma und Erythrozyten wurden je 5 ml Vollblut in ein
mit Antikoagulantien (-EDTA/Heparin-) beschichtetes Rohrchen gegeben. Fiir die
Serumproben wurde das Vollblut in Serumréhrchen mit Zentrifugierhilfekiigelchen tliberfiihrt;
das zugesetzte Plastikgranulat hat einen mechanischen Einfluss auf die Blutgerinnung und
filhrt somit zu einer schnelleren Bildung des Blutkuchens und zur Serumgewinnung.
Sédmtliche Proben wurden bis zur Aufbereitung im Kiihlschrank bei + 4 °C gelagert. Die
Proben wurden direkt nach der Entnahme fiir 10 min bei 1350 G abzentrifugiert, das Plasma /
Serum wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette abgehoben und in Eppendorf Gefdlle bei — 80 °C
eingefroren. Zur Gewinnung der Erythrozyten wurde das Plasma fiir 10 min bei 1350 G
zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und der Buffy Coat verworfen. Die Proben wurden mit 4
ml 0,9 %-iger physiologischer Kochsalzlosung aufgefiillt, vorsichtig geschwenkt und fiir
weitere 5 min bei 1350 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen;
dieser Waschvorgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die isolierten und gereinigten

Erythrozyten wurden bei — 80 °C in Eppendorf Gefden eingefroren.

Aufbereitung fiir die Fettsdurenbestimmung:

Zur Beurteilung des Gesamtfettsduremusters im Plasma erfolgte die Blutentnahme mit
EDTA-RG&hrchen (Sarstedt Monovette®); die Proben wurden direkt nach der Entnahme fiir 10
min bei 1350 G zentrifugiert, das Plasma abpipettiert, zur Stabilisierung mit 100 mmol/ 1
Butylhydroxytoluol versetzt und bei -80 °C in Eppendorf Gefd3e bis zur Analyse eingefroren.
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34  Untersuchungsmethoden

3.4.1 Zusammensetzung der Fettsiuren im Blutplasma

Nach einer modifizierten Methode von Lepage und Roy (1986) wurden die Fette extrahiert
und transmethyliert. Es wurden 200 pl Blutplasma in ein verschlieBbares Glasrohrchen
pipettiert und mit 4 ml Methanol:Toluol (4:1) mit internem Standard (Tridecanséure; C13:0;
0,1 mg/ ml) versetzt. Unter stindigem Mischen wurden unter einem Abzug langsam 200 pl
Acetylchlorid hinzugegeben und die Proben anschlieend fiir 2 min in einem Eisbad
inkubiert. Es erfolgte eine weitere Zugabe von 200 ul Acetylchlorid. Die Rohrchen wurden
fest verschlossen und im Sandbad transmethyliert (1 h, 100 °C). Nach Abkiihlen der
Rohrchen wurden die Proben mit 10 ml einer 6 %igen K,CO5; Losung (6g K,CO3 mit HO auf
ein Gesamtvolumen von 100 ml aufgefiillt) versetzt und fiir 4 min bei 200 G zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in den Gaschromatographen injiziert. Der
Gaschromatograph wurde zur Analyse der Plasmaproben mit einer Agilent 112-8867 HP-88-
Séule bestiickt.

Abbildung 1 zeigt ein beispielhaftes Chromatogramm zur Bestimmung der Fettsduren im

Blutplasma des Pferdes.
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Abb.1: Beispiel eines Chromatogramms zur Bestimmung der Fettsduren im Blutplasma des Pferdes
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3.4.2 Selengehalte im Blutserum

Die Bestimmung des Selengehaltes im Blutserum erfolgte mittels
Atomabsorptionsspektrometrie (Kalibrierung: 1,3,5,7 pg/ L). Eine Einwaage von 500 pL
Blutserum wurde mit 3 mL HNO; und 500 pL HCIO4 versetzt und fiir 30 min in einen
Heizblock verbracht (Heizrampe 100 °C - 140 °C). Nach anschlieender Zugabe von 500
uL H,SO4 wurde die Temperatur schrittweise liber 75 min auf 300 °C gesteigert. Die
Quarzgefille wurden zur Abkiihlung dem Heizblock entnommen und die Blutproben mit 20
mL einer 6 molare HCI-Losung aufgefiillt; es folgte eine weitere Temperaturpassage im
Heizblock von 20 °C - 100 °C und eine Inkubation bei 100 °C iiber 30 min. Nach erneutem
Abkiihlen wurden die Quarzgefdle mit Reinstwasser auf 40 mL aufgefiillt, mit Parafilm

bedeckt und vermischt.

3.4.3 Untersuchungen zur Beurteilung des antioxidativen Status

3.4.3.1 Messung der antioxidativen Kapazitit (TEAC)

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitit (TEAC) im Blutplasma erfolgte nach der
Methode von Miller et al. (1996). Die TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) steht
fiir die antioxidative Kapazitit einer zu untersuchenden Probe. Der Test wird mittels Trolox
(6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsdure) kalibiert und das Ergebnis als Trolox
dquivalente antioxidative Kapazitit ausgedriickt. In dem TEAC-Assay nach Miller et al.
(1996) reagieren antioxidative Substanzen im Blutplasma mit ABTS-Kationen (2,2"-Azino-
bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure) und verhindern auf diese Weise die Bildung eines
ABTS-Radikals. Die Reaktion wird photometrisch durch Extinktionsabnahme in
Abhingigkeit der Konzentration der Antioxidantien bestimmt. Um Reaktionen mit anderen
Komponenten als den ABTS-Radikalen zu vermeiden, wurde die Methode nach Re et al.
(1999) modifiziert. Zur Herstellung des dunkelgriinen ABTS-Radikals wurde eine wissrige
Losung von 1,75 mM ABTS iiber Nacht bei Raumtemperatur mit einer 0,61 mM Losung
Kaliumperoxodisulfat inkubiert. Die Losung sollte maximal sieben Tage nach der Herstellung
verwendet werden und muss durch Verdiinnung mit PBS téglich neu auf eine Extinktion von
0,70 (£ 0,05) bei einer Wellenldnge von 734 nm kalibriert werden.

Die Reaktionsansitze wurden auf Mikrotiterplatten pipettiert und mit einem TECAN Infinite
M200 Pro Photometer gemessen.
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Der TEAC-Wert ist definiert als die Trolox-Konzentration (mmol/ 1), die die dquivalente
antioxidative Kapazitit besitzt wie 1 mmol/ | der untersuchten Substanz (Miller et al.; 1996).
Je groBer der TEAC-Wert, desto hoher ist die antioxidative Kapazitit der Probe einzustufen.
Zur Kalibrierung der Reaktion lief bei jeder durchgefiihrten Messung eine Trolox-
Standardreihe (0-600 umol/ 1) mit. Zur Herstellung der Trolox-Standardstammlsung (2,5
mmol/ ) wurden 62,57 mg Trolox in 100 ml Ethanol gelost; die Trolox-Standardreihe wurde
durch Verdiinnung der Trolox-Stammldsung mit entsprechenden Anteilen PBS angelegt und
bei -20 °C gelagert.

Zur Ermittlung des Nullwertes wurde reiner PBS-Puffer eingesetzt und zur Herstellung der
Negativkontrolle wurden 5 pl PBS mit 5 ul Trichloressigsdure und 190 pul ABTS-Losung
vermischt.

Die Plasmaproben wurden mit Trichloressigsdure deproteiniert und abzentrifugiert (14.000, 5
min, 4 °C); 10 ul des Uberstandes wurden jeweils in dreifacher Ausfiihrung
(Mittelwertbildung) auf einer Mikrotiterplatte vorgelegt; der Reaktionsstart erfolgt durch
Zugabe von 190 pl ABTS-Losung. Fiir eine vollstindige Durchmischung wurden die
Mikrotiterplatten 1 min geschiittelt und anschlieBend fiir fiinf Minuten bei 37 °C inkubiert.

Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenldnge von 734 nm.

3.4.3.2 Bestimmung von GSH und GSSG im Erythrozytenlysat

Die Analyse von Glutathion (GSH) und Glutathiondisulfid (GSSG) erfolgte photometrisch
(Wellenldnge 412 nm) nach der Methode von Svardal et al. (1990) mit Hilfe des Glutathione
Assay Kit der Firma SIGMA®.

Die Glutathionmessung basierte auf folgender Reaktion:

1.) 2 GSH + DTNB = GSSG + 2 TNB

[

2.) GSSG +NADPH +H"  Glutathionreduktase 2 GSH + NADP"

Ab einem Wert von 2 puM Kkatalysiert GSH die kontinuierliche Reduktion von 5,5'-
Dithiobis(2-nitobenoic acid) (DTNB) zu TNB und wird selbst zu GSSG oxidiert. Das
oxidierte Glutathion (GSSG) wird durch NADPH und Glutathionreduktase wieder zum
Ausgangsprodukt umgewandelt. Die Reaktionsrate ist proportional zu der Hohe der

Glutathionwerte in der Probe.
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Die photometrische Messung erfolgte iiber die gelbe 5-thio-2-nitrobenoic acid (TNB) bei

einer Wellenldnge von 412 nm. Die Auswertung basierte auf einer GSH- Standardkurve.

3.4.3.3 Glutathionperoxidase

Die GPx-Analytik wurde nach der UV-Methode von Paglia und Valentine (1967) mit Hilfe
des Glutathione Peroxidase Assay Kit der Firma Cayman Chemical Company durchgefiihrt.
Die Bestimmung der GPx-Aktivitdit im Erythrozytenpellet erfolgte iiber photometrische
Messung der Absorptionsabnahme nach Zugabe von Cumenehydroperoxid an einem TECAN
Infinite M200 bei einer Wellenldnge von 340 nm und einer Temperatur von 37 °C.

Durch Zugabe von Cumenehydroperoxid katalysiert GPx die Oxidation von Glutathion
(GSH) durch Peroxide; es entsteht oxidiertes Glutathion (GSSG).

Unter Anwesenheit von Glutathionreduktase und Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH) wird GSSG sofort wieder zu GSH reduziert und es entsteht NADP".

Die Oxidation von NADPH zu NADP" fiihrt bei einer Wellenldnge von 340 nm zu einer
verminderten Extinktion; der Verbrauch von NADPH und somit die Absorptionsabnahme

sind direkt proportional zur GPX-Aktivitéit der Probe.

2GSH + R-OOH > GSSG + R-OH + H,O
(Reagenz) (Cumene-
Hydroperoxid)

GSSG + NADPH+H" =  2GSH+NADP'
(Reagenz)
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3.4.3.4 Bestimmung Hb-Gehalt

Zur Bestimmung der Hamoglobinwerte als Bezugsgrofe fiir die Glutathionperoxidase
Aktivitdit im Blut wurde die Alkine Hédmatin D-Methode durchgefiihrt, modifiziert fiir die
Anwendung auf einer Mikrotiterplatte (Lema er al., 1994). Die Analyse erfolgte an
Erythrozytenlysaten, die aus 2,7 ml EDTA Vollblut isoliert werden konnten; die Erythrozyten
wurden fiir eine Doppelbestimmung mit HPLC-Wasser in einem Verhéltnis von 1:4 und 1:8
vorverdiinnt.

Fiir die AHD-Stammldsung wurden 25,0 g Triton X-100 in einem Liter Natriumhydroxid (0,1
mol/ 1) gelost. Zur Herstellung des AHD-Standards wurden 36 mg Chlorhaemin (M= 651,94)
in 10 ml ADH-Stammlosung zugesetzt; die Kalibrierung der Standardreihe erfolgte anhand
folgender Verdiinnungsstufen: 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:8, 1:10, 1:15, 0. In einer Verdiinnung von
1:151 zeigt der Kontrollstandart bei einer Wellenldnge von 575 nm eine Absorption von 0,26
welche einer Blutprobe mit einem Hamoglobingehalt von 90 g/ 1 entspricht.

Nach der Zugabe von 1,5 pl Blut bzw. Kontrollstandard zu 225 pl ADH-Stammlésung (1:151
Verdiinnung) wurden die Proben fiir 1 min bei 900 G auf einem Microplate-Shaker
geschiittelt und anschliefen fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte
mit einem Mikroplatten-Lesegerdt (TECAN Infinite® 200 Pro) bei einer Wellenldnge von
575 nm.

3.4.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erzielten Messwerte wurde mit dem Programm WinStat® (R.
Fitch Software, Ohio, USA) fiir Microsoft® Excel (Microsoft®, Redmond, USA)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte (MW) mit den dazugehorigen
Standardabweichungen (£SD) dargestellt; alle ermittelten Daten unterlagen nach
Kolmogorov-Smirnov der Normalverteilung.

Fiir den Vergleich zwischen den Versuchsgruppen (Zwei-Gruppen-Vergleich) auf statistisch
signifikante (p<0,05) und hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede in Bezug auf die
Supplementierung von Selen unterschiedlicher Quellen (Na-Selenit vs. Selenhefen; Dosierung
0,5 mg/kg TS) sowie die Zugabe von Fettsduren in Form von Leindl wurde der t-Test fiir
unabhéngige Stichproben angewandt. Es wurde zum einen untersucht, wie sich die chemische
Bindungsform des supplementierten Selens auf den Selenstatus im Blut auswirkt und ob die
Supplementierung von Selen in einer Dosierung von 0,5 mg/kg TS zu einer Verdnderung des

antioxidativen Systems (TEAC, GSH, GPx) fiihrt bzw. ob die Selenquelle diesbeziiglich einen
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Unterschied macht. Dariiber hinaus sollte ermittelt werden, wie sich das Fettsduremuster im
Blutplasma des Pferdes durch Zugabe von Leindl in einer Dosierung von 320 mg/kg KM
verdndert und ob die Supplementierung von Fettsduren Parameter des antioxidativen

Stoffwechsels beeinflusst sowie mogliche Interaktionen zwischen n-3-FS und Selen.

Mit Hilfe der Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen wurden die jeweiligen Daten
innerhalb der Gruppen zu den verschiedenen Messzeitpunkten auf signifikante Unterschiede
(p<0,05) gepriift; die Vorphase ist in diesem Fall als Kontrollgruppe fiir die jeweilige
Versuchsgruppe anzusehen. Es wurde ermittelt wie sich die Dosierung des supplementierten
Selens auf die Anreicherung des Spurenelementes im Blut auswirkt sowie die dosisabhédngige

Beeinflussung des antioxidativen Stoffwechsels herausgestellt.

Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen werden in den Abbildungen mit *
markiert, wiahrend mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Werte innerhalb einer

Versuchsgruppe signifikant verschieden sind.
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Tab.8: Gerdte und Chemikalien zur Analytik der Futter- und Blutproben

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat
ABTS Sigma St. Louis, USA
Aceton Merck Darmstadt, D
Acetylchlorid Merck Darmstadt, D
Ammoniak Merck Darmstadt, D
Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat > Carl Roth Karlsruhe, D
99% p.a.krist.

Ammoniummonovanadat zur Analyse Merck Darmstadt, D
Analysewaage Typ Genius Sartorius Gottingen, D
Atomabsorptionsspektrometer vario 6 Analytik Jena Jena, D
Bortrifluorid 14% in Methanol Sigma St. Louis, USA
Butylhydroxytoluol Sigma St. Louis, USA
Chlorhaemin > 98% Sigma St. Louis, USA
Chloroform/Trichlormethan 100% Carl Roth Karlsruhe, D
ContrA 700 Atomabsorptionsspektrometer = Analytik Jena Jena, D
Diethylether Carl Roth Karlsruhe, D
Essigsdure 96% Merck Darmstadt, D
Ethanol Carl Roth Karlsruhe, D
Exsikkator Typ Novus NS24/29 Schott/Duran Mainz, D

F57 Filter Bags Ankom Technology Macedon, USA
H,SO4 Merck, KGaA Darmstadt, D
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) Gibco Paisley, UK
HCI J.T. Baker Griesheim, D
HC104 Merck Darmstadt, D
Heraeus® Trockenschrank T5042 Heraeus electronic Hanau, D
HNO; Merck Darmstadt, D
interner Standard (Tridecanoic Acid; C13) = Sigma St. Louis, USA
I-Propanol Braun Rottweil, D
Isolute NH,® Festphasen = Biotage Schweden
Extraktionsrohrchen

K,COs Merck Darmstadt, D
K>05S, Sigma St. Louis, USA
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KH,PO4 Merck Darmstadt, D
Makro-Elementaranalysator vario max CN = Elementar Hanau, D
Analysesystem
Mathanol 99,9% Sigma St. Louis, USA
Mikrotiterplatten Greiner bio-one Orlando, USA
Monokaliumphosphat Merck Darmstadt, D
Muffelofen Heraeus® Thermicon® P Thermo Scientific Karlsruhe, D
NaOH >99% Carl Roth Karlsruhe, D
Natriumborhydroxid Riedel de Haen Hannover, D
Natriumhydroxid > 99% Carl Roth Karlsruhe, D
Natriumsulfat Merck Darmstadt, D
n-Hexan Carl Roth Karlsruhe, D
PBS, Phosphate Buffered Saline Gibco Paisley, UK
Perchlorsdure (70%) Carl Roth Karlsruhe, D
Percoll® Sigma St. Louis, USA
Petroleumbenzin, reinst Merck Darmstadt, D
Photometer Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech Freiburg, D

Rohfaser-Analysator Ankom 2000 Fibre Ankom Technology Macedon, USA
Analysator

Salpetersédure (65%) Merck Darmstadt, D
Salzsdure (37%) J.T. Baker Griesheim, D
Schwefelsaure (98%) J.T. Baker Griesheim, D
Spektrometer

TECAN Infinite M200 Pro Photometer TECAN Minnedorf, CH
Tecon 501 Heizblock Tecon Oberuzwil, CH
TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid) Sigma St. Louis, USA
Toluol Merck Darmstadt, D
Tridecanoic Acid (interner Standard; C13)  Sigma St. Louis, USA
Triton X 100b Carl Roth Karlsruhe, D
Trolox Sigma St. Louis, USA
Vortex

XT#4 Filter Bags Ankom Technology Macedon, USA
Zentrifugalmiihle, Zm 100 Retsch GmbH Haan, D
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4 Ergebnisse

4.1  Fettsauremuster im Blutplasma

Eine Ubersicht iiber das Fettsduremuster im Blutplasma zu den unterschiedlichen

Versuchszeitpunkten fasst Tab. 9 zusammen.

4.1.1 Gesittigte Fettsiuren des Plasmas

Die relativen Plasmakonzentrationen von C14:0 zeigten keine Verdnderungen infolge einer
Supplementierung mit Leinél in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag; der Anteil an den
Gesamtfettsduren schwankte zwischen 0,41 — 0,51 %

C15:0 erreichte Werte zwischen 0,32 — 0,40 % der Gesamtfettsduren im Plasma, wobei die
Ergénzung mit Ol nicht zu Verinderungen fiihrte.

C16:0 kam zu 13,5 — 14,4 % im Plasma der Pferde vor; die mit Ol substituierte Gruppe hob
sich zu keinem Messzeitpunkt von der Kontrollgruppe ab.

Der Anteil der C17:0 an den Gesamtfettsduren im Plasma betrug zwischen 0,44 — 0,70 %.
Somit ergaben die vorliegenden Untersuchungen keinen Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. Die sechswochige Supplementierung mit Leinol fithrte zu hoheren Werten
der C18:0 (Abb.2) im Plasma der Versuchsgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe; die
prozentualen Werte schwankten zwischen 18,3 — 20,4 % (p= 0,03).
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Abb.2: Stearinsdure (C18:0) im Blutplasma (% der Gesamtfettsduren);

Vorphase: vierwochige Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leinol/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.
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C20:0 zeigte keine Verdnderungen durch die Fettzulage und nahm Werte zwischen 0,57 %
und 0,68 % ein.

Der Anteil der C22:0 an den Gesamtfettsduren des Plasmas betrug ungefihr ein halbes
Prozent; Verdnderungen zwischen den Gruppen traten nicht auf.

C24:0 machte ebenfalls etwa ein halbes Prozent anteilig an dem Gesamtfettsduremuster des

Blutplasmas aus und blieb durch die Fiitterungsvarianten unbeeinflusst.

4.1.2 Einfach ungesiittigte Fettsduren im Plasma

Der prozentuale Anteil der C16:1 schwankte ohne Verdnderungen zwischen den beiden
Gruppen um 0,47 — 0,60 %.

C18:1 n9 (Abb.3) zeigte infolge der sechswochigen Supplementierung mit Leindl im
Blutplasma der Versuchsgruppe im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe eine Reduktion
von 9,39 % auf 8,45 %. Dagegen blieben die Plasmakonzentrationen der Kontrollgruppe im

Verlauf der Studie konstant.
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Abb.3: Olsiure (C18:1n9) im Blutplasma (% der Gesamtfettsiuren);

Vorphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leinol/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.
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4.1.3 Mehrfach ungesiittigte Fettsduren des Plasmas

4.1.3.1 n-6 Fettsiuren
Der Anteil der C18:2 n6 (Abb.4) am Gesamtfettsduremuster erreichte Werte zwischen 50,4
und 53,0 %; es konnten weder zwischen den Gruppen noch im Verlauf des Versuches

Verianderungen durch die Supplementierung mit Leinol verzeichnet werden.
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Abb.4: Linolsdure (C18:2n6) im Blutplasma (% der Gesamtfettsduren)

Vorphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leindl/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.

Die Fettsduren C18:3 n6 und C20:3 n6 waren in den vorliegenden Untersuchungen zu keinem

Zeitpunkt messbar.

Die Gehalte der Fettsdure C20:2 n6 (Abb.5) im Blutplasma zeigten durch die Zulage von
Leindl keine Verdnderungen; der prozentuale Anteil am Gesamtfettsduremuster belief sich auf

0,38 — 0,48 %.
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Abb.5: Eicosadiensédure (C20:2n6) im Blutplasma (% der Gesamtfettséduren)

Vorphase: vierwochige Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leinol/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.

In Folge der sechswochigen Supplementierung mit Leindl sanken die Werte der C20:4 n6
(Abb.6) im Blutplasma der Versuchsgruppe (Vorphase: 1,74 %; Versuchsphase: 1,60 %;

p=0,01), wihrend die Gehalte der Kontrollgruppe einen leichten Anstieg verzeichneten.

3,00 -

a
A A
[ 3 5 2
T I
1,50 - Versuchsgruppe
1,00 - H Kontrollgruppe
0,50 -
0,00 T T

Vorphase  Versuchsphase Nachphase

\-I\J
w
o

\-I\J
o
o

C20:4n6 (% der Gesamtfettsduren)

Abb.6: Arachidonsiure (C20:4n6) im Blutplasma (% der Gesamtfettsduren);

Vorphase: vierwdchige Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leindl/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwochige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.



61

4.1.3.2 n- 3 Fettsiduren

Die n-3-Fettsduren C20:3 n3, C20:5 n3, C22:5 n3 und C22:6 n3 konnten in den vorliegenden
Untersuchungen nur bei wenigen  Proben bestimmt werden; somit konnen keine
Veranderungen dieser Fettsduren bestimmt werden.

Der Anteil von C18:3 n3 (Abb.7) am Gesamtfettsduremuster stieg bei den Tieren der
Versuchsgruppe nach sechswochiger Zulage von Lein6l von 1,64 % auf 2,93 % an und fiel im
Verlauf der Nachphase wieder auf 1,46 % ab (p<0,01). Die Plasmawerte der Kontrollgruppe
schwankten zwischen 1,70 % und 2,29 %; die Werte zeigten keinen signifikanten Verlauf und

wiesen eine hohe Standartabweichung auf.
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Abb.7: a-Linolensdure (C18:3n3) im Blutplasma der Versuchsgruppe

(% der Gesamtfettsduren);

Vorphase: vierwochige Kontrollphase ohne Fettzulage, Versuchsphase: sechswochige
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit 320 mg Leindl/ kg
KM/ Tag; Nachphase: vierwochige Kontrollphase ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.
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Tab 9: Fettsduremuster (% Gesamtfettsduren) im Blutplasma wéhrend der Vor-, Versuchs-

und Nachphase
Vorphase Versuchsphase Nachphase
Diét Versuchs- Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs- Kontroll-
gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe

FS MW  SD MW  SD MW SD MW SD MW SD MW SD

C14:0 0,49 0,04 0,50 0,06 0,45 026 046 0,16 041 0,05 045 0,08
C15:0 0,34 0,03 0,31 0,11 0,26 025 0,19 0,18 025 0,15 022 0,19
C16:0 13,68 0,74 13,68 0,49 13,49 1,21 13,54 4,15 13,87 0,74 14,39 0,99
Cle:1 0,60 0,08 0,58 0,06 0,56 0,06 0,59 0,19 047 0,05 0,52 0,09
C17:0 0,48 0,03 0,45 0,04 0,50 0,11 0,70 048 044 0,05 047 0,06
C18:0 18,33 0,30 18,60 0,81 19,24 2,19 17,33 527 20,36 1,48 19,61 1,55
C18:1n9t | 0,31 0,13 0,23 0,23 0,12 0,19 0,04 0,11 0,04 0,12 0,00 0,00
C18:1n%¢ | 9,56 0,50 9,10 0,36 8,58 1,00 9,67 3,03 852 082 942 0,80
C18:2n6 |52,52 1,46 52,97 1,24 51,47 2,77 53,03 1,57 51,76 1,57 50,36 2,20
C18:3n6 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:0 0,66 0,05 0,65 0,14 0,68 0,11 0,56 0,19 0,65 0,09 0,65 0,07
C18:3n3 1,64 0,49 1,70 0,52 293 2,06 229 1,55 1,46 031 228 1,64
C20:1 0,07 0,15 0,00 0,00 0,13 0,20 0,010 0,15 0,15 0,017 0,14 0,18
C20:2 0,21 0,26 0,12 0,20 0,46 0,06 049 0,18 039 0,04 040 0,06
C22:0 0,56 0,06 0,52 0,19 0,55 0,08 0,55 0,18 056 0,04 0,52 0,05
C20:4n6 | 1,74 0,14 1,71 0,08 1,60 0,19 1,84 059 1,68 0,17 1,5 0,15
C24:0 0,49 0,06 0,52 0,05 0,46 028 040 0,24 0,56 0,08 0,56 0,09

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Vorphase: keine Olfiitterung; Versuchsphase:
Supplementierung der Versuchsgruppe mit Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/
Tag); Nachphase: keine Olfiitterung
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4.3  Selengehalte im Blutserum

In der Studie sollte neben der Untersuchung der Effekte durch die Fettzulage geklart werden,
ob es nach einer oralen Supplementierung von Selen unterschiedlicher Quellen aus Na-Selenit
bzw. liber Selenhefe in einer vergleichbaren Dosis von 3 mg Selen/ Tag zu einer Verdanderung
der Selenkonzentration im Blutserum kommt (Abb.9). Die mittlere Selenkonzentration nach
vierwOchiger Flitterung beider Gruppen mit bedarfsdeckenden Selengehalten in der Ration
(0,15 mg/ kg TS) lag bei 0,14+0,04 ppm (Vorphase), Unterschiede zwischen den Gruppen
traten nicht auf. Infolge der sechswochigen Ergéinzung von Selen unterschiedlicher Quellen
stiegen die Selenkonzentrationen in der mit Selenhefe supplementierten Versuchsgruppe
hochsignifikant um 75 % von 0,14 ppm auf 0,25+0,04 ppm (p<0,01), in der mit Na-Selenit
substituierten Gruppe um 44,5 % von 0,14 ppm auf 0,20+0,04 ppm (p<0,01) an; die
Supplementierung mit Selenhefe fiihrte zu signifikant hoheren Selenkonzentrationen im Blut
im Vergleich zu der mit der anorganischen Selenquelle versorgten Versuchsgruppe (p<0,05).
Nach weiteren vier Wochen ohne zusitzliche Selenquelle (Nachphase) in der Ration (0,15 mg
Selen/ kg TS) sanken in der Versuchsgruppe, die mit Selenhefen supplementiert wurde, die
Selenkonzentrationen im Serum hochsignifikant um 22,7 % (0,19+£0,06 ppm; p<0,01), in der
mit Na-Selenit ergdnzten Gruppe blieben die Werte konstant. Es zeigte sich zu diesem

Zeitpunkt kein Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abb.9: Selengehalte im Blutserum in Abhéngigkeit von der gefiitterten Selendosis und -quelle
Vorphase: Kontrollwerte nach 4-wochiger Fiitterung minimalbedarfsdeckender Selendosen
(0,15 mg Na-Selenit/ kg TS); Versuchsphase: 6-wochige Selensupplementierung mit
Selenhefen oder Na-Selenit (0,5 mg/ kg TS); Nachphase: Kontrollwerte nach 4 Wochen
Fiitterung mit Selengehalt 0,15 mg/ kg TS; Gruppen a 10 Tieren; signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet.
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44 Antioxidativer Status

44.1 Totale antioxidative Kapazitit (TEAC)

Infolge der sechswochigen Zufiitterung von Selen unterschiedlicher Quellen waren im Plasma
beider Gruppen hohere Werte der gesamten antioxidativen Kapazitit (TEAC) zu messen
(Abb.10); die mittlere TEAC in der mit Selenhefe supplementierten Versuchsgruppe stieg
signifikant um 12,4 % von 336 + 31,2 umol/ 1 auf 378 £ 25,65 pmol/ I (p<0,05), die der mit
der anorganischen Selenverbindung ergdnzten Gruppe um 10,6 % von 327 + 28,1 umol/ | auf
362 £ 45,6 umol/ 1 (p<0,05). Resultierend aus den vorliegenden Untersuchungen ergab sich
kein Unterschied zwischen beiden Fiitterungsvarianten. Nach weiteren vier Wochen ohne
zusitzlicher Selengabe fiel die mittlere TEAC der zuvor mit Selenhefe substituierten
Versuchsgruppe auf 352 + 44,1 umol/ 1 ab, wéihrend die der zuvor mit Na-Selenit versorgten

Gruppe auf 367,2 + 32 umol/ 1 anstieg (p<0,05).
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Abb.10: Mittlere TEAC Werte (= SD) im Blutplasma (pmol/ 1) in Abhéngigkeit der
supplementierten Selenmenge und -quelle

Vorphase: Kontrollwerte nach 4-wochiger Fiitterung minimalbedarfsdeckender Selendosen
(0,15 mg Na-Selenit/ kg TS); Versuchsphase: 6-wochige Supplementierung mit Selenhefen
oder Na-Selenit (0,5 mg/ kg TS); Nachphase: Kontrollwerte nach 4-wochiger Fiitterung
minimalbedarfsdeckender Selendosen (0,15 mg Na-Selenit/ kg TS); Gruppen a 10 Tieren;
signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe
mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.
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Nach sechswochiger Zulage von Leindl stieg die mittlere TEAC der Versuchsgruppe um
14,1% von 324,9 + 17,8 umol/ 1 auf 370,7 = 37,7 pmol/ 1 (p<0,05) an (Abb.11). Auch die
TEAC in der Kontrollgruppe verzeichnete einen Anstieg um 9,16% von 336,9 + 36,6 pmol/ 1
auf 367,7 = 39,1 pmol/ 1 (p<0,05). Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
traten zu keinem Messzeitpunkt auf. Die anschlieBende vierwdchige Fiitterung ohne Olzulage
fiihrte nicht zu statistisch relevanten Veranderungen. Die TEAC der Versuchsgruppe fiel auf

358 + 48,7 umol/ | ab, die der Kontrollgruppe auf 362 = 27,6 pmol/ 1.
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Abb.11: Mittlere TEAC-Werte (+ SD) im Blutplasma (umol/ 1) in Abhidngigkeit einer
zusitzlichen Supplementierung mit Leindl

Vorphase: Ration ohne Fettzulage; Versuchsphase: Supplementierung der Versuchsgruppe
(Gruppe A und B; 10 Tiere) mit Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag;
Nachphase: Ration ohne Fettzulage; signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet.

Aus den vorliegenden Daten ldsst sich somit schlussfolgern, dass sich weder die Form der
Selenquelle (Na-Selenit, Selenhefen) noch die zusitzliche Gabe von Fettsduren auf die
TEAC-Werte im Blutplasma auswirkt. Lediglich die Selensupplementierung in einer
Dosierung von 3 mg/ Tag fithrte zu nachweislichen Veridnderungen der gesamten
antioxidativen Kapazitdt (p<0,01). Nach vierwochiger Fiitterung einer Ration mit
Selengehalten von 0,15 mg/ kg Futter-TS in der Ration war eine mittlere TEAC von 331 +
29,1 umol/ I messbar. Infolge der sechswdchigen Supplementierung von 3 mg Selen pro Tag

stiegen die Werte um 11,45 % an auf 369 + 374 umol/ 1 an. Nach weiteren vier Wochen
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minimalbedarfsdeckender Selengehalte in der Ration (0,15 mg/ kg Futter-TS) fiel die TEAC
um 2,5% auf 360 = 37,9 umol/ 1 ab.

4.4.2 Glutathion (GSH) im Erythrozytenlysat

Die mittleren GSH-Konzentrationen im Erythrozytenlysat lagen bei 1253 pmol/ 1. Weder die
Selenquelle (Na-Selenit / Selenhefen) noch die Zulage von Leindl flihrten zu Unterschieden
(Abb.12).

800

Vorphase Versuchsphase

Abb.12: Mittlere Glutathionkonzentration (GSH) im Erythrozytenlysat (umol/ 1) vor und nach
einer Supplementierung mit Selen und Leindl; Median, Min, Max, 1. Und 3. Quartil
Vorphase: minimalbedarfsdeckende Selenkonzentrationen in der Tagesration (0,15 mg Na-
Selenit/ kg Futter-TS), keine Fettzulage; Versuchsphase: Supplementierung von Selen (3 mg/
Tag; Na-Selenit oder Selenhefen) und Supplementierung der Versuchsgruppe mit Leindl in
einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag

Nach sechswdchiger Supplementierung mit Selenhefen waren die Glutathion-Werte im
Erythrozytenlysat verglichen mit den Kontrollwerte hoher (Vorphase: 1178+103 pmol/ I;
Versuchsphase: 1302+90,3 umol/ 1; p<0,05) (Abb.13); in der anorganisch erginzten Gruppe
fielen die Werte unwesentlich (Vorphase: 1283+172 pumol/ I; Versuchsphase: 12524177
umol/ 1; p>0,05).
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Abb.13: Mittlere Glutathionkonzentration (GSH) im Erythrozytenlysat (umol/ I) vor und nach
einer Supplementierung mit Selen unterschiedlicher Quellen (Selenhefen, Na-Selenit)
Vorphase: Kontrollwerte nach vierwdchiger minimalbedarfsdeckender Selengehalte in der
Ration (0,15 mg Na-Selenit/ kg Futter-TS); Versuchsphase: sechswochige Supplementierung
von 3 mg Selen/ Tag; Gruppen a 10 Tieren; signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet.

Die zusitzliche Verabreichung von Fettsduren filihrte nicht zu relevanten Verdnderungen der
Glutathion-Konzentration im  Erythrozytenlysat (Vorphase: 1298+113 pmol/ 1;
Versuchsphase: 1283161 pmol/ 1; p>0,05), wahrend die Werte der Kontrollgruppe anstiegen
(Vorphase: 11124112 umol/ 1; Versuchsphase: 12464124 umol/ 1; p<0,05) (Abb.14).
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Abb.14: Mittlere Glutathion-Konzentration (GSH) im Erythrozytenlysat (umol/ 1) vor und
nach Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit Leindl in einer
Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag; Vorphase: Kontrollwerte nach vierwdchiger Fiitterung
ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige Supplementierung der Versuchsgruppe mit
Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag; signifikante Unterschiede (p<0,05)
zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet.

4.4.3 Glutathionperoxidase

Infolge der sechswochigen Supplementierung mit Selen unterschiedlicher Quellen (3 mg/
Tag) stieg die Glutathionperoxidase-Aktivitit im Erythrozytenlysat beider Versuchsgruppen
an (Abb.15). In der Gruppe, die Selenhefen erhielt, stiegen die GPx-Werte unmittelbar nach
Selenzulage (Versuchsphase) um 10,0 % an und nach weiterer vierwochiger Fiitterung
minimalbedarfsdeckender Selengehalte in der Ration (Nachphase) um erneute 17,83 %
(Vorphase: 1934+39,1 U/ g Hb; Versuchsphase: 212+37,1 U/ g Hb; Nachphase: 250+55,8 U/ g
Hb) an. Der Gesamtanstieg von 27,83% im Verlauf des Versuches wies statistische
Signifikanz auf. Die Gruppe, die mit Na-Selenit zugefiittert wurde, verzeichnete unmittelbar
nach Selenzulage (Versuchsphase) einen Anstieg der GPx um 9,35 % und nach weiteren vier
Wochen minimalbedarfsdeckender Selengehalte in der Ration (Nachphase) um weitere 18,0
% (Vorphase: 192+25,6 U/ g Hb; Versuchsphase: 210+33,4 U/ g Hb; Nachphase: 247 U/ g
HbD).

Die Art der Selensupplementierung (Selenhefen vs. Na-Selenit) fiithrte nicht zu
unterschiedlichen Zunahmen der GPx-Aktivitdten im Erythrozytenlysat.
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Abb.15: Mittlere Glutathionperoxidase-Aktivitdit im Erythrozytenlysat (U/ g Hb) in
Abhéngigkeit von der Selendosis und —quelle (Selenhefen vs. Na-Selenit)

Vorphase: Selengehalt in der Ration 0,15 mg Na-Selenit/ kg Futter-TS; Versuchsphase:
Supplementierung mit 3 mg Selen/ Tag; Nachphase: Selengehalt in der Ration 0,15 mg Na-
Selenit/ kg Futter-TS; Gruppen a 10 Tieren; signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
Gruppen sind mit *, innerhalb einer Gruppe mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet.

Unmittelbar nach der sechswochigen Zulage von Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg
KM/ Tag stieg die GPx-Aktivitdt in der Versuchsgruppe hochsignifikant um 7,40 %, die
Messung nach weiteren vier Wochen ohne Fettzulage (Nachphase) ergab nochmals einen
Anstieg der Werte um 20,30 % (Vorphase: 192+23,9 U/ g Hb; Versuchsphase: 206+31,8 U/ g
Hb; Nachphase: 247+32,4 U/ g Hb; p<0,01) (Abb.16). Die Kontrollgruppe ohne Fettzulage
zeigte einen dhnlichen Verlauf; die GPx-Aktivitit stieg zunidchst um 11,71 % und bei der
letzten Messung um weitere 15,89 % an (Vorphase: 193+£38,8 U/ g Hb; Versuchsphase:
216+37,3 U/ g Hb; Nachphase: 250+£50,6 U/ g Hb; p<0,01).

Es konnten keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen ermittelt werden.



70

350 -

b
300 - B
ab T
250 - d A
- |
200 - |
Versuchsgruppe
150 - B Kontrollgruppe
100 -
50 -
0 T T

Vorphase Versuchsphase Nachphase

GPX in U/gHb

Abb.16: Mittlere Glutathionperoxidase-Aktivititen im Erythrozytenlysat vor und nach
Supplementierung der Versuchsgruppe (Gruppe A und B; 10 Tiere) mit Leindl in einer
Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag

Vorphase: Kontrollphase ohne Fettzulage; Versuchsphase: sechswochige Supplementierung
der Versuchsgruppe mit Leindl (320 mg/kg KM/ Tag); Nachphase: Kontrollphase ohne
Fettzulage; signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen sind mit *, innerhalb
einer Gruppe mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass weder die Art der Selenquelle (Na-Selenit/
Selenhefen) noch die Zulage von Fettsduren in Form von Leindl Auswirkungen auf die
Glutathionperoxidase-Aktivitit im Erythrozytenlysat hatten.

Die Supplementierung von 3 mg Selen/ Tag — unabhingig der Selenquelle - iiber sechs
Wochen fiihrte unmittelbar im Anschluss an die Versuchsphase zu einem Anstieg der GPx-
Aktivitdit um 9,67 %. Die Messungen nach der Kontrollphase (Nachphase) ergaben eine
weitere Steigerung der Werte um 19,9 % (Vorphase: 192+31,8 U/ g Hb; Versuchsphase:
211+34,2 U/ g Hb; Nachphase: 249+41,8 U/ g Hb; p<0,001).

Insgesamt flihrte die Supplementierung von Selen in einer Dosierung von 3 mg/ Tag zu einer

hoheren Glutathionperoxidase-Aktivitiat im Erythrozytenlysat der Versuchspferde (Abb.17).



71

400 -
350 ~
300 + *

250 [ . | -

200 + [

GPX in U/g Hb

150 + |

100

Vorphase Versuchsphase Nachphase

Abb.17: Gutathionperoxidase-Aktivitit (Median, Min, Max, 1. Und 3. Quartil) im
Erythrozytenlysat (U/ g Hb) in Abhéngigkeit der supplementierten Selenmenge

Vorphase: Selengehalt 0,15 mg/ kg Futter-TS; Versuchsphase: Supplementierung von 3 mg
Selen / Tag (Selenhefen / Na-Selenit); Nachphase: Selengehalt 0,15 mg/ kg Futter-TS; Gruppe
a 20 Tiere; signifikante Unterschiede (p<0,01) zwischen den einzelnen Versuchsphasen sind
mit * gekennzeichnet.
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5 Diskussion
5.1 Kritik der verwendeten Methoden

5.1.1 Versuchstiere — Haltung — Fiitterung

Die Zahl der zur Verfiigung stehenden Tiere war limitiert, was unter dem Aspekt der
statistischen Auswertbarkeit der Versuchsergebnisse sowie der individuellen Variabilitit und
der daraus resultierenden eingeschrankten Standardisierbarkeit kritisch zu bewerten ist. Da die
Haltung von Pferden mit einem sehr groBen rdumlichen, personellen sowie finanziellen
Aufwand verbunden ist, sind Studien mit dhnlichen Probandenzahlen im internationalen
Vergleich durchaus tiblich.

Bei den Versuchstieren handelte es sich ausschlieSlich um junge Vollblutpferde im Alter von
einem Jahr, die im Privatbesitz eines Gestiites standen. Die Haltungs- und
Fiitterungsbedingungen lieBen sich somit gut standardisieren.

Das Versuchsfutter wurde von allen Tieren gut aufgenommen, es traten keine

Akzeptanzprobleme auf.

5.1.2 Studiendesign

Die Einteilung der Probanden zur Bestimmung der Interaktionen einer Supplementierung von
Fettsduren und Selen unterschiedlicher Quellen in vier Versuchsgruppen von maximal fiinf
Pferden beeinflusste die statistische Auswertbarkeit der Daten moglicherweise nachteilig.
Wihrend der vierwdchigen Vor- und Nachphase der Studie wurde keine Differenzierung der
gefiitterten Selenquelle (Selenhefen vs. Na-Selenit) durchgefiihrt. Alle Tiere erhielten
anorganisch gebundenes Selen (Na-Selenit) in einer bedarfsgerechten Dosierung von 0,15 mg/
kg TS; lediglich in der sechswochigen Versuchsphase wurden je zwei Gruppen mit
Selenhefen und die anderen mit Na-Selenit in einer Dosierung von 0,5 mg/ kg TS
supplementiert.

Diverse Studien zeigten, dass Leindl in der gewéhlten Dosierung nicht besonders gut geeignet
war, um mehrfach ungesittigte Fettsduren im Plasma und den Membran-Phospholipiden in
Leukozyten anzureichern (Hansen et al., 2002; Hess et al., 2012). Die Verwendung von
marinen Olen wiirde vermutlich zu reprisentativeren Ergebnissen fiihren; aufgrund beim
Pferd hiufig auftretender Akzeptanzprobleme bei der Zulage von Tierfetten und des

unverhédltnismiBigen Kostenaufwandes wurde allerdings davon abgesehen.
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Die Versuchsdauer ist sowohl fiir die Aufnhahme und Anreicherung von Selen als auch fiir die

Fettsdaureanreicherung im Organismus des Pferdes als auszureichend anzusehen.

5.1.2 Probenentnahme, -analysen, Auswertung der Daten

Die Zeitpunkte und auch die Art und Anzahl der Blutprobenentnahmen schienen zweckmafBig
Zu sein.

Die Blutprobenentnahme erfolgte immer morgens zur gleichen Uhrzeit unmittelbar nach der
Futteraufnahme. Orme et al. (1994) stellte eine erhdhte Konzentration freier Plasmafettsduren
in den frithen Morgenstunden fest und nur minimale Schwankungen im {ibrigen Tagesverlauf;
postprandial konnte in dieser Untersuchung kein Fettsdurepeak dargestellt werden. Dagegen
konnten Piccione et al. (2009) an Springpferden ein circadianes Muster der freien Fettsduren
im Plasma nachweisen mit einem Anstieg der Konzentrationen im Tagesverlauf, beeinflusst
durch Springtraining sowie durch postprandiale Metabolismen. Es schien folglich sinnvoll zu
sein, die Blutprobenentnahme immer zur gleichen Tageszeit durchzufiihren, um moglichst
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme aufbereitet, gekiihlt und anschlieBend bei
-80° eingefroren. In Abhingigkeit vom Entnahmezeitpunkt wurden sie bis zu acht Monate
tiefgefroren gelagert bevor sie alle zeitgleich analysiert wurden. Es liegen zwar bislang keine
Studien vor zur Stabilitdt von Blutproben bei vergleichbaren Lagerungszeiten, es ist aber
davon auszugehen, dass sich die Proben bei unmittelbarer Aufbereitung nach der Entnahme
lange Zeit bei -80°C konservieren lassen.

Die Parameter des antioxidativen Stoffwechsels zeigen sich bei einer Aufbereitung der Proben
innerhalb von sechs Stunden nach der Blutentnahme relativ stabil (Winter, 2009).

Es wurden ausschlieBlich bereits etablierte Analyseverfahren durchgefiihrt, die auch fiir

Blutproben von Pferden geeignet sind.
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5.2 Fettsduremuster im Plasma des Pferdes

5.2.1 Dosierung der Fettsiuren

In der vorliegenden Studie wurden Fettsduren in Form von Leindl in einer Menge von 320 mg
/ kg KM/ Tag tiber sechs Wochen supplementiert.

Die Dosierung scheint im Vergleich mit diversen anderen Studien beim Pferd durchaus
geeignet, um eine Verdnderung des Fettsduremusters im Blutplasma und in den Blutzellen zu
erzielen.

Hansen et al. (2002) substituierte Leindl in einer Menge von 10% der Kraftfutterration iiber
achtzehn Wochen, wihrend O’Connor (2007) und Khol-Parisini (2007) ebenfalls eine
Dosierung von 320 mg/ kg KM und Tag iiber eine Versuchsdauer von neun bzw. zehn
Wochen wihlten und wie in der eigenen Arbeit eine signifikante Verdnderung der n-3-
Fettsduren im Plasma der Probanden erzielen konnten.

Um eine Verschiebung der n3:n6-Ratio im Organismus zu bewirken, ist eine Ergéinzung von
EPA, DPA und DHA in einer Dosierung von mindestens 40 mg/ kg KM/ Tag empfehlenswert
(Nagakura et al., 2000).

5.2.2 Fettsduremuster in Blutplasma

Analog zu vergleichbaren Arbeiten (Luther et al. (1981); Orme et al. (1994); Khol-Parisini et
al. (2007)) beim Pferd konnten folgende, dominante Fettsduren in abfallender Konzentration
nachgewiesen werden: C18:2 n6, C18:0, C16:0, C18:1 n9. Im Blutplasma des Pferdes
konnten C14:0, C15:0, C16:1, C17:0, C18:3 n3, C20:0, C20:1, C20:2, C22:0, C20:4 n6,
C14:0 in geringer Menge (< 1 %) nachgewiesen werden.

C18:3 n6 lieB sich zu keinem Zeitpunkt des Versuches im Plasma nachweisen.

5.2.3 Einfluss einer Olsupplementierung auf das Fettsiuremuster beim Pferd

Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Supplementierung von Leindl in einer
Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag iiber einen Versuchszeitraum von sechs Wochen fiihrte
im Plasma zu einer signifikanten Erh6hung der gesittigten Fettsduren C18:0 und C20:0. Die
Schwankungen der Gehalte von C18:0 bei der Kontrollgruppe sind auf die statistisch relativ
kleine GruppengrofBe zuriickzufiihren und nicht wissenschaftlich zu erkléren.

Bei den einfach ungesittigten Fettsduren konnte ein signifikanter Abfall von C18:1 n9

verzeichnet werden. Die mehrfach ungesittigte Fettsdure C18:3 n6 lieB sich im
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durchgefiihrten Versuch gar nicht oder nur in wenigen Proben in sehr geringer Konzentration
messen; die Ergebnisse sind somit nicht zu bewerten. C18:2 n6 zeigte keine Verdnderung
durch die Erginzung mit Lein6l. Die Konzentrationen von C20:2 n6 fielen in der
Versuchsgruppe nach Zulage von n-3-FS in Form von Leindl signifikant ab.
Erwartungsgemal flihrte die Verabreichung von Leindl zu einem Anstieg der Konzentration

von C18:3 n3 im Plasma der Versuchsgruppe sowie zu einem Abfall der Gehalte an C20:4 n6.

Hansen et al. (2002) konnte nach einer Supplementierung von Leindl in einer Menge von 10%
der Ration iiber achtzehn Wochen einen Anstieg von C18:3 n3, C18:2 n6 und C20:5 n3
erzielen; die Konzentrationen von C20:4 n6 und C22:6 n3 blieben unbeeinflusst durch die
Behandlung. Sie schlussfolgerten, dass Leindl nicht potent genug sei, die n3:n6-Ratio
signifikant zu erhohen. Die eigenen Untersuchungen zeigten ebenfalls einen Anstieg der n3-
Fettsduren und einen Abfall der n6-Fraktion nach Supplementierung mit Leindl. Es ldsst sich
jedoch auch in der vorliegenden Arbeit keine statistisch abgesicherte Aussage iiber eine
mogliche Verschiebung der n3:n6-Ratio treffen, da C18:3 n6, C20:5 n3 und C22:6 n3 nur in

sehr wenigen Proben messbar waren.

O’Connor et al. (2007) konnten durch eine Supplementierung von Fischél (10,8 % C 20:5 n3;
8 % C 22:6 n3) liber 63 Tage sowohl einen signifikanten Anstieg der n3-FS als auch einen
Abfall der n6-FS im Plasma von Pferden erzielen. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Khol-
Parisini et al. (2007) nach der Verabreichung von Seehundél in einer Dosierung von 320 mg
/kg KM /Tag iiber zehn Wochen; es konnte ein signifikanter Abfall der C18:2 n6 sowohl im
Plasma als auch den Membranphospholipiden der Leukozyten sowie einen signifikanten
Anstieg der C20:5 n3 und C22:6 n3 ermittelt werden. In den Untersuchungen von King et al.
(2008) fiihrte eine Supplementierung von Eicosapentaensdure und Docosahexaensiure zu
einem dosisabhingigen Anstieg dieser Fettsduren im Plasma.

Um die Annahme zu stiitzen, dass Lein6l nicht potent genug sei, die n3:n6-Ratio im Plasma
zu verschieben, flihrten Hess et al. (2009) eine Studie zum Vergleich der Effekte einer
Erginzung mit Leindl vs. Fischdl in einer Menge von 38 g/ Tag tiber 90 Tage durch. Die
Konzentrationen von Linolsdure und a-Linolenséure im Plasma blieben nach der Zulage von
Fischol zwar geringer als nach Leindl-Gabe, ein messbarer Gehalt von C20:5 n3 und C 22:6
n3 konnte allerdings nur nach der Supplementierung von Fischdl erzielt werden. Mit diesen
Ergebnissen konform gehen auch die eigenen Untersuchungen, die keinen messbaren Gehalt

von C20:5 n3 und C22:6 n3 nach Supplementierung mit Leindl herausstellen konnten.
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Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich eine nennenswerte Anreicherung von n3-FS
und somit eine Verschiebung des n3:n6- Verhiltnisses beim Pferd offenbar eher durch eine
gezielte Supplementierung mit Olen marinen Ursprungs erzielen lisst, wihrend pflanzliche

Ole zumindest in dem hier gew#hlten Dosierungsbereich weniger wirksam sind.

5.24 Beeinflussung des antioxidativen Stoffwechsels

Die in der Literatur mehrfach beschriebenen positiven Effekte einer fettreichen Diédt auf
Parameter des antioxidativen Stoffwechsels beim Pferd konnten in der vorliegenden Studie
nicht bestdtigt werden. Die Zulage von Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag
fiihrte weder zu einer Verdanderung der TEAC noch zu einer Beeinflussung von Glutathion

und GPx.

In einer Studie von Orme et al. (1997) fiihrte die Supplementierung von Fettsduren zu einer
Erhohung der Plasmalipaseaktivitidt; dieses flihrt {iber eine Beeinflussung der
Lipoproteinlipase der Muskulatur zu einer Verbesserung der Fettaufnahmekapazitit der
Muskulatur. Durch den signifikanten Anstieg der Muskel-Citrat-Synthase sowie der [-
Hydroxyl CoA Dehydrogenase lésst sich eine verbesserte oxidative Kapazitit der Muskulatur
vermuten. Bei Rennpferden fiihrte eine fettreiche Didt nicht zu verdnderten Insulin- und
Laktatwerten in Folge korperlicher Leistungen (Harris er al., 1999). Eine proteinreduzierte
Didt in Verbindung mit einer Olsupplementierung schwichte die belastungsinduzierte
Bildung von Sduren beim Hochleistungspferd ab und erhohte den Blut-pH-Wert sowie den
Bicarbonat-Wert (Graham-Thiers et al., 2001). Auch Zeyner et al. (2002) erwdhnen den
positiven Effekt einer Supplementierung von Fettsduren auf die pH-Homdostase des Plasmas.
In einer Studie von deMoffarts (2007) konnte der belastungsinduzierte Abfall der GPx durch

eine n3-FS —reiche Diit abgeschwicht werden.

Die Supplementierung mit Leindl fithrte im vorliegenden Versuch zwar zu einer
Anreicherung von n-3-FS, allerdings nicht zu einer Verschiebung der n3:n6-Ratio im Plasma.
Ein Effekt auf Parameter des antioxidativen Stoffwechsels liel sich somit ebenfalls nicht
erwarten. Die aufgefiihrten Studien aus der Literatur untersuchten Parameter des

antioxidativen Stoffwechsels beim Pferd ausschlieBlich unter korperlicher Belastung. Positive
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Effekte einer n-3-FS angereicherten Didt auf das oxidativ-antioxidative Gleichgewicht des

Korpers scheinen nur unter Leistungsbedingungen von Bedeutung zu sein.

5.3  Selengehalte im Blutserum

Fir das Spurenelement Selen weist der tierische Organismus nur einen geringen
homoostatischen Kontrollmechanismus auf (Wolffram, 2000; Jeroch et al., 2008). Eine
nutritive Versorgung mit Selen oberhalb der Bedarfswerte von 0,1 — 0,15 mg/ kg TS sollte
folglich durch eine Erhohung der Selenwerte im Blutplasma/ -serum nachweisbar sein (Meyer
& Coenen, 2014). Referenzwerte fiir Selen im Blut belaufen sich beim Fohlen auf 0,07 — 0,09
mg/ 1 und beim erwachsenen Pferd auf 0,1 — 0,25 mg/ 1 (Meyer & Coenen, 2014). Die
physiologisch niedrigeren Selengehalte im Blut des Fohlens verglichen mit ausgewachsenen
Pferden zeigen sich auch bei Absetzern bis zu dem Alter von einem Jahr. Bauer et al. (2017)
geben deutlich niedrigere Referenzwerte an (0,028 — 0,13 mg/ 1).

In Studien mit bedarfsgerechten Selengehalten in der Ration bewegten sich die Selengehalte
im Blut stets innerhalb der oben angegebenen Referenzwerte (Stowe, 1967; Shellow er al.,
1985; Podoll et al., 1992; Richardson et al., 2006). Bei Vollblutpferden wurden
durchschnittlich geringere Selenwerte ermittelt als bei Warmbliitern (Stowe, 1967; Hayes et
al., 1987). Steigende Selenzulagen in der Ration fiihrten wie in den eigenen Untersuchungen

erwartungsgemal zu erh6hten Plasmaspiegeln.

Organisch gebundenes Selen (Selenhefe) lasst sich im Austausch mit Methionin unspezifisch
in Gewebe inkorporieren (Mahan et al., 1999; Schrauzer, 2000). Richardson et al (2006)
konnten keinen signifikanten Unterschied der zugefiihrten Selenquelle (Zink-L-
Selenomethionin vs. Na-Selenat) auf die Bioverfligbarkeit von Selen im Organismus
herausstellen, wohingegen aktuellere Studien die eigenen Ergebnisse stiitzten und durchaus
die Vorteile einer Supplementierung mit organisch gebundenem Selen herauskristallisieren

konnten (Calamari et al., 2009; Montgomery et al., 2012).

Die erzielten Ergebnisse der vorliegenden Studie bewegen sich innerhalb der oben
aufgefiihrten Referenzwerte aus der Literatur. Die sechswochige Supplementierung mit Selen
in einer Dosierung von 0,5 mg/ kg TS fiihrte erwartungsgemdf zu einem Anstieg der
Selenspiegel im Blut; organische Selenhefe in der Ration erhdhte die Selengehalte im Serum

um 75 %, wihrend Na-Selenit nur zu einem Anstieg von 44,5 % fiihrte. Dies deutet die
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Vorteile einer Supplementierung mit Selenhefen beim Pferd an und entspricht den
Beobachtungen von Calamari et al. (2009) und Montgomery et al. (2012).

In den Untersuchungen von Richardson et al. (2006) konnte dagegen nach einer
Supplementierung von Selen iiber einen Zeitraum von 56 Tagen hinaus kein Unterschied
hinsichtlich der chemischen Bindungsform (organisch / anorganisch) in den Selengehalten des
Blutes aufgezeigt werden.

Es scheint somit auch der Dauer der Selensupplementierung eine Bedeutung zu zukommen.

54 Einfluss von n3-Fettsiduren und Selen auf den antioxidativen Status

Durch eine Supplementierung von antioxidativ wirkenden Substanzen wird in der
Pferdefiitterung nicht nur versucht, Mangelzustinde auszugleichen, sondern insbesondere
auch die Leistungs- und Regenerationsfahigkeit des Organismus zu steigern und positive
Effekte auf das Immunsystem zu erzielen.

Die Zulage von Fetten wirkte sich in diversen Studien positiv auf die pH-Homoostase des
Pferdes aus (Graham-Thiers et al., 2001; Zeyner et al., 2002).

Ein belastungsinduzierter Abfall der GPx-Aktivitit konnte durch eine fettsdurereiche Didt
abgeschwicht werden (de Moffarts et al., 2007). Dem Spurenelement Selen wird als
Bestandteil des antioxidativen Enzyms Glutathionperoxidase eine entscheidende Bedeutung
bei der intrazelluliren Regulation bzw. Inaktivierung von Hydroperoxiden beigemessen
(Arthur, 1997; Ferguson & Karunasinghe, 2011).

Veranderungen des Selenstatus konnen sich folglich tiber eine Beeinflussung der GPx-
Aktivitit direkt auf das antioxidative System auswirken (Brummer, Hayes, Dawson, et al.,
2013).

In der vorliegenden Studie fiihrte die Supplementierung mit Leindl in einer Dosierung von
320 mg/ kg KM/ Tag nicht zu einer nennenswerten Anreicherung von n-3-FS im Blutplasma;
es konnte somit auch kein Effekt auf den antioxidativen Status des Pferdes ermittelt werden.
Wie in der Literatur beschrieben, fiihrte die Substituierung von Selen unabhingig von der
verabreichten Quelle auch in der vorliegenden Untersuchung zu einer Anreicherung des

Spurenelementes im Blutserum und zu Verdnderungen im antioxidativen System des Pferdes.
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5.4.1 Totale antioxidative Kapazitit (TEAC)

Die TEAC im Blut setzt sich aus einer Vielzahl enzymatischer und nicht enzymatischer
Antioxidantien, wie zum Beispiel GPx, SOD, Albumin, Bilirubin, Glutathion, Harnsdure und
Vitamin C und E zusammen. Eine Veridnderung eines oder mehrerer antioxidativ wirkender
Komponenten kann folglich deutliche Konzentrationsunterschiede bewirken.

Die Ausgangswerte der TEAC in der vorliegenden Arbeit vor der Supplementierung mit
Fettsduren und Selen unterschiedlicher Bindungsformen entsprechen mit einer mittleren
TEAC von 331,19 £ 29,13 pumol/ 1 den Referenzwerten fiir Pferde aus der Literatur
(McMeniman & Hintz, 1992; White et al., 2001; Stohrer et al., 2002; Brincker, 2004). Nur
Niedzwiedz et al. (2013) eruierten in ihren Untersuchungen niedrigere TEAC-Werte.

Die Werte der gesamten antioxidativen Kapazitidt scheinen tierartspezifisch zu variieren. In
einer Studie an Schlittenhunden konnten beispielsweise TEAC-Werte von 800 pumol/ 1
gemessen werden (Stohrer er al., 2002). Bei gesunden Milchkiihen lagen die gemessenen
TEAC-Werte dagegen nur in einem Bereich von 200 — 300 umol/ | (Wilken & Fiirll, 2002).
Auch Sauen zeigten dhnliche Werte zwischen 246 pmol/ I und 266 pmol/ 1, gemessen im
peripartalen Zeitraum (Derkx, 2009). In Blutproben des Menschen beliefen sich die TEAC-
Konzentrationen auf 1460 + 140 pmol/ I und sind somit im Speziesvergleich am hochsten
(Miller et al., 1993).

In Folge der sechswochigen Supplementierung mit Selen in einer Dosierung von 0,5 mg/ kg
TS waren unabhingig von der Selenquelle signifikant hohere Werte der gesamten
antioxidativen Kapazitit im Plasma zu messen. Erhohte TEAC-Werte lieen sich auch noch
vier Wochen nach Ende der forcierten Zufiitterung von Selen nachweisen; die Ergebnisse
lassen eine anhaltende Bioverfiigbarkeit von Selen im Organismus vermuten.

Eine Zulage von Fettsduren neben der Ergéinzung mit Selen erhohte die gesamte antioxidative
Kapazitit am deutlichsten; der Unterschied lieB sich allerdings nicht statistisch absichern.
Auch McMeniam et al (1992) konnten nach Zulage von Vitamin E und Selen signifikant
erhohte TEAC-Werte im Plasma bei Rennpferden im Training erzielen. Durch intravendse
Verabreichung von antioxidativen Substanzen unmittelbar vor einem Rennen konnte dem
belastungsinduzierten Abfall der TEAC entgegengewirkt werden (White et al., 2001).

Die Gabe eines Vitamin- und Spurenelement-reichen Zusatzfutters an Rennpferde im Laufe
der Trainingssaison konnte die lipophile antioxidative Kapazitit der Pferde positiv
beeinflussen (de Moffarts ez al., 2005). Demgegeniiber konnte keine signifikante Verdnderung
der TEAC durch Supplementierung von Glutamin bei Rennpferden erzielt werden (Brincker,

2004).
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54.2 Glutathion im Erythrozytenlysat

Die Glutathion-Analysen ergaben eine mittlere Konzentration der TGSH von 1252 umol/ | im
Erythrozytenlysat. Weder die Supplementierung von hochdosiertem Selen unterschiedlicher

Quellen noch die Zulage von Fettsduren fiihrte zu statistisch signifikanten Verdnderungen.

Die ermittelten Werte entsprechen den von Art et al. (1999) gemessenen Konzentrationen der
TGSH bei gesunden jungen Pferden (1104 + 55 pumol/ 1) im Hamolysat. Infolge einer akut
auftretenden und auch abheilenden RAO (recurrent airway obstruction) stiegen die Werte hier
an.

Unabhingig von einer sechswochigen Supplementierung mit Antioxidantien stiegen die GSH-
Werte bei deMoffarts et al. (2007) im Verlauf der Studie von durchschnittlich 800 pmol/ 1 auf
1177 umol/ 1 an; diese Ergebnisse suggerieren eine relativ groBe Schwankungsbreite
zwischen unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten. Bei Pferden der Placebogruppe konnte ein
signifikanter leistungsinduzierter Abfall der GSH verzeichnet werden. Chiardadia et al.

(1998) ermittelten im Durchschnitt deutlich geringere GSH-Werte von 600 pmol/ 1.

In einer Studie an Rennpferden konnten durch eine Supplementierung von L-Glutamin
erhohte GSH-Werte und reduzierte GSSG-Werte im Vollblut ermittelt werden; die Ergebnisse
wiesen allerdings keine statistische Signifikanz auf (Brincker, 2004). Auch bei Ratten fiihrte
eine Glutaminsupplementierung zu hoheren GSH-Konzentrationen im Blut (Denno et al.,

1996).

5.4.3 Glutathionperoxidase

Bereits Roneus et al. (1983) stellten einen Zusammenhang zwischen der GPx-Aktivitit im
Blut gesunder Pferde und dem Selengehalt in der Futterration her; auch fiihrte eine
Selensupplementation trachtiger Stuten zu erhohten GPx-Werten bei deren neugeborenen
Saugfohlen. Diverse andere Studien konnten keinen signifikanten Effekt einer
Supplementierung mit Selen auf die GPx-Aktivitit bei Pferden eruieren. In einer Studie von
Shellow et al. (1985) beispielsweise fiihrte eine Substituierung mit Selen zwar zu verédnderten
Blutspiegeln, allerdings lieBen sich keine Parallelen zur GPx-Aktivitét herstellen. Karren et al.
(2010) untersuchten die Auswirkungen einer Selengabe an trichtigen Stuten und konnten
weder bei der Stute noch beim Fohlen Verdnderungen der GPx verzeichnen; lediglich die

Selengehalte in Plasma, Muskulatur und im Kolostrum stiegen deutlich an. Der Einsatz eines



81

vitamin- und spurenelementreichen Zusatzfutters wihrend der Rennsaison beeinflusste die
GPx-Aktivitit und die lipophile antioxidative Kapazitit von Vollblutpferden positiv (de
Moftarts et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei gesunden Vollblut-Jahrlingen bei bedarfsgerechter
Selenversorgung (0,15 mg/ kg TS) in der Ration eine mittlere GPx-Aktivitit von 192 U/ g Hb
festgestellt werden. Die Supplementierung mit Selen (0,5 mg/ kg TS) iiber sechs Wochen
fithrte unabhingig von der verwendeten Selenquelle zu einem signifikanten Anstieg der GPx
auf 210 U/ g Hb; es konnte ein weiterer Anstieg auf 248 U/ g Hb nach weiteren vier Wochen

bedarfsgerechter Selenversorgung ermittelt werden.

Die eigenen Werte der GPx-Aktivitit beim Pferd gehen mit den Erkenntnissen von
deMoffarts (2005) konform, die beim Rennpferd eine durchschnittliche GPx von 200 U/ g Hb
ermittelten. Nach Verabreichung von antioxidativ wirkenden Substanzen erhohte sich die GPx
im Mittel sogar auf 300 U/ g Hb. Winter et al. (2009) erhielt bei zufillig ausgewéihlten
Pferdepatienten unterschiedlicher Rassen im Alter von vier bis zwanzig Jahren hingegen
deutlich geringere Werte der GPx-Aktivitit von durchschnittlich 137 — 143 U/ g Hb.

Gorecka et al. (2002) untersuchten diverse antioxidative Parameter beim Pferd unter dem
Einfluss variierender Umweltbedingungen, Alter, Geschlecht und Rasse; der antioxidative
Status variierte signifikant bei Pferden unterschiedlichen Geschlechtes und Rassen und stand
unter einem gewissen Umwelteinfluss. Das Alter der Pferde beeinflusste den antioxidativen

Status nicht maB3geblich.

Eine vergleichbare Studie von Richardson et al. (2006) iiber die Effekte einer
Supplementierung von Selen unterschiedlicher Bindungsformen und Dosierungen zeigte im
Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen keinen Zusammenhang zwischen Selenspiegeln
im Blut und der GPx-Aktivitdt. Unabhéngig von der zugefiihrten Selenmenge und —quelle
stieg die GPx im Verlauf der Studie bei allen Gruppen an. Die Supplementierung von Zink-L-
Selenomethionin erzielte zwar die hochsten Selengehalte im Plasma, die Pferde zeigten aber

die geringsten GPx-Werte.

Haggett et al. (2010) fiihrten eine Studie iiber den Blutselenstatus bei Distanzpferden im
Verlauf korperlicher Leistungen durch. Physische Belastung erhohte den Gehalt an freien

Sauerstoffradikalen im Blut. Als Bestandteil der antioxidativ wirkenden Glutathionperoxidase
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vermag Selen dieses Ungleichgewicht nach Ansicht der Autoren positiv zu beeinflussen.
Hohere Selengehalte im Blut fiihrten allerdings nicht zu verbesserten Leistungen bei den
untersuchten Distanzpferden. Pferde, die das Ziel erreichten, wiesen in der Blutuntersuchung

aber im Mittel hohere Selengehalte auf als leistungsbedingt disqualifizierte Pferde.

Im Gegensatz zu diversen anderen Studien konnte in der vorliegenden Studie kein Effekt
einer Supplementierung von n3-Fettsduren in Form von Leindl auf Parameter des
antioxidativen Stoffwechsels dargestellt werden. Das verwendete Leindl fiihrte zwar zu einer
nachweislichen Anreicherung von mehrfach ungesittigten Fettsduren im Organismus der
jungen Vollbliiter, nicht jedoch zu einer Verschiebung der n3:n6-Ratio; somit lie sich
vermutlich auch kein Einfluss auf den antioxidativen Status der Tiere ermitteln. Allerdings
fiihrte die Zulage von Maiskeimdl in einer Studie von McMeniman et al. (1992) bei
Sportpferden zu erhdhten Aktivititen der Glutathionperoxidase; dies ldsst sich aber auf die

sehr hohen Vitamin E — Gehalte des verwendeten Oles zuriickfiihren.
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5.5  Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Verwendung von Leindl in einer Dosierung von 320 mg/ kg KM/ Tag war nicht geeignet,
um die n3:n6-Ratio im Organismus des Pferdes zu beeinflussen. Ob dieses bei lingerer
Versuchsdauer deutlich ausgeprigter gewesen wire, kann aufgrund der eigenen Daten nicht
belastbar eingeschitzt werden. Die Verfiitterung von Ol iiber einen Zeitraum von sechs
Wochen zeigte sich riickblickend als etwas kurz gewéhlt, dies ergibt sich zumindest als
Hinweis aus der Untersuchung von Hansen et al. (2002). Um das Fettsduremuster des Pferdes
hinsichtlich der mehrfach ungesittigten n3-Fettsduren zu beeinflussen, sollte somit besser auf
Ole mariner Quellen (O’Connor, 2007; Khol-Parisini, 2007; King, 2008; Hess, 2012) oder
evtl. auch Mikroalgen (Heckel, 2009) zuriickgegriffen werden.

Zur besseren Beurteilbarkeit der FEinfliisse einer n3-FS-reichen Didt auf Parameter des
antioxidativen  Stoffwechsels widren Untersuchungen unter Leistungsbedingungen
empfehlenswert. Graham-Thiers et al. (2001) und deMoffarts et al. (2007) berichteten bereits
iiber eine Abschwichung des belastungsinduzierten sdurebildenden Effekts nach n3-FS-

reicher Diét beim Leistungspferd.

Die Supplementierung von Selen in einer Dosierung von 0,5 mg /kg TS iiber sechs Wochen
scheint beim Pferd durchaus geeignet, um — unabhéngig von der verwendeten Selenquelle -
den Selengehalt im Blut anzuheben. Dem Spurenelement Selen kommt als Bestandteil der
GPx eine entscheidende Bedeutung bei der Regulation des oxidativen Status zu (Ferguson &
Karunasinghe, 2011). Verdnderungen im Selen-Status fiihren iiber die direkte Beeinflussung
der GPx zu einer Modifizierung des antioxidativen Systems (Brummer, Hayes, Adams, et al.,

2013).

Die gesamte antioxidative Kapazitit (TEAC) erhohte sich unabhédngig von der Selenquelle
signifikant im Verlauf des Versuches. In Kombination mit der Verabreichung von Fettsduren
manifestierte sich der Anstieg am deutlichsten, wobei die Zulage von Leindl allerdings nicht
zu signifikanten Differenzen fiihrte.

Diese Ergebnisse decken sich mit Erkenntnissen aus der Literatur (McMeniam, 1992; White,
2001; deMoffarts, 2005) und unterstreichen die Bedeutung einer mit Antioxidantien

angereicherten Didt beim Hochleistungspferd.
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Auch die Aktivitdt der Glutathionperoxidase verzeichnete nach Supplementierung mit Selen
einen signifikanten Anstieg, welcher auch noch vier Wochen nach der Versuchsphase anhielt.
Die eigenen Resultate bestitigen somit die Beobachtungen von deMoffarts (2005).
Richardson et al. (2006) konnten zwar auch ansteigende GPx-Werte im Verlauf ihrer Studie

ermitteln, allerdings schien dies unabhédngig von einer Supplementierung mit Selen.

Fir die Zukunft stellt sich die Aufgabe, noch einmal genau die Effekte einer mit
Antioxidantien angereicherten Diét auf den oxidativen Status unter korperlichen Leistungen
beim Pferd zu ermitteln sowie mogliche Parallelen zu vorliegenden Befunden bei
Versuchstieren und auch beim Menschen zu ziehen.

Erste Studien (Haggett et al., 2010) weisen zwar einen Zusammenhang hoherer Selengehalte
im Blut und einer positiven Beeinflussung des antioxidativen Systems wéhrend korperlicher
Leistung nach, konnen aber keine statistisch belegte Auswirkung auf die tatsdchliche Leistung
der Pferde belegen. Dennoch lieen sich positive Effekte erkennen, da bei Distanzpferden
welche das Ziel erreichten, sich durchschnittlich hohere Selengehalte im Blut zeigten als bei

leistungsbedingt disqualifizierten Pferden.
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6 Zusammenfassung

Auswirkungen einer Supplementierung von n-3-Fettsduren und Selen unterschiedlicher

Quellen auf Blutparameter des antioxidativen Stoffwechsels beim Pferd

Ziel der vorliegenden Studie war, die Auswirkungen einer Supplementierung von Fettsduren
aus Leindl und Selen unterschiedlicher Quellen (Na-Selenit vs. Selenhefen) auf Parameter des
antioxidativen Stoffwechsels bei jungen Vollbliitern zu untersuchen. An 19 Vollblut-
Jahrlingen wurde ein randomisierter Fiitterungsversuch mit Leindl (320 mg / kg KM / Tag)
und Selen unterschiedlicher Bindungsformen (Selenhefen, Na-Selenit; Dosierung: 0,5 mg / kg
TS) iiber drei Versuchsphasen durchgefiihrt. Das Fettsduremuster des Plasmas wurde mittels
Gaschromatographie  ermittelt, der Selengehalt des Blutserums wurde durch
Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. Die Parameter des antioxidativen Stoffwechsels
(TEAC, GSH, GPx) wurden photometrisch gemessen. Nach Priifung der Daten auf
Normalverteilung wurde der t-Test fiir unabhéngige Stichproben und die Varianzanalyse bei
wiederholten Messungen abhédngiger Stichproben zur statistischen Auswertung herangezogen.
Die Supplementierung mit Leindl fiihrte zu nachweislichen Verdnderungen der
Konzentrationen von Fettsduren im Plasma, allerdings nicht zu einer nennenswerten
Anreicherung von n-3-FS. Die Supplementierung von Selen induzierte einen Anstieg der
Selenkonzentration im Blut. Dabei flihrte Selenhefe zu einer Zunahme der Selenkonzentration
um 75%, wéhrend die Blutwerte bei Tieren, die Na-Selenit erhielten, um 44,5% anstiegen.
Die Zulage von Selen flihrte —unabhéingig von der verabreichten Selenquelle- zu hoheren
TEAC-Werten im Blutplasma (p< 0,01). Die Konzentration von Glutathion im
Erythrozytenlysat wurde im Verlauf des Versuches nicht beeinflusst. Die Aktivitidt der GPx
stieg nach der Versuchsphase um 9,67% und nach weiteren vier Wochen um erneute 19,9%
an (p< 0,001).

Die Verwendung von Leindl in einer Dosierung von 320 mg /kg KM /Tag war nicht geeignet,
die Konzentration der n-3-FS im Organismus des Pferdes deutlich zu beeinflussen. Im
Gegensatz dazu fiihrte die Gabe von Olen marinen Ursprungs oder auch von Mikroalgen nach
Literaturangaben zu einer effizienteren Anreicherung von mehrfach ungesittigten Fettsduren
in Blutplasma und —zellen des Pferdes. Um die Effekte einer fettreichen Diét auf Parameter
des antioxidativen Systems und in Folge auf das Leistungsvermdgen besser beurteilen zu

konnen, scheinen Studien unter Leistungsbedingungen sinnvoll.
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7 Summary
Effects of supplementation with n-3-fatty-acids and selenium from different sources on

blood parameters of the antioxidant metabolism in horses

The aim of the study was to examine how a supplementation of fatty-acids in linseed oil and
selenium from different sources (Na-selenite vs. selenium yeast) on parameters of the
antioxidant metabolism in young thoroughbred horses. A randomized feeding experiment on
19 thoroughbred yearlings with linseed oil (320 mg / kg BM / day) and selenium from
different sources (selenium yeasts, Na-selenite; dosage: 0.5 mg / kg DM) was conducted
throughout three experimental phases. The fatty acid pattern in the plasma was determined by
gas chromatography. The concentration of selenium in the blood serum was investigated by
atomic absorption spectrometry. The parameters of the antioxidant metabolism (TEAC, GSH,
GPx) were measured photometrically. For a statistical evaluation, the data was tested for
normal distribution, a t-test or analysis of variance was applied.

The supplementation with linseed oil has been proven to lead to a change of the concentration
of fatty-acids in the plasma but did not cause an enrichment of n3:n6-ratio. The
supplementation of selenium induced an increase of the selenium concentration in the blood;
selenium yeast lead to an increase of 75% while the blood values of animals fed with Na-
selenite showed an increase of 44.5%. Regardless of the selenium source, the addition of
selenium caused higher TEAC values in the blood plasma (p < 0.01).

Throughout the experiment the concentration of glutathione in the erythrocytes lysate was not
influenced. The activity of GPx increased after the supplemented period by 9.67% and after
four more weeks again by 19.9% (p < 0.001).

Adding linseed oil to the feed in a dosage of 320 mg / kg BM / day seems not to be suitable to
affect fatty acid metabolism in horses; according to literature references, feeding oils of
marine origin or oils made of microalgae caused an efficient enrichment of
polyunsaturated fatty acids in the blood plasma and blood cells of horses. Studies under
performance condition seem to be useful for a better interpretation of the effects of a high-fat
diet on the antioxidant system.

It would be interesting to find out how and in which way a diet with antioxidants given to

sports horses could influence their performance capacity positively.


http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/fatty+acid+pattern.html
http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/atomic+absorption+spectrometry.html
http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/statistical+evaluation.html
http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/glutathione.html
http://www.linguee.de/englisch-deutsch/uebersetzung/erythrocytes.html
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