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Lipid-adjustment of a-tocopherol concentrations in plasma

Zusammenfassung: Zur Beurteilung der Vitamin-E-Versorgung des Menschen hat die Messung der
o-Tocopherolkonzentration im Plasma oder im Serum eine weite Verbreitung gefunden. Mit Hilfe einer
geeigneten HPLC-Methode kann die analytische Bestimmung heute sehr prizise und zuverlissig vorge-
nommen werden. Die Bewertung der a-Tocopherolkonzentration wird aber durch die enge positive Kor-
relation mit den verschiedenen Blutlipidfraktionen erschwert. Wird der Einflu8 dieser Stérvariablen bei
der Bewertung der MeBwerte nicht durch ein Adjustierungsverfahren entsprechend beriicksichtigt, kann
dies betrachtliche Fehlbeurteilungen zur Folge haben. In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansét-
ze zur Kontrolle des Blutlipideinflusses auf o-Tocopherolkonzentrationen formuliert, die aber den An-
spriichen eines Ausgleichs nur unvollstindig gerecht wurden. Am Datenmaterial der VER A-Studie (Ver-
bundstudie Erndhrungserhebung und Risikofaktoren Analytik) wird ein mathematisches Adjustierungs-
verfahren, das auf einem Regressionsansatz basiert, vorgestelit und in seinen Auswirkungen auf die Vit-
amin-E-VersorgungsmeBwerte {iberpriift. Durch diese Methode kann der Einfluf}, den die Blutlipide auf
die a-Tocopherolkonzentrationen ausiiben, relativ einfach eliminiert werden. Die auf diese Weise lipid-
adjustierten o-Tocopherolkonzentrationen stehen danach fiir weitergehende, statistische Auswertungen
zur Verfiigung, ohne daB noch eine spezielle Stratifizierung erforderlich ist.

Summary: Measurement of a-tocopherol concentrations circulating either in plasma or serum is the
most common method of measuring the vitamin E status in men. The analytical determination with a
suitable HPLC method produces precise and reliable results. The interpretation of the measured
a-tocopherol values is complicated by the strong positive correlation with different blood lipids. A
considerable misinterpretation of the data will occur if these confounding factors are not taken into
account by a suitable adjustment. Different methods have been described in the literature which tried to
control the confounding effect of blood lipids. These methods were not completely satisfying. Therefore,
a mathematical regression model, based on residuals, is introduced and applied to the data of the
VERA-study (Verbundstudie Ernihrungserhebung und Risikofaktoren Analytik) and the consequences
of the lipid-adjustment of the tocopherol values are studied in further statistical procedures. Thereafter,
lipid-adjusted tocopherol concentrations can be subjected to more extensive statistical evaluations
without the requirement of special stratification.

Schliisselworter: Tocopherolkonzentration ~ Cholesterinkonzentration — Blut ~ Vitamin-E-Versorgung
— Adjustierung

Key words: Tocopherol concentration — cholesterol concentration — blood — vitamin E status - lipid-
adjustment
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Einfiihrung

Der Einflu verschiedener Blutlipidfraktionen auf die a-Tocopherol- oder Gesamt-
Tocopherolkonzentrationen im Plasma ist seit lingerem bekannt und in der Literatur
hinlénglich beschrieben (2, 5, 9, 11).

Vitamin E wird im Blut in den Lipoproteinen transportiert. Obgleich Vitamin E in al-
len Lipoproteinfraktionen vorhanden ist, sind es die LDL- und HDL-Fraktionen, die
wesentlich fiir den Transport verantwortlich sind (4). Wird nur die a-Tocopherolkonzen-
tration im Plasma zur Beurteilung der Vitamin-E-Versorgung herangezogen, dann wird
die tatsidchliche Vitamin-E-Versorgung von Personen mit mittleren oder niedrigen Blut-
lipidkonzentrationen in der Regel deutlich unterschétzt und die von Personen mit ho-
hen oder sehr hohen Blutlipidkonzentrationen tiberschitzt. Da Blutlipidkonzentratio-
nen wiederum altersabhiingig sind, werden z.B. mit zunehmendem Alter hohere
a- Tocopherol-Plasmakonzentrationen gemessen als bei jiingeren Menschen.

In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene Ansétze formuliert, um den Ein-
fluB der Blutlipide auf die Tocopherolkonzentrationen zu kontrollieren (1, 3). Ein Ver-
fahren, das weite Verbreitung gefunden hat, geht von der Messung der Gesamtlipidkon-
zentration im Plasma aus und bezieht die TocopherolmeBwerte (a-Tocopherol- oder Ge-
samt-Tocopherolkonzentration) auf den Gesamtlipidgehalt im Serum (umol Tocophe-
rol/g Gesamtlipide) (7, 14). Ohne eine Berticksichtigung des Einflusses dieser Storvari-
ablen auf den Vitamin-E-Versorgungsparameter treten unweigerlich erhebliche Fehl-
beurteilungen auf. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein mathematisches Verfahren
vorzustellen, mit dessen Hilfe der Storeinflufi der Blutlipide eliminiert werden kann.
Am Datenmaterial der VERA-Studie soll das auf einer Regressionsmethode basierende
Verfahren angewendet und die Auswirkung auf die adjustierten Vitamin-E-Versorgungs-
meBwerte untersucht werden.

Material und Methoden

In den Jahren 1987/88 wurde eine fiir die (alte) Bundesrepublik Deutschland repréisen-
tative Querschnittsstudie, an der 2006 Personen (862 Ménner und 1144 Frauen) im Alter
von 18-88 Jahren teilnahmen, durchgefiihrt (6, 10). In den unter Niichternbedingungen
gewonnenen Blutproben wurden u.a. die a-Tocopherolkonzentration und verschiedene
Serumlipidparameter gemessen. Die untersuchten Personen lebten in Privathaushalten
und waren frei von schweren chronischen Erkrankungen. Die a-Tocopherolkonzen-
tration wurde mittels einer HPLC-Methode analysiert (15). Cholesterin und Triglyceride
im Serum wurden mit enzymatisch-colorimetrischen Methoden (CHOD-PAP bzw.
GPO-PAP) gemessen. Lipoproteine im Serum wurden mittels einer Mikro-Ultrazentri-
fugation und anschlieBender Priazipitation analysiert. Detaillierte Methodenbeschrei-
bungen sind dem Methodenhandbuch der VERA-Studie zu entnehmen (13). Die stati-
stische Auswertung wurde mit dem Programmpaket SPSS* auf dem Grofrechner des
Gieflener Hochschulrechenzentrums durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Die mittleren Plasma-o-Tocopherol- und Serum-Lipidkonzentrationen sind in Tabelle 1
aufgefithrt. Signifikante Geschlechtsunterschiede wurden nicht beobachtet. Die zwi-
schen den verschiedenen Plasmalipidfraktionen und den a-TocopherolmefBwerten be-
rechneten Korrelationskoeffizienten (Ménner: 0,66; Frauen: 0,73) zeigen, dafl die Ge-
samt-Cholesterinkonzentration im Serum den stirksten EinfluB auf die a-Tocopherol-
konzentration ausiibt (Tab. 2). Auch eine Korrelation der o-Tocopherolkonzentration
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Tab. 1. Plasma-a-Tocopherol- und Serumlipidkonzentrationen Daten der VERA-Studie, Mittelwert und
Standardabweichung

Variable insgesamt Frauen Minner
(n=1943) (n=1092) (n=851)

Pl.-a-Tocopherol 30,6 + 8,4 30,6 £ 9,0 30,7 £ 10,0

(umol/L]

Serum-Cholesterin 213,4 £ 459 215 = 46,6 213,9 £ 459

fmg/dL]

Serum-Triglyceride 113,4 + 83,9 102,4 + 71,3 127,8 £ 96,0

[mg/dL]

Tab. 2. Korrelation verschiedener Serumlipidkonzentrationen mit der Plasma-a-Tocopherolkonzen-
tration. Korrelationskoeffizienten nach Spearman

Variable Geschlecht corr.coeff. p
Gesamt-Cholesterin m 0,66 0,00
w 0,73 0,00
HDL-Cholesterin m -0,13 0,00
w 0,03 0,20
LDL-Cholesterin m 0,53 0,00
w 0,64 0,00
VLDL-Cholesterin m 0,53 0,00
w 0,49 0,00
Gesamt-Triglyceride m 0,51 0,00
w 0,48 0,00
HDL-Triglyceride m 0,29 0,00
w 0,28 0,00
LDL-Triglyceride m 0,59 0,00
w 0,52 0,00
VLDL-Triglyceride m 0,46 0,00
w 0,41 0,00
Summe aus Cholesterin m 0,69 0,00
undTriglyceriden w 0,69 0,00

mit der geschitzten Gesamtlipidkonzentration (Abb. 1), die niherungsweise aus der
Summe der Triglycerid- und Cholesterinkonzentrationen im Serum geschitzt wurde, er-
gab einen &hnlich starken Zusammenhang.

Die durchgefiihrte multiple Regressionsanalyse zeigt, da die verschiedenen Chole-
sterinfraktionen einen stirkeren EinfluB auf die Plasma-a-Tocopherolkonzentration
ausiiben als die Triglyceridfraktionen (Tab. 3). Da auBerdem die verschiedenen Lipo-
proteinfraktionen miteinander korrelieren, wird der VariationseinfluB, welchen die Tri-
glyceride auf die Tocopherolspiegel ausiiben, bereits durch die Cholesterinfraktion weit-
gehend erklért. Eine alleinige Berticksichtigung der Gesamt-Cholesterinkonzentration
im Serum erscheint daher fiir die korrekte Bewertung der a-Tocopherolkonzentration
ausreichend zu sein. Die erforderliche Angleichung kann durch einen einfachen Bezug
auf die Gesamtcholesterin- bzw. Gesamtlipidkonzentration oder durch die hier darge-
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Abb. 1. Korrelation der Gesamtlipid- mit den a- Tocopherolkonzentrationen im Plasma

Tab. 3. Multiple Regressionsanalyse (Methode: stepwise): Pradiktoren und multiples r der Plasma-a-To-

copherolkonzentration

Parameter b (SE) p

Miinner:

Konstante: 5,51

VLDL-Cholesterin 0,26 (0,017) 0,000

LDL-Cholesterin 0,08 (0,007) 0,000

HDL-Cholesterin 0,10 (0,026) 0,000

LDL-Triglyceride 0,07 (0,026) 0,006 multiplesr = 0,72
Frauen

Konstante: 2,25

LDL-Cholesterin 0,10 (0,005) 0,000

VLDL-Cholesterin 0,25 (0,017) 0,000

HDL-Cholesterin 0,16 (0,018) 0,000

LDL-Triglyceride 0,06 (0,022) 0,055 multiplesr = 0,74

stellte Regressionsmethode erfolgen. Da weder die gemessenen absoluten Plasmakon-
zentrationen (Tab. 1) noch die Regressionsanalysen Geschlechtsunterschiede aufwei-
sen, ist in der weiteren Betrachtung eine Stratifizierung nach Geschlecht nicht erforder-

lich.
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Standardisierung durch den Bezug auf die Gesamdlipide

Die haufig eingesetzte Standardisierung der a-Tocopherolspiegel durch Berechnen eines
Tocopherol-Gesamtlipid-Quotienten (1) fiihrt dazu, daB neue, unerwiinschte Verzerrun-
gen entstehen und ein linearer Zusammenhang zwischen Serum-Gesamtlipiden und
lipid-standardisierten o-Tocopherolspiegeln nicht mehr zu beobachten ist (Abb. 2).
Waihrend bei nicht standardisierten Tocopherolkonzentrationen niedrige Vitamin-E-Ver-
sorgungs-MeBwerte {iberwiegend bei niedrigen Blutlipiden zu beobachten sind, werden
durch den Gesamtlipidbezug vorwiegend bei Personen mit mittleren oder héheren Blut-
lipiden niedrige Vitamin-E-MeBwerte errechnet.
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Abb. 2. Korrelation der Gesamtlipid- mit den lipid-standardisierten a-Tocopherolkonzentrationen
(pumol/g Gesamtlipide)

Adjustierung durch eine Regressionsmethode

Bei diesem mathematischen Verfahren wird zunichst die Regressionsgleichung mit der
Gesamt-Cholesterinkonzentration (x) als unabhéngiger und der a-Tocopherolkonzen-
tration (y) als abhéngiger Variablen erstellt (Abb. 3) (16). Danach werden die Residuen
(Abstand des gemessenen y-Wertes von dem Schiitzwert auf der Geraden) berechnet. Da
die Residuen den Mittelwert null haben und auch negative Werte einnehmen kénnen,
stellen die berechneten Residuen keine anschaulichen Plasma-o-Tocopherolkonzentra-
tionen dar. Dies kann aber durch die Addition einer Konstanten erreicht werden. Eine
logische Konstante ist z.B. die Tocopherolkonzentration, die bei der mittleren Choleste-
rinkonzentration beobachtet wird.

Wenn die modell-theoretischen Voraussetzungen (z.B. Normalverteilung) fiir eine
Regressionsanalyse gegeben sind, besteht zwischen den adjustierten o-TocopherolmeB-
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Abb. 3. Korrelation der Cholesterin- mit den o- Tocopherolkonzentrationen im Plasma

werten und dem Cholesterinspiegel kein Zusammenhang mehr (Abb. 4). Sind mehrere
EinflugroBen (hier z.B. Lipoproteinfraktionen) gleichzeitig zu betrachten, kann auch
eine multiple Regressionsanalyse zur Berechnung der Residuen durchgefiihrt werden.
Sind bestimmte modell-theoretische Voraussetzungen nicht gegeben (z.B. schiefe Ver-
teilung der MeBwerte), ist vor der Adjustierung eine entsprechende Transformation
durchzufithren. In vielen Fillen reicht hierzu eine logarithmische Transformation aus.
Ein genereller Vorteil der auf diese Weise adjustierten MeBwerte ist, daf3 diese ohne gro-
Be Einschrinkung in weiteren statistischen Analysen ausgewertet werden konnen.

Eine Adjustierung ist nur sinnvoll, wenn auch bestimmte physiologische Bedingun-
gen gegeben sind. Der physiologische Mechanismus, der hinter der beobachteten Be-
ziehung steht — in diesem Fall der Transport des a-Tocopherol in den Lipoproteinen —,
sollte bekannt sein. Eine Adjustierung wire nicht sinnvoll, wenn die Korrelation z.B.
auf eine cholesterinsenkende Wirkung von Vitamin E zuriickzufithren wire. Hier gibt es
Hinweise, daf} die Vitamin-E-Versorgung die Plasma-Cholesterinspiegel nicht signifi-
kant beeinflufit (17). Auch scheinen sich unterschiedlich hohe Lipoproteinkonzentratio-
nen nicht auf die Vitamin-E-Versorgung in den Zielgeweben auszuwirken (12).

Auswirkungen der Adjustierung

Die Cholesterin- und TocopherolmeBwerte korrelieren eng miteinander, so daf3 die Ad-
justierung gleichzeitig die Streuung bzw. die Varianz der beobachteten a-Tocopherol-
konzentrationen reduziert. Immerhin kann 42 % (1?) der TocopherolmeBwert-Streuung
durch den VariationseinfluB der Cholesterinspiegel erklart werden. Die Hiaufigkeitsver
teilung der adjustierten MeBwerte ist daher deutlich schmaler und steiler (Abb. 5).
Durch die starke Altersabhéngigkeit der Cholesterinspiegel werden mit zunehmen-
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dem Alter héhere a-Tocopherol-Plasmakonzentrationen beobachtet (Tab. 4). Die Cho-
lesterin-Adjustierung reduziert deutlich diese Altersunterschiede. Die Bewertung der
Vitamin-E-Versorgung in der Bundesrepublik Deutschland durch nicht adjustierte
Plasma-a-Tocopherolkonzentrationen fithrt zu einer relativ hohen Privalenz niedriger
MeBwerte in den jiingeren Altersgruppen. Eine Bewertung der Vitamin-E-Versorgung
durch adjustierte MeBwerte zeigt diese Altersunterschiede nicht (Abb. 6).

Tab. 4. Vergleich der gemessenen und der adjustierten Plasma-a- Tocopherolkonzentrationen [pumol/L]
nach Alter und Geschlecht (x+s)

Altersgruppe

18-24 25-34 35-44 45-54 55-64 =65 Jahre
Miinner:
nicht 25,1+7,5 273+6,6 31,6111 32,6+109 334+89 356£118
adjustiert
adjustiert 297+50 298+52 31,1*+x96 318%x91 31,0+78 335+78
Fraven:
nicht 258%+64 269+63 287x80 331x91 357+£95 367x95
adjustiert
adjustiert 295+47 296+49 30463 303x78 312%76 323%74

Prédvalenz [%] niedriger MeBwerte
20

H nicht adiustiert adjustiert

Ménner Frauen

18-24 -34 ~-44 -54 -84 =85 J. 18-24 -34 -44 <-54 -B4 W85 J,
Alter

b

Abb. 6. Vergleich der Privalenzen niedriger a-Tocopherotkonzentrationen im Plasma (gemessen vs
adjustiert)
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SchiuBfolgerungen

Ein Anstieg der Cholesterinkonzentration im Plasma fiihrt zu einer Verschiebung der
bestehenden Homdostase zwischen den Vitamin-E-retinierenden Geweben und dem
Blutplasma. Wird dieser nicht zufuhrbedingte Einflul auf die Vitamin-E-Versorgungs-
meBgroBe ,,Plasma-a-Tocopherolkonzentration® nicht beriicksichtigt, sind Fehlinterpre-
tationen die Folge. Die vorgestelite Adjustierung hat den Vorteil, dal mit den adjustier-
ten Werten ohne grofie Einschrinkung weitere statistische Analysen durchgefiihrt wer-
den kénnen. Diese Regressionsmethode kann auch in vielen anderen Fillen eingesetzt
werden, wenn unerwiinschte Storeinfliisse die Interpretation von MeBwerten empfind-
lich beeinflussen.
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