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1. Einleitung

1.1. Thematik

Die GefidBerkrankung Arteriosklerose und ihre systemischen Folgen wie Herzinfarkt und
Schlaganfall bleiben bislang auch im 21. Jahrhundert die Hauptursache der
Bevolkerungssterblichkeit in Westeuropa und Nordamerika. Bereits im Kindesalter lassen
sich erste GefiaBBverdnderungen nachweisen (Berenson et al. 1998), die sich im Laufe der
Jahre als irreversible Ablagerungen in den GefidB3en manifestieren konnen (Stary et al.
1994, 1995). Somit steht die Frage nach einer rechtzeitigen Erkennung und Therapie dieser
sehr frithen und noch reversiblen Veridnderungen bei Risikopersonen immer mehr im
Vordergrund. Im Kindesalter sind neben den Fettstoffwechselstorungen vor allem
Patienten und Patientinnen” mit nephrologischen und kardiologischen Erkrankungen einem
erhohten Arterioskleroserisiko ausgesetzt. Das erste Indiz fiir eine beginnende, aber noch
prasymptomatische Arteriosklerose kann eine endotheliale Dysfunktion sein, eine Storung
der molekularphysiologischen Abldufe an den Endothelzellen der Arterienwiénde (Cai und
Harrison 2000). Zur Messung der Endothelfunktion am Patienten hat sich die nicht-
invasive ultrasonographische Messung der arteriellen, stimulierten Vasodilatation
international etabliert (Adams et al. 1999). An der Entstehung von endothelialer
Dysfunktion und spéterer Arteriosklerose ist auf molekularer Ebene oxidativer Stress
entscheidend mitbeteiligt (Miigge 1998). Oxidativer Stress entsteht durch ein
Ungleichgewicht von pro- und antioxidativ wirkenden Substanzen, wodurch es zu einem
erhohtem Vorhandensein von freien Radikalen kommt, die aufgrund ihrer Aggressivitét

Zellsysteme und Proteine schiddigen und deren Dysfunktion hervorrufen konnen.

1.2.  Endotheliale Dysfunktion und oxidativer Stress

Das Gefillendothel, eine das Lumen der Gefidle auskleidende einschichtige Zellreihe,
erfiillt mit seiner Oberfliche von ca. 7 m? essentielle metabolische und regulatorische
Funktionen. Seitdem die physiologischen Funktionen, zu denen auch die Kontrolle des

GefiBtonus gehort, zunehmend entdeckt werden, wird es auch als ein grofes und

* Aus Griinden der Lesbarkeit wird im Folgenden darauf verzichtet, ménnliche Formen der Personenbezeichnungen
durch weibliche zu ergénzen. Soweit moglich, werden geschlechtsneutrale Formulierungen benutzt. Wenn sich
Personenbezeichnungen allein in der ménnlichen Form finden, sind dennoch stets sowohl Frauen wie Ménner gemeint.



komplexes, endokrines Organ bezeichnet. Es ist dariiber hinaus an der priméren
Himostase, der Blutkoagulation und Fibrinolyse, der Thrombo- und Leukozyten-
Interaktionen an den GefaBwinden und dem Lipoproteinmetabolismus beteiligt und es
prasentiert die Histokompatibilititsmerkmale (Vapataalo et al. 2001). Eine intakte
Endothelfunktion ist die Voraussetzung fiir einen normalen Blutflul und ein reagibles
GefiBbett. Sie begiinstigt durch ein komplexes Zusammenspiel von humoralen Mediatoren
die Vasodilatation, Antithrombose und Fibrinolyse. Aulerdem verhindert das intakte
Endothel die Leukozytenadhésion. Zu den am Endothel gebildeten und/oder dort
wirkenden Substanzen gehoren zum Beispiel Stickstoffmonoxid, Prostazykline,
Thromboxan, Endothelin, Angiotensin, EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing
factor), freie Radikale und Bradykinin. Endothelzellen sind zudem Wirkort vieler

Pharmaka und auch toxischer Substanzen, wie Alkohol und Nikotin.

Stickstoffmonoxid (NO), friiher als Endothelium-derived relaxing factor (EDRF)
bezeichnet, gilt als die potenteste vasodilatative Substanz und spielt eine wesentliche Rolle
bei der Regulation des Gefdltonus. NO wird von der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
aus L-Arginin, Sauerstoff (O,) und NADPH in den Endothelzellen synthetisiert. Es
diffundiert iiber die Zellmembranen hinweg um in den glatten Muskelzellen der Gefile die
Guanylatcyclase zu aktivieren und so die Relaxation der Muskelzellen hervorzurufen
(Abb. 1.1). Ferner wirkt NO auf Leuko- und Thrombozytenadhésion sowie -aggregation
inhibierend. Dariiber hinaus gibt es Beweise fiir den hemmenden Einfluss von NO auf die
Proliferation von glatten Muskelzellen (Miigge 1994). Mit diesem Wirkungsprofil erfiillt

NO eine wichtige anti-arteriosklerotische Funktion an intakten Endothelzellen.

Die Interaktionen der molekularen Mechanismen am Endothel konnen durch freie Radikale
und oxidativen Stress gestort werden. Freie Radikale sind hochreaktive, kurzlebige
Molekiile mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen, die stindig im Organismus
entstehen und schnell und aggressiv mit anderen Molekiilstrukturen reagieren konnen. Die
im Korper entstehenden freien Radikale sind zum groBten Teil toxische Sauerstoffderivate
(ROS = reactive oxygen species) wie Superoxidanionen (O,"), Hydroxylradikale (OH"),
Peroxylradikale (RO,"), Alkoxylradikale (RO") oder Hydroperoxylradikale (HO,").
Physiologischerweise entstehen sie bei enzymatischen Reaktionen des
Atmungskettenkomplexes in der inneren Mitochondrienmembran, bei Lipooxygenase- und

Cyclooxygenasereaktionen im Rahmen des Arachnoidonsduremetabolismus oder bei



Cytochrom p450-Reaktionen sowie einer Reihe weiterer Enzymreaktionen. An den
Endothelzellen sind im besonderen drei weitere Enzymsysteme bekannt, die als Quellen
einer erhohten Produktion toxischer Sauerstoffderivate (ROS) beschrieben werden:
Xanthinoxidase, endotheliale NO-Synthase (eNOS) und NADH/NADPH-Oxidase (Cai et
al. 2000). ROS haben in geringen Konzentrationen gut beschriebene Funktionen als
Signalmolekiile, indem sie Zellaktivititen wie die Zytokinausschiittung und die
Zellproliferation steuern. In hoheren Konzentrationen wirken sie dagegen toxisch auf
Zellfunktionen, da durch oxidative Verdnderungen von Proteinen, Lipidperoxidation und

DNS-Abbriichen die normalen Zellaktivitdten gestort werden (Lum et al. 2001).
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Abb. 1.1: Interaktion von Oxidantien und Antioxidantien mit Stickstoffmonoxid (NO) an den

Endothelzellen (Carr und Frei 2000)

LPO=Lipidperoxidation, ox-LDL=oxidiertes LDL, GSH=Glutathion, GSNO=Nitrosoglutathion, O, "=Superoxidanion,
eNOS=endotheliale NO-Synthase

Physiologischerweise stehen den im Korper entstehenden freien Radikalen eine Reihe
antioxidativer Schutzmechanismen gegeniiber um Schédden der Zellintegritét zu verhindern
oder zu reparieren. Hierzu zédhlen als antioxidative Enzyme die Superoxiddismutase,
Katalase, Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase. Vitamin C, a-Tocopherol, y-
Tocopherol, Coenzym Q;¢ (Ubichinol-10) und Sulfhydrylgruppen zihlen zu den

wichtigsten nicht-enzymatischen Antioxidantien. Wenn allerdings eine chronisch erhohte
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Produktion an reaktiven Sauerstoffspezies oder andere pathophysiologische
Verdnderungen die Balance storen und diese durch die vielfiltigen
Regulationsmechanismen nicht ausreichend kompensiert werden kann, kommt es zu einem
Uberwiegen der schidigend wirkenden freien Radikale. Dies wird dann als oxidativer

Stress bezeichnet.

Es wird angenommen, dass vor allem die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO eine
Schliisselrolle in der Pathophysiologie der endothelialen Dysfunktion einnimmt. Neben
einer herabgesetzten Expression oder Aktivitit des NO-produzierenden Enzyms, der
endothelialen NO-Synthase (eNOS), konnen auch reaktive Sauerstoffspezies wie
Superoxidanionen oder oxidiertes LDL zu einem beschleunigtem Abbau von NO fiihren
und so die Konzentration von NO an Endothelzellen vermindern. Superoxidanionen
reagieren mit NO zu Peroxynitrit (OONQO"), welches, wenn es nicht zu harmlosem Nitrat
protoniert wird, als starkes Oxidans wirken kann (Miigge 1998). Oxidiertes LDL-
Cholesterin (ox-LDL) und Lipidperoxidation (LPO) in Zellmembranen unterbrechen
vermutlich die durch Agonisten wie Acetylcholin, Bradykinin oder Thrombin induzierte
NO-Produktion (Abb.1.1). Stehen der endothelialen NO-Synthase nicht ausreichend
Cosubstrate wie L-Arginin oder Tetrahydrobiopterin zur Verfiigung, beginnt die eNOS
sogar selbst Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid (H,O,) zu generieren und es
kommt zu einer dramatischen Zunahme von oxidativen Prozessen (Cai und Harrison
2000). Antioxidantien konnen diese Reaktion verhindern oder abschwichen. So ,,spart*
ausreichend vorhandenes Vitamin C das intrazelluldre Glutathion (GSH), dieses wiederum
kann NO in Form des biologisch aktiven S-Nitrosoglutathion (GSNO) stabilisieren und

erneut freisetzen (Carr et al. 2000).

Eine endotheliale Dysfunktion ist ein frithes Merkmal von vaskuldren Komplikationen,
weil es die zur Arteriosklerose fithrenden Pathomechanismen begiinstigt. An
Endothelzellen mit gestorter molekularer Physiologie schreitet die Proliferation von
Myozyten, die Aggregation von Thrombozyten mit Ausbildung von Mikrothromben, die
Ablagerung von Lipiden in der Intima-GefidBschicht sowie die vermehrte Produktion von
Kollagen, Elastin und Mucopoysacchariden und deren Einlagerung in den intra- und
extrazelluldren Rdumen wesentlich schneller voran als an Endothelzellen mit intakter

Funktion.
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Abb. 1.2: Mechanismen fiir die durch oxidativen Stress induzierte endotheliale Dysfunktion (Cai

und Harrison 2000)

SOD=Superoxiddismutase, ROS=reaktive Sauerstoffderivate, BH,=Tetrahydrobiopterin, SMC=glatte Muskelzelle, eNOS=endotheliale
NO-Synthase.

1.3.  Die nicht-invasive ultrasonographische Endothelfunktionsmessung

In der nicht-invasiven Beurteilung der endothelialen Funktion in vivo hat sich die von
Celemajer et al. (1992) erstmals beschriebene Messung der peripheren arteriellen
GefilBdilatation als Antwort auf physiologische oder pharmakologische Stimuli
durchgesetzt. Mittels externer, hochauflosender Ultraschallsonographie lésst sich der
GefidBBdurchmesser von peripheren Arterien (A. brachialis oder A. femoralis) vor und nach
einem Stimulus messen. Im Falle der endothelabhéingigen Dilatation (EAD) werden nach
Aufpumpen einer Blutdruckmanschette fiir 4,5 Minuten durch die darauffolgende
Hyperdmie Scherkrifte hervorgerufen, welche die endotheliale NO-Synthase aktivieren
und so die endothelabhiingige NO-Produktion provozieren (Johannides et al. 1995). Es
wird angenommen, dass bei Patienten, die eine verminderte Dilatationsfihigkeit zeigen,
aufgrund einer verringerten NO-Bioverfiigbarkeit eine Endothelschdadigung vorliegt. Um
sicherzustellen, dass es sich bei einer verminderten EAD auch um eine reduzierte NO-

Bereitstellung des Endothels handelt, wird als Kontrolle die nicht-endothelabhéngige
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Dilatation (NEAD) bestimmt. Diese reaktive Anderung des GefiBdurchmessers auf extern
zugefiihrtes Nitroglycerin (Glyceroltrinitrat) fithrt zu einer endothelunabhéngigen NO-
Freisetzung. Diese nicht-invasive Methode zur Messung der endothelialen Funktion konnte
sich aufgrund der Entwicklung von Ultraschallgerdten mit immer hoherer Auflosung
durchsetzen. Zuvor wurden die Endothelfunktionsmessungen invasiv durchgefiihrt, wie
erstmals von Ludmer et al. (1986) beschrieben. In quantitativen Angiographien wurde der
GefiBdurchmesser der Koronararterien vor und nach einer Acetylcholin-Infusion, die zu
einer NO-Freisetzung am Endothel und damit zur Dilatation der Arterien fiihrt, gemessen.
Da bei Erwachsenen eine enge Korrelation von koronarer, also invasiv, und peripher
gemessener Endothelfunktion bestitigt wurde (Anderson et al. 1995), hat sich vor allem
bei Kindern die auch in der vorliegenden Untersuchung angewandte externe, periphere

Messung aufgrund ihrer Nichtinvasivitdt durchgesetzt (Raitakari und Celermajer 2000).

Studien zur Bewertung der Prizision von sonographischen Endothelfunktionsmessungen
ergaben eine gute Reproduzierbarkeit der Befunde bei verschiedenen Untersuchern. Es
zeigte sich allerdings eine grofle Variabilitit der Befunde in verschiedenen Studien, so dass
allgemein empfohlen wird, immer Doppelmessungen durchzufiihren und den Mittelwert zu
bilden. In klinischen Studien zur Evaluation von Therapieversuchen wird eine
Verbesserung der endothelabhédngigen (EAD) sowie der nicht-endothelabhéngigen
Dilatation (NEAD) von 5% - 13% als positives Ergebnis interpretiert (Sorensen et al. 1995,
Hardie et al. 1997). Streng zu beachtende Eigenschaften der Tests sind:

1. Es besteht eine Abhiéngigkeit der EAD von der Linge der Okklusionszeit und die

maximale Dilatation wird erst nach 4,5 Minuten erreicht.
2. Die NEAD steigt mit steigender Nitroglycerindosis an und erreicht ihre maximale

Dilatation bei einer Dosis von 200 pg Nitroglycerin.

Nur bei Beachtung dieser Testeigenschaften ist mit konsistenten und reproduzierbaren
Ergebnissen zu rechnen (Leeson et al. 1997). Die Nachteile dieser Methode liegen vor
allem in der Schwierigkeit der Ausfiihrung der Ultrasonographie. Die Untersucher miissen
geniigend Erfahrung im Umgang mit der Ultraschalldiagnostik und ausreichende Ubung
haben (Raitakari und Celemajer 2000). In diesem Sinne wurde die vorliegende
Untersuchung auch als Pilotprojekt zur Etablierung der nicht-invasiven
Endothelfunktionsmessung in der Abteilung fiir Kinderkardiologie an der Klinik fiir

Kinder- und Jugendmedizin des Unversititsklinikums Hamburg-Eppendorf genutzt.
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Bei Erwachsenen mit kardiovaskulidren Risikofaktoren wie Rauchen, Adipositas, Diabetes
mellitus und Hypertonus konnte ein Zusammenhang zwischen diesen Risikofaktoren und
einer pravalenten Verschlechterung der endothelabhédngigen Vasodilatation in vielen
Studien belegt werden (Celermajer et al. 1992, 1993; Clarkson 1996; liyama et al. 1996).
Auch bei den folgenden Erkrankungen mit bekanntem erhdhten Arterioskleroserisiko
wurde bereits im Kindesalter eine endotheliale Dysfunktion nachgewiesen: Familidre
Hypercholesterindmie (Sorensen et al. 1994), Diabetes mellitus Typ I (Clarkson et al.
1996), positive familiire Anamnese fiir eine vorzeitige koronare Herzkrankheit (Clarkson
et al. 1997), niedriges Geburtsgewicht (Leeson et al. 1997), Homocystinurie (Celermajer et
al. 1993) und chronische Niereninsuffizienz (Kari et al. 1997). Reproduzierbare
Zusammenhinge von beeintrichtigter EAD und laborchemischen Parametern im Plasma
konnten in pidiatrischen Kollektiven noch nicht hergestellt werden; es wurde jedoch iiber
eine negative Korrelation mit LDL-Cholesterin, Lipoprotein(a) und Apoprotein B berichtet

(Slyper 2004).

Tabelle 1.1: Nicht-invasive Endothelfunktionsmessungen bei gesunden pédiatrischen
Kontrollkollektiven in der Literatur

Studie Gefidldurchmesser [mm] EAD [%)] NEAD [%]
Celermajer et al. 1992 5,0 (0,2) 9,0 (1,0) 13,0 (1,0)

Kari et al. 1997 2,9 (0,1) 8,6 (0,6) 23,3 (1,2)

Dhillon et al. 1996 3,0 (0,4) 9,4 (3,5) 21,7(5,4)

Jarvisalo et al. 2002 3,1 (0,3) 7,7 (4,0) 11,5 (4,5)

Charakida et al. 2005 2,7 (0,5) 8,1(2,5) -

Mittelwert (Standardabweichung)
EAD= endothelabhéngige Dilatation, NEAD= nicht-endothelabhingige Dilatation

1.4  Darstellung der Parameter der pro- und antioxidativen Balance

Zur Beurteilung des pro-/antioxidativen Gleichgewichtes konnen im Blut verschiedene
Parameter bestimmt werden. Da es aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften sehr
schwierig ist, freie Radikale direkt zu messen, wird oft auf die Messung verschiedener,
durch freie Radikale verdnderter Molekiile zuriickgegriffen, um das Ausmaf} an
stattgefundenen oxidativen Prozessen abzuschitzen. Als Marker fiir eine abgelaufene
Lipidperoxidation werden Malondialdehyd und die Plasmakonzentration der Antikdrper
gegen oxidativ verdndertes LDL-Cholesterin herangezogen. Zur Beurteilung der

Proteinoxidation dient die Messung der Carbonylgruppen an Proteinen. Die Evaluierung
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der antioxidativen Schutzmechanismen im Blut kann anhand der Bestimmung
verschiedener Antioxidantien wie Vitamin E (Tocopherole), Vitamin C, reduziertem
Coenzym Q;o, Sulfydrylgruppen und Harnsidure oder Parametern wie der Radikalresistenz
der Erythrozyten oder dem Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP)
erfolgen. Homocystein und Cholesterin zdhlen zu den unabhédngigen kardiovaskulédren
Risikofaktoren. Anhand des pro- und antioxidativen Profils ldsst sich das individuelle

Ausmal} an oxidativem Stress einer Person feststellen.

1.4.1 Malondialdehyd als Marker der Lipidperoxidation

Malondialdehyd (MDA) entsteht im Korper als ein Produkt der durch freie Radikale
ausgelosten Lipidperoxidation. Mehrfach ungesittigte Fettsduren, die sich in
Zellmembranen aller Zellen und Zellorganellen sowie in Lipoproteinen befinden, kénnen
durch freie Radikale angegriffen werden. Wenn freie Radikale ausreichend Reaktivitit
besitzen, um aus einer Methylgruppe der Fettsduren ein H-Atom abzuziehen, zerfallen die
Fettsduren oxidativ. Durch Initiation und Propagation entstehen hierbei zunichst
konjugierte Diene, die unter aeroben Bedingungen Peroxylradikale bilden. Peroxylradikale
konnen wiederum mit weiteren Fettsduren reagieren und so eine Kettenreaktion auslosen,
oder sich zu Hydroperoxiden formieren. Diese Hydroperoxide zerfallen zu Aldehyden,

Epoxiden, Alkoholen oder weiteren Radikalen.

Malondialdehyd zéhlt zu den hierbei entstehenden Aldehyden und kann als einer der
Marker der Lipidperoxidation betrachtet werden. In Abhédngigkeit vom pH-Wert kann
freies MDA in der Keto-, Enol- oder Enolatanion-Form vorliegen (Abb. 1.4). Bei
physiologischem pH iiberwiegt zu 99% die Enolatanionform. MDA kann Schédden an

Proteinen hervorrufen sowie mit der DNS reagieren und mutagen wirken (Halliwell 1999).
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Abb. 1.3: Idealisierte Préasentation von Initiation und Propagation der Lipidperoxidation (Halliwell

1999)

H H

| |
0=C-CHy C=0 <—>

keto

HO—CH=CH—CHO =-——

enol
/ \

] i
O//C\C/H H\C/C\\C/H
H I Il I

~o-Co 909
HoH
Qocif}
chelated form H/C\\C/ C\H
|
H

Abb.1.4: Malondialdehyd (Halliwell 1999)

~“O— CH= CH— CHO

enolate
anion



16

1.4.2 Carbonylgruppen in oxidativ geschidigten Proteinen

Wenn Proteine oxidativem Stress ausgesetzt sind, bilden sich durch Angriff von freien
Radikalen auf endstdndige Aminosduren (im besonderen Histidin, Arginin, Lysin und
Prolin) Carbonylgruppen. Eine Reihe weiterer Mechanismen konnen die Bildung von
Protein-Carbonylgruppen hervorrufen: radioaktive Strahlung, Ozon, freie Metallionen wie
Eisen oder Kupfer, Bindung von Aldehyden wie Malondialdehyd oder Glycoxidation. Die
Konzentration von Carbonylgruppen pro Einheit Protein variiert sehr in verschiedenen
Geweben. Im Plasma wird sie allgemein mit 0,4 —1,0 nmol/mg Protein angegeben

(Halliwell 1999).

1.4.3 Radikalresistenz von Erythrozyten

Die Messung der Resistenz von Erythrozyten gegeniiber freien Radikalen ist von
Bedeutung als Indikator fiir die Abwehr von oxidativem Stress auf zelluldrer Ebene. Durch
den Angriff radikaler Substanzen bricht, abhiingig von den schon vorher stattgefundenen
Attacken, die Zellmembranintegritit der Erythrozyten nach einer bestimmten Zeit
zusammen und ldsst das Himoglobin aus der Zelle austreten: die Erythrozyten
hidmolysieren. Die Dauer in Minuten vom Zusetzen der Radikale bis zur Himolyse der
Halfte der Erythrozyten (H 50%) gilt als Parameter der Radikalresistenz. Die signifikante
Korrelation zwischen H 50% und den absoluten a- und y-Tocopherolspiegeln im Plasma,
die wiederum im Austausch mit den Tocopherolspiegeln in (erythrozytéren)
Zellmembranen stehen, konnte ein Hinweis fiir die Abhingigkeit der Radikalresistenz vom

Tocopherolgehalt der Erythrozytenmembranen sein (Boda et al. 1998).

1.4.4 Tocopherole als Antioxidantien

Unter dem Namen Vitamin E lassen sich acht natiirlich vorkommende Substanzen mit

einer Vitamin E-Aktivitdt zusammenfassen:

d-a-, d-B-, d-y-, d-6-Tocopherole
d-a-, d-B-, d-y-, d-3-Tocotrienole
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Gemeinsam ist ihnen als chemische Grundstruktur ein Chromanring und eine isoprenoide
Seitenkette. Die verschiedenen Tocopherole unterscheiden sich durch Zahl und Stellung

der Methylgruppen R;, R; und R3 am Chromanring.

Tocopherols R;
HO

CH3 CH3

R; O™ “CH,(CH,CH,CHCH,),H
R,
CY'T = R], Rz, R3, a” CH3
B-T =R, R;,CH;; R, H
v T=R,,R,;,CH3; R;, H
6T = Rl’ CH}, Rz, R3, H.

Abb. 1.5: Tocopherole (Halliwell 1999)

Tocopherole und Tocotrienole sind biologisch sehr bedeutende lipophile Antioxidantien,
da sie mit Lipidperoxylradikalen (LO,*) reagieren, bevor diese iiberhaupt die
angrenzenden, ungesittigten Fettsduren und Membranproteine angreifen konnen. Fiir die
Reaktion des in dieser Substanzgruppe im Vordergrund stehenden d-a-Tocopherols (RRR-
a-Tocopherol) mit Lipidperoxylradikalen betrigt die Gleichgewichtskonstante 10°M™'s™:

o-TocH + LOy* — a-Toce + LO,H

Damit lauft die Reaktion um den Faktor vier im Exponenten schneller ab als die Reaktion
der Lipidperoxylradikale mit den Membranlipiden (~10°M™'s™). Hierdurch kann die
Kettenreaktion der Lipidperoxidation inhibiert werden. Das entstandene a-Tocopherol-
Radikal (a-Toce) kann mit weiteren Lipidperoxylradikalen zu nicht-radikalischen

Produkten reagieren:
LO,* + 0-Toce — 0-TocOOL

Prinzipiell konnen also zwei Lipidperoxidationskettenreaktionen durch ein a-
Tocopherolmolekiil unterbrochen werden. Das lipidlosliche a-Tocopherol konzentriert sich
im Korper vor allem in Zellmembranen und Lipoproteinen. Die Mitochondrienmembran

zum Beispiel enthilt ein a-Tocopherolmolekiil pro 2100 Phospholipidmolekiile. Vitamin C
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und Coenzym Qo konnen durch Reduktion das a- Tocopherolradikal wieder zu a-
Tocopherol regenerieren. Ein weiteres Oxidationsprodukt dieser Reaktion ist das -
Tocopherolquinon welches nach chemischer Umwandlung mit der Galle oder iiber den
Urin ausgeschieden werden kann. Neben der biologisch wohl bedeutendsten Rolle als
Inhibitor der Lipidperoxidationkettenreaktion kann a-Tocopherol die
Thrombozytenaggregation herabsetzen und die in vitro Proliferation von glatten
Muskelzellen von Blutgefidlen hemmen, ein Prozess, der an der Bildung von

arteriosklerotischen Plaques in Gefallen beteiligt ist (Halliwell 1999).

1.4.5 Coenzym Qjoals Antioxidans

Das in biologischen Systemen ubiquitir vorkommende Coenzym Q (Ubichinon) ist ein
Chinonderivat mit einer langen Isoprenoidkette. Die Anzahl der Isopreneinheiten im
Coenzym Q ist speziesabhingig. Bei Sdugern findet sich am haufigsten die Form mit 10
Isprenoideinheiten (Q;¢). Durch Aufnahme eines Elektrons wird Ubichinon (CoQ) zu
einem Semichinon mit einem freien Radikal reduziert (CoQ¢"). Eine weitere Reduktion

durch Aufnahme eines zweiten Elektrons fiihrt zum Ubichinol (CoQH,).

[0} (f) C‘)H
I
C C _C
H,c0—C~ \cﬁ—cm e 4 H H3C0—ﬁ/ c‘ CH, e 4+H* H,CO—C” \‘c CH,
H,c0—C._ _C— H,c0—C._ _C— L H,cO—C. _C—
C - “C’
Il \ |
(0} OH OH
oxidierte Form des Coenzyms Q Semichinon- reduzierte Form
(Q, Ubichinon) zwischenprodukt des Coenzyms Q
Q") (QH,, Ubichinol)

ADD. 1.6: Ubichinon wird iiber ein intermediir auftretendes Semichinonanionintermediat zu
Ubichinol reduziert (Streyer 1995).

Ubichinon ist ein essentieller Bestandteil der Atmungskette in Mitochondrien, da es als
Elektroneniibertriger an der Energiebereitstellung beteiligt ist. Dariiber hinaus kann
membranstidndiges Ubiquinol a-Tocopherolradikale regenerieren und trigt so zur Resistenz
der Lipoproteine (zum Beispiel LDL) und der Zellmembranen gegeniiber

Lipidperoxidationen bei (Halliwell 1999):

a-Toce + CoQH; — CoQHe + a-Toc
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Es wird vermutet, dass das Enzym DT Diaphorase (Quinonreduktase) das Equilibrium
zwischen oxidiertem und reduziertem Coenzym Q zugunsten der reduzierten Form —
Ubiquinol — aufrechterhilt und so zum antioxidativen Schutz beitridgt. Demnach wird das
Verhiltnis von Ubichinol-10 zu Ubichinon-10 im Plasma als Index fiir oxidativen Stress

betrachtet.

1.4.6 Sulfhydrylgruppen als Radikalfinger

Sulthydrylgruppen (SH-Gruppen) finden sich im menschlichen Organismus in der
Molekiilstruktur von Cystein und Glutathion, an vielen Enzymen, Membranproteinen und
im Hamoglobin. Sie sind fiir Oxidationsprozesse leicht zugidnglich. SH-Gruppen des
Glutathions wirken als Radikalfidnger indem zwei freie SH-Gruppen zu einer
Disulfidbriicke oxidieren. Werden SH-Gruppen von Enzymen oder Membranproteinen
oxidiert, kann es zu Funktionsbeeintrachtigungen kommen. SH-Gruppen, vor allem die des
Glutathions, dienen als Sulthydrylpuffer, da hierdurch andere freie SH-Gruppen im
Héamoglobin und in Membranproteinen im reduzierten Zustand gehalten werden.
Glutathion wechselt zwischen einer reduzierten (GSH) und einer oxidierten (GSSG)

Thiolform.

y-GIu—C[ys——G ly

S 2 y-Glu—Cys—Gly
| NADPH Ht = + NADP*
S + i + SH
|
v-Glu—Cys—Gly
oxidiertes reduziertes
Glutathion Glutathion
(GSSG) (GSH)

Abb. 1.7: Reduziertes und oxidiertes Glutathion (Streyer 1995)

Oxidiertes und reduziertes Glutathion bilden ein Redoxsystem, das zu 98% in der
reduzierten Form vorliegt und so andere freie SH-Gruppen vor Oxidation schiitzt, indem

es mit organischen Peroxiden selbst reagiert:

GSH + R-O-OH — GSSH + H,0 + ROH
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1.4.7 Vitamin C als Antioxidans

Vitamin C (Ascorbinsédure) ist ein wasserlosliches Antioxidans mit normalen
Blutplasmaspiegeln von 30-100 umol/L (Evans et al. 1982). Neben der Beteiligung an
einer Reihe von enzymatischen Reaktionen wie der Kollagen- und Carnitinbiosynthese, hat
die antioxidative Wirkung der Ascorbinsédure eine besondere Rolle bei der Eliminierung
von Lipidperoxylradikalen, unter anderem im Zusammenwirken mit Vitamin E.
Ascorbinsdure besitzt zwei ionisierbare OH-Gruppen und liegt bei physiologischem pH-
Wert bevorzugt in der Monoanionform als Ascorbat (AscH’) vor. Durch zweimalige 1-
Elektroneniibertragung reduziert Ascorbat freie Radikale und wird als Elektronendonor
zunichst zum Ascorbyl-Radikal (Asc™). In einem zweiten Schritt wird es weiter zum
Dehydroascorbat (DHA) oxidiert. Das Ascorbat/Dehydroascorbat-Verhiltnis ist in
gesundem Gewebe sehr hoch, da DHA enzymatisch unter NADH- oder
Glutathionverbrauch zu Ascorbat rekonvertiert wird, oder in Oxalat, Threonat oder andere

Oxidationprodukte zerfillt (Halliwell, 1999).

OH OH OH

0 6] 0
j\‘{ 20—, -H 0 —e N0
HO5 \% — - HO LA HO
6 = +e, +H" +e (
0 OH 6} 0 0 0
AscH™ Asc® DHA

Abb. 1.8: Struktur der Ascorbinsidure und seiner Oxidationsprodukte (Halliwell 1999)
AscH™ = Ascorbat; Asc™ =Ascorbyl-Radikal; DHA = Dehydroascorbat

Studien haben gezeigt, dass die NO-abhingige endotheliale Dysfunktion der Koronar- und
peripheren Arterien bei Patienten mit manifester Arteriosklerose unter Vitamin C-
Substitution reversibel ist. Eine Besserung der endothelialen Funktion durch Vitamin C-
Substitution konnte auch bei Patienten mit Pradisposition fiir die Entwicklung einer
Arteriosklerose, wie zum Beispiel bei Nikotinabusus, Hyperhomocysteindmie,
Hypercholesterindmie, arterieller Hypertension und Diabetes mellitus gezeigt werden (May

et al. 2000).
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1.4.8 Harnsiure

Harnséure ist im Stoffwechsel von Menschen ein Endprodukt des Purin-Metabolismus, da
diese nicht wie andere Siduger das Enzym Uratoxidase besitzen, welches Harnsdure zu dem
wasserloslichen Allantoin abbaut. Tédglich wird eine Gesamtmenge von 4-6 mmol
Harnséure aus dem intrazelluldren Nukleotidabbau in die Korperfliissigkeiten abgegeben
und zum groBten Teil im Urin ausgeschieden (Loffler 1998). Bei physiologischem pH-
Wert liegt Harnsdure (UrH,") dissoziert vor und trégt bei einem pK-Wert von 5,4 eine

einfach negative Ladung.

0 OH OH
N
HN N N\ NT N\
0 N HO N HO- N N
i H N H N H
Harnsaure Harnsaure Harnsaure
(Ketoform) (Enolform) (dissoziiert: pk = 5,4)

Abb. 1.9: Harnsdure (Loffler 1995)

Harnsédure wird als Radikalfidnger angesehen, da es von starken Oxidantien wie dem
Hydroxylradikal (OHe) zu einem Uratradikal (UrHe") oxidiert werden kann, wobei das
daraufhin ungepaarte Elektron iiber dem Purinring delokalisiert ist. Damit entsteht ein
relativ stabiles Radikal, das bei einer Gleichgewichtskonstante von < 10°M™'s™ wenig
Tendenz zeigt mit O, zu Peroxylradikalen zu reagieren, aber von Ascorbat unter Bildung
von Ascorbylradikalen wieder regeneriert werden kann. Peroxylradikale (RO,®) reagieren

mit Harnsdure unter Bildung von Uratradikalen:

RO,* + UrHy — ROOH + UrHe + H"

Als Substrat von H,O,-Systemen der Hamproteine wird Harnsdure bevorzugt oxidiert und
schiitzt so vor oxidativen Schéiden an Proteinen. Dariiber hinaus bildet Harnsidure Chelate
mit Metallionen, wie Eisen oder Kupfer, und verringert so die durch diese Ionen
katalysierten Reaktionen freier Radikale. Bei dem oxidativen Angriff von Radikalen auf
Harnséure entsteht als Zerfallsprodukt unter anderem Allantoin, das auf physiologische

Weise nicht im Korper des Menschen gebildet werden kann. Bei Erkrankungen wie
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Rheumatoider Arthritis, Himochromatose oder Morbus Wilson, die mit erhOhtem
oxidativen Stress einhergehen, sind erhohte Allantoinkonzentrationen, beziehungsweise
erhohte Allantoin/Harnsdure-Quotienten im Plasma messbar. Welche biologischen Effekte
das Uratradikal in vivo hat, wenn es nicht durch Ascorbat regeneriert wird, ist bisher nicht
bekannt. /n vitro konnte die Inhibition von zwei Enzymen durch das Uratradikal gezeigt
werden: Alkoholdehydrogenase und a,-Antiproteinase (Halliwell 1999). Der Normbereich
der Harnsédurekonzentration im Serum liegt fiir Kinder bei 1,9 - 5,9 mg/dL (Lentze 2000).

1.4.9 Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP)

Das korpereigene Abwehrsystem gegen freie Radikale und oxidativen Stress besteht aus
komplexen Interaktionen verschiedener antioxidativ wirkender Substanzen. Der ,,Total
Radical-trapping Antioxidant Parameter* (TRAP) -Test wurde entwickelt, um die
Gesamtkapazitidt der im Plasma vorhandenen, reaktionskettenunterbrechenden
Antioxidantien messen zu konnen. TRAP gibt die Anzahl der Peroxylmolekiile in Mol pro
Liter Plasma an, die durch alle synergistisch agierenden Bestandteile des Plasmas gefangen
(trapped) werden. Zu den Hauptbestandteilen zdhlen Vitamin E und C, Harnséure und freie
Sulfthydrylgruppen (SH-Gruppen) der Plasmaproteine, sowie weitere bislang noch
unidentifizierte Komponenten. Die Anteile der Radikalfanger gehen nach Wayner et al.
(1987) wie folgt in den TRAP ein: 5-10% Vitamin E, 0-24% Ascorbinsiure, 35-65%
Harnsédure und 10-50% Plasmaprotein-SH-Gruppen. Der TRAP-Test misst direkt wieviele
Peroxylradikale pro Liter Plasma abgefangen werden (TRAPgemessen). Der Normbereich des

TRAP liegt nach Halliwell im humanen Plasma bei 800-1200 pmol/L.

1.4.10 Homocystein

Homocystein ist eine Aminoséure, die eine Thiolgruppe trigt und intrazellulér bei der
Demethylierung von Methionin entsteht. Einerseits lidsst sich aus Homocystein mit Hilfe
von N°-Methylhydrofolat und der Homocystein-Methyltransferase Methionin regenerieren,
andererseits dient es der irreversiblen, pyridoxalphosphatabhingigen Cysteinsynthese. Im
Plasma zirkuliert Homocystein hauptsichlich an Proteine gebunden in der oxidierten Form,

daneben sind kleinere Mengen von reduziertem Homocystein und Disulfid-Homocystein
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vorhanden. Erhohte Homocysteinkonzentrationen im Plasma gelten als unabhiingiger
Risikofaktor fiir die Entwicklung der Arteriosklerose (Clarke et al. 1991). Durch Studien in
vitro und im Tiermodel wird vermutet, dass Homocystein die Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) herabsetzt, zu erhohtem oxidativen Stress fiihrt, das Wachstum
der glatten GefdBmuskelzellen stimuliert und elastische Anteile der Membranen veridndern
kann (van Guldner et al. 2000). Welche dieser pathophysiologischen Mechanismen in vivo
von Bedeutung sind, ist jedoch noch unklar. Der Normalbereich fiir Homocystein
schwankt bei verschieden Bevolkerungsgruppen und steigt mit dem Alter an. Im Kindes-
und Jugendalter liegen die Normbereiche bei 3,3 — 8,3 pmol/L (2 Monate — 10 Jahre), 4,7 —
10,3 pmol/L (11 — 15 Jahre) und 4,7 — 11,3 pmol/L (16 — 18 Jahre) (Lentze 2000).

1.4.11 Cholesterin

Cholesterin leitet sich wie alle Steroide vom Steran (Cyclopentano-Perhydrophenanthren)
ab und wird im Korper durch das Enzym HMG-CoA-Reduktase synthetisiert. Die
Cholesterinbiosynthese in der Leber ist abhingig von der Menge des
Nahrungscholesterins. Seine biologische Bedeutung erfihrt Cholesterin als integrierter
Bestandteil aller tierischen Zellmembranen sowie als Ausgangspunkt der
Steroidhormonbiosynthese. Ein erhohter Gesamtcholesterinspiegel (> 200mg/dL) im

Plasma zihlt zu den klassischen Risikofaktoren der Arteriosklerose.

1.4.12 Antikorper gegen oxidiertes LDL-Cholesterin

Oxidertes Low Density Lipoprotein (ox-LDL)-Cholesterin ist ein wichtiger Faktor bei der
Entstehung und Entwicklung von Arteriosklerose (Steinberg et al. 1989). Durch den
Angriff freier Radikale konnen LDL-Partikel oxidiert werden, wodurch ihre
physiologische Aufnahme in die Zellen gestort wird. Oxidative Veranderungen am
Apoprotein B der LDL-Partikel verhindern eine Bindung an den Apo B-Rezeptor der
Zellen, so dass es stattdessen zu einer Bindung an Scavenger-Rezeptoren von
Makrophagen kommt. Eine unregulierte Aufnahme solcher oxidierten LDL-Partikel in die
Makrophagen der Gefi3wénde mit einer Akkumulation von oxidiertem LDL fiihrt zur
Entwicklung von sogenannten Schaumzellen. Da Makrophagen das oxidierte LDL nicht

abbauen konnen, verbleiben sie als Schaumzellen im Extrazellularraum des Endothels und
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hiufen sich zu Fettstreifen (fatty streaks) an, die die erste Phase der arteriosklerotischen
Lision darstellen. Untersuchungen haben gezeigt, dass Autoantikorper gegen Epitope des
oxidativ verdnderten LDL abgelaufene Oxidationsprozesse widerspiegeln und als ein
unabhéngiger Pridiktor fiir das Fortschreiten der Arteriosklerose gelten (Salonen et al.

1992).

1.5 Chronische Niereninsuffizienz und kardiovaskulires Risiko

Die Arteriosklerose und das daraus folgende kardiovaskulére Risiko ist bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz 16-19fach gegeniiber der gesunden Bevdlkerung erhoht und
ist Hauptgrund fiir die Mortalitdt und Morbiditédt von niereninsuffizienten Patienten
(Wheeler et al. 1996). Dies ist nur zum Teil durch das mit der Nierenerkrankung
einhergehende Vorliegen von klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie arteriellem
Hypertonus, Hyperglykdmie und Dyslipiddmie bedingt. Bei chronisch niereninsuffizienten
Patienten werden durch die besondere metabolische Situation zunehmend auch nicht-
traditionelle Risikofaktoren fiir die frithzeitige Arteriosklerosegefahrdung als édtiologisch
bedeutsam angesehen. Dazu zidhlen eine Hyperhomocysteindmie, oxidativer Stress, eine
chronische Inflammation mit Erh6hung von Entziindungsparametern wie dem C-reaktiven
Protein (CrP) und dem Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und die Akkumulation von
endogenen Stoffwechselmetaboliten, wie dem asymmetrischen Dimethylarginin (ADMA)
und glykolisierten Proteinen. All diese pathologischen Verdnderungen konnen letztendlich
eine endotheliale Dysfunktion hervorrufen. Eine Verschlechterung der Endothelfunktion
ist sowohl bei Erwachsenen (Annuk et al. 2000) als auch bei Kindern (Kari et al. 1997) mit
chronischer Niereninsuffizienz ebenso wie bei Patienten unter Peritonealdialyse (van
Guldener et al. 1998) und Himodialyse (Miyazaki et al. 2000) nachzuweisen und bestérkt

diesen theoretisch-klinischen Zusammenhang.

Quellen vermehrter Produktion von freien Radikalen bei niereninsuffizienten und
urdmischen Patienten sind zum einen eine Uberladung mit oxidierend wirkendem Eisen,
hervorgerufen durch Hamolyse oder Eisensubstitution bei renaler Andmie (Peuchant et al.
1994), zum weiteren eine durch eine Hypertriglyzeriddmie induzierte erhohte monozytire
Radikalfreisetzung, wie sie auch bei Diabetikern beschrieben wurde. Bei Patienten unter

Hémodialyse kommt es durch den Kontakt des Blutes zur Dialysemembran zu einer
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Neutrophilen- und Komplementaktivierung wodurch freie Radikale freigesetzt werden
(Hasselwander und Young 1998). Die inaddquate Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems bei nierenkranken Patienten fiihrt nicht nur iiber eine Vasokonstriktion und
Natrium- und Wasserretention zu einem arteriellen Hypertonus sondern hat wahrscheinlich
auch eine iiber Angiotensin II vermittelte Bildung von freien Radikalen zur Folge.
Angiotensin II gilt als Aktivator der vaskuldren NADH- oder NADPH-Oxidase und konnte
dadurch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies hervorrufen (Higashi et al. 2002). Freie
Radikale konnen eine renale Vasokonstriktion bewirken oder diese iiber andere Mediatoren
vermitteln und so die NO-abhingigen Systeme modulieren (Schnackenberg et al. 2002).
Die in der chronischen Niereninsuffizienz zirkulierenden LDL-Partikel sind
triglyzeridreich und weisen durch diese qualitative Verdnderung eine gestorte Interaktion
mit dem Apo B-Rezeptor der Zellen auf. Hierdurch kommt es zu einer ldngeren
Verweildauer im Extrazellularraum der GefiaBwinde, wo LDL vermehrt oxidativen
Prozessen ausgesetzt ist (Hasselwander et Young 1998). Zu den in der Urdmie
akkumulierenden Substanzen zdhlen neben ADMA als endogenem Inhibitor der
endothelialen NO-Synthase auch die durch Glykolisierungsprozesse entstehenden
glykolysierten Proteine (AGE; advanced glycation end products). Sie konnten durch ihre

Interaktionen mit Rezeptoren verschiedene Zellfunktionen beeintridchtigen.

Dariiber hinaus findet sich bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz aufgrund
strenger Didtvorschriften und Verlusten bei Himo- und Peritonealdialyse (Zarling et al.
1994) eine erniedrigte Konzentration von antioxidativen Substanzen (Ha et al. 1996). Die
Kombination aus erhohter Produktion von freien Radikalen bei gleichzeitig vermindertem
antioxidativem Schutz erklirt die besonders schidigende Wirkung von oxidativem Stress
bei niereninsuffizienten Patienten. Ausgehend von Ergebnissen zahlreicher Studien, die
diese Zusammenhinge aufzeigen, wird bereits empfohlen, bei chronischer
Niereninsuffizienz Antioxidantien wie Vitamin A und E oral zu substituieren. Es konnte
auch gezeigt werden, dass durch Anwendung von Vitamin E-beschichteten
Dialysemembranen der oxidative Stress reduziert und so einer endothelialen Dysfunktion

vorgebeugt werden kann (Miyazuki et al. 2000, Clermont et al. 2001).
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1.6 Angeborene Herzvitien nach operativer Korrektur und kardiovaskulires Risiko

Aufgrund der erheblichen Fortschritte in der interventionellen Therapie komplexer
angeborener Herzfehler hat sich die Lebenserwartung der betroffenen Patienten
erfreulicherweise deutlich gebessert (Nicolas et al. 2005). Dennoch treten in der Nachsorge
von Kindern nach operativer Korrektur eines angeborenen Herzvitiums Komplikationen
wie Reoperationen, Arrhythmien und Thromboembolien auf (Bhat und Sahn 2004).
Patienten mit ,,erfolgreich* korrigierten Vitien werden anhand hdmodynamischer und
anatomischer Parameter als gesund betrachtet. Allerdings konnten weitere kardiovaskulire
Komplikationen, wie eine vorzeitige Arteriosklerose, durch Verbesserung der
Operationsmethoden erst im Laufe der Zeit relevant werden. So konnten einzelne Studien
zeigen, dass bei jungen und — bis auf den operierten Herzfehler — gesunden Patienten, eine
Verschlechterung der endothelialen Funktion an den Gefid3en messbar ist und damit die
Vermutung nahe liegt, dass sich eine Arteriosklerose bei diesen Patienten friiher als bei

gesunden Kindern entwickeln konnte.

Gardiner et al. (1994) zeigten, dass nach erfolgreich operierter Aortenisthmusstenose die
Endothelfunktion im ehemals préstenotischen Gefia3bett deutlich verschlechtert ist und
ursichlich an der Entwicklung einer Belastungshypertension mitbeiteiligt sein konnte.
Heger et al. (2005) demonstrierten kiirzlich das Folgende: je dlter die Patienten zum
Zeitpunkt der Operation einer Aortenisthmusstenose sind, desto schlechter sind im
weiteren Verlauf die endothelabhéngige und nicht-endothelabhiingige Dilatation der A.
brachialis. Celermajer et al. (1993) fanden bei Kindern, deren Herzfehler mit einer
abnormen pulmonalen Himodynamik einhergehen, eine segmental verringerte,
endothelabhédngige Dilatation der Pulmonalarterie. Mahle et al. (2003) zeigten, dass nach
einer Fontan-Operation die endothelabhéngige Dilatation peripherer Arterien deutlich
vermindert ist. Eine systemische Affektion der Gefdlle mit einer signifikant verminderten
endothelabhidngigen Dilatation fanden Dhillon et al. (1996) bei Patienten mit Kawasaki-
Syndrom, mehrere Jahre nach der vaskuldren Erkrankung, ohne dass es dabei im Verlauf

zu einer Beteiligung der Koronararterien ggkommen war.

Unter Zugrundelegung dieser Hinweise auf beeintrichtigte EAD"s und NEAD's in
besonders exponierten Teilen des Gefdl3betts nach operativ korrigierten Herzfehlern

erfolgte fiir die vorliegende Studie die Abschitzung des kardiovaskulédren Risikos bei den
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zu untersuchenden Patienten mit operativ korrigierten Herzfehlern. Die Patienten mit
verschiedenen angeborenen Vitien wurden nach dem Schweregrad des Vitiums und dem
Ausmalf der Einschrinkung der allgemeinen Prognose nach der operativen Korrektur in
drei Gruppen eingeteilt. In die Gruppe mit hypothetisch geringem kardiovaskulidrem Risiko
fallen Patienten mit einfachem Ventrikelseptumdefekt (VSD). Bei Patienten mit
zyanotischen Herzvitien wie Transposition der grolen Arterien (TGA) und Fallot“scher
Tetralogie (FT) wurde ein mittleres kardiovaskulédres Risiko postuliert. Demgegeniiber
wurden Patienten mit verschiedenen seltenen komplexen Herzfehlern, wie zum Beispiel
das hypoplastische Linksherzsyndrom, die Trikuspidalatresie oder Pulmonalstenose nach
Korrektur durch Fontan-Operation (FON) der Gruppe mit hochstem kardiovaskulédren
Risiko zugeordnet. Diese letztgenannten Patienten weisen auch nach der Fontan-
Operationen aufgrund ihres funktionell univentrikuldren Herzens am haufigsten
hdmodynamische Komplikationen auf und haben daher eine geringere Lebenserwartung

als die Patienten der leichten und mittleren Risikogruppen (van den Bosch et al. 2004).

1.7  Fragestellung dieser Arbeit

Ein groBer Teil der Studien mit dhnlicher Thematik wurde an Erwachsenen mit
kardiovaskuliren Risikofaktoren durchgefiihrt. Da jedoch die Arteriosklerose und die
endotheliale Dysfunktion im frithen Kindesalter ihren Anfang haben, erscheint es uns
besonders unter prophylaktischen und therapeutischen Aspekten berechtigt zu sein, bereits
im Kindesalter nach den ersten Zeichen von Funktionsminderungen des Gefdlendothels zu
suchen. Dementsprechend wurden in der vorliegenden Studie Kinder mit chronischer
Niereninsuffizienz, bei denen ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko bekannt ist, und Kinder
und junge Erwachsene mit verschiedenen angeborenen und operativ korrigierten
Herzfehlern, bei denen aufgrund ihrer Grunderkrankung ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung einer spéteren Arteriosklerose vermutet werden kann, untersucht. Dabei
begiinstigt der Umstand, dass sich die GefidBreagibilitit als endothelialer
Funktionsparameter mit der hochauflosenden Ultraschallsonographie messen ldsst, die
Untersuchung an Kindern. Auf diese Weise konnen heute schon funktionelle
Einschrinkungen des Gefid3endothels zu einem frithen Zeitpunkt erfasst werden, an dem
morphologisch noch keine strukturellen Verdnderungen zu finden sind. Interessant sind

Untersuchungen zu den Pathomechanismen der Arterioskleroseenstehung an Kindern auch
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deshalb, weil bei ihnen im allgemeinen auBer den krankheitsbedingten keine weiteren
Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, Adipositas, Hypertension und
Hyperlipidimie vorliegen. Da es zahlreiche Hinweise dafiir gibt, dass sowohl die friihe
endotheliale Dysfunktion als auch die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques unter
anderem durch freie Radikale und oxidativen Stress vermittelt werden, erschien es
interessant zu sein, bei den genannten Kindern die laborchemischen Parameter des pro-

und antioxidativen Gleichgewichts im Blut zu messen.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Sind Endothelfunktion und/oder pro- und antioxidative Parameter bei Kindern mit
chronischer Niereninsuffizienz und bei Kindern mit korrigierten Herzfehlern

gegeniiber einem gesunden Kontrollkollektiv verdandert?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen einer moglicherweise verinderten

Endothelfunktion und den Markern fiir oxidativen Stress?

3. Ergeben sich aus den laborchemischen Untersuchungen zum oxidativen Stress
Ansitze fiir eine therapeutische Intervention zur Reduzierung des oxidativen

Stresses und dem damit verbundenen kardiovaskuldren Risiko?



2. Probanden, Material und Methoden

2.1.  Patienten und Kontrollpersonen

In dieser Studie wurden 87 Probanden auf ihre Endothelfunktion und auf laborchemische
Parameter des pro-/antioxidativen Gleichgewichts im Blut untersucht. Eine Messung
sowohl der Endothelfunktion als auch der pro-/antioxidativen Parameter war bei 65
Personen moglich. Eine Messung lediglich der pro-/antioxidativen Parameter fand bei 22
Personen statt. Eine Ubersicht iiber die Probandengruppen gibt Tabelle 2.1. Im einzelnen

handelte es sich um folgende Probandengruppen:

Kontrollpersonen:

Einschlusskriterien: 8-18 Jahre, gesund

Ausschlusskriterien: Medikamenteneinnahme, akute und chronische Erkrankung

Patienten mit angeborenen operierten Herzfehlern:

Einschlusskriterien: 8-30 Jahre

Patienten mit korrigierten azyanotischen angeborenen Herzfehlern:
Ventrikelseptumdefekt (VSD); > 5 Jahre postoperativ

Patienten mit korrigierten zyanotischen angeborenen Herzfehlern: Transposition
der groBBen Arterien (TGA), Fallot sche Tetralogie (FT); > 5 Jahre postoperativ
Patienten mit nach einer Fontan-Operation (FON) optimal korrigierten (belastbar,

keine Medikation) angeborenen Herzfehlern; > 5 Jahre postoperativ
Ausschlusskriterien:
corotrope oder die Endothelfunktion beeinflussende Medikamente

manifeste Arteriosklerose

Patienten mit Nierenerkrankungen:

Einschlusskriterien: ~ 2-18 Jahre
Chronische Niereninsuffizienz (CNI) mit GFR < 80 mL/min ohne Dialysetherapie

Patienten unter Peritonealdialyse (PD)
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Die Medikation war bei den Patienten mit Niereninsuffizienz, dem Schweregrad ihrer
Erkrankung entsprechend, breit gefachert und individuell sehr verschieden. Es waren
Diuretika (ACE-Hemmer, Furosemid, Hydrochlorothiazid, Lorsatan), Antihypertensiva
(Metoprolol, Nifidepin, Clonidin), Erythropoetin, Wachstumshormon, Decortin,
Azathioprin, Omeprazol, Antiepileptika (Phenytoin, Lamotrigin), Antibiotika
(Trimethoprim), Elektrolyte (Kalium, Phosphat, Magnesium, Natriumbikarbonat,
Natriumhydrogencarbonat), Eisen und Multivitaminpréparate (inkl. Folsdure, Vitamin C,

usw.).

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die untersuchten Probanden
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Probandengruppe (Abkiirzung) Anzahl Alter [Jahren]: Ausgewertete Messungen:
[n] Median (Bereich) Laborchemische Parameter
mit ohne

Parameter der Endothelfunktion

Kontrollen (Kontr) 13 12,5 (9,3-15,9) 11 2
Ventrikelseptumdefekt (VSD) 8 14,6 (11,1-18.,5) 5 3
Fallot“sche Tetralogie (FT) 12 14,4 (8,8-30,6) 10 2
Transposition der gr. Arterien (TGA) 18 13,5 (8,7-20,4) 16 2
Z.n. Fontan-Operation (FON) 13 11,2 (9,0-17,4) 12 1
Niereninsuffizienz (CNI) 12 9,6 (4,8-17,6) 8 4
Peritonealdialyse (PD) 11 11,9 (2,9-19,3) 1 10
Gesamt 87 12,8 (2,9-30,6) 65 22

Die Endothelfunktionsmessungen waren bei den Patienten unter Peritonealdialyse nicht
vorgesehen. Ein Patient mit chronischer Niereninsuffizienz wurde wihrend der laufenden
Studie peritonealdialysepflichtig und wechselte die Probandengruppe: die Messung der

Endothelfunktion wurde daher in der Auswertung nicht weiter beriicksichtigt.

Die Studie wurde am 14.02.2001 von der Ethik-Komission der Arztekammer Hamburg
genehmigt. Sowohl die Messung der Endothelfunktion als auch die Blutentnahmen
erfolgten freiwillig und nach ausfiihrlicher Aufklirung der Probanden, gegebenenfalls

zusitzlich ihrer Eltern.
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2.2.  Material und Methoden

2.2.1 Messung von Endothelfunktion und Intima-Media-Dicke der A. carotis interna

Die Endothelfunktionsmessungen wurden ultrasonographisch von Frau Dr. T. Hochstetter
in der Abteilung fiir Kinderkardiologie der Universitétsklinik Hamburg-Eppendorf
durchgefiihrt. Als externes, hochauflosendes Ultraschallgerdt wurde der Apparat Synergy
(GE Ultrasound Europe) der Firma Diasonics Ultrasound mit 12 MHz Schallképfen im B-

Mode verwendet.

Zunichst wurde bei liegendem Patienten die Intima-Media Dicke der A. carotis
(=GefidBwanddicke von Intima- + Media-Schicht) ultrasonographisch ausgemessen
(Mittelwert der rechten und linken Seite). Die nicht-invasive ultrasonographische
Endothelfunktionsmessung beginnt mit der Bestimmung des Gefa3durchmessers der A.
brachialis rechts. Nach einer Ruhezeit von 5 Minuten wird ein Stauschlauch am rechten
Unterarm angelegt und dieser wird bis zu einen Druck von 250 mmHg aufgepumpt. Nach
genau 5 Minuten wird der Druck beendet. Unmittelbar nach Beendigung der Stauung wird
erneut der GefiBBdurchmesser der A. brachialis an gleicher Stelle ausgemessen. Die durch
diese Prozedur erzeugte prozentuale Anderung des GefiBdurchmessers entspricht der
endothelabhidngigen Dilatation (EAD). Nach einer 15-miniitigen Pause, in der der Proband
ruhig liegt, wird ein Hub (400ug) Nitroglycerinspray (Glyceroltrinitrat) sublingual
appliziert. 4 Minuten nach Nitroglycerin-Gabe erfolgt eine weitere Messung des
GefiBdurchmessers. Die nun ermittelte prozentuale Anderung des GefiBdurchmessers im
Vergleich zum RuhegefiBdurchmesser ergibt den Parameter der nicht-endothelabhéngigen

Dilatation (NEAD).

Zeitlicher Ablauf der Messungen in Minuten:

* 0:00’: Messung von Intima-Media-Dicke der A. carotis und GefaBBdurchmesser der
rechten A. brachialis in Ruhe (Ruhe 1)

e 5:00: Cuff-Okklusion (250 mmHg)

* 10:00’: Cuff-Deflation und Messung des Gefd8durchmessers (Endothelabhiingige

Dilatation = EAD); anschlieend liegend 15 Minuten Ruhepause
25’: Messung des GefdaBdurchmessers in Ruhe (Ruhe 2)
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e 26:: Nitroglycerin-Gabe (400pg)
* 30’: Messung des GefiaBBdurchmessers (Nicht-endothelabhingige
Dilatationsmessung = NEAD)

Schaltkopf

Stauschlauch

FluBvolumen$ = Scherkriftet reaktive Hyperimie

Abb.2.1: Sonographische Messung der Endothelfunktion

Die Parameter fiir EAD, Ruhe 2 und NEAD werden als prozentuale Anderungen
gegeniiber dem GefdBdurchmesser in Ruhe 1 angegeben. Der Messwert Ruhe 2 darf
definitionsgemif} nicht mehr als + 1,5% vom Messwert Ruhe 1 unterscheiden, da sonst die
Messung als ungenau gilt und die gesamte Endothelfunktionsmessung bei diesem
Probanden nicht verwertbar ist. Elf Patienten wurden deswegen nachgemessen und zehn

mussten ausgeschlossen werden.
2.2.2 Probengewinnung zur Messung der laborchemischen Parameter

Die Blutentnahme zur Bestimmung der pro- und antioxidativen Parameter erfolgte jeweils
unmittelbar nach Abschluss der Endothelfunktionsmessung. Es wurden jeweils 2,7 mL
Venenblut in eine EDTA-Monovette und 1 mL Venenblut in ein Rohrchen ohne Zusitze
zur Gewinnung von Serum entnommen. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 3000 U/min)

wurden Plasma und Serum in Eppendorf-Reaktionsgefdfle aliquotiert, mit Argon



33

iberschichtet und bis zur weiteren Verarbeitung bei - 80°C tiefgefroren. Nach dem
Abpipettieren des Plasmas wurden die verbleibenden zelluldren Blutbestandteile mit
isotonischer NaCl-Losung aufgefiillt und bis zur Messung der Radikalresistenz der
Erythrozyten innerhalb von 3 Tagen bei + 4°C aufbewahrt. Zur Bestimmung der Vitamin
C-Konzentration wurden 130 uL Plasma in ein Eppendorf-Reaktionsgefill gegeben und
mit 130 pL einer 10%igen Metaphosphorsdure gemischt. Anschlieend wurde das Plasma

erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei - 80°C tiefgefroren.

2.2.3 HPLC-Analytik zur Bestimmung von Malondialdehyd

Die Malondialedehydbestimmung erfolgte mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) mit Fluoreszenzdetektion nach der von Fukunaga et al. (1993) beschriebenen
Methode.

Unter Hitzeeinwirkung reagiert Malondialdehyd (MDA) mit 2-Thiobarbitursdure (TBA)
wobei ein TBA-MDA Komplex entsteht, der mit Butanol extrahiert wird. Die Auftrennung
des Butanolextrakts erfolgt tiber eine HPLC-Siule, die spezifische Erfassung des TBA-
MDA-Komplexes geschieht mittels Fluoreszenzdetektion (Extinktion: A = 515nm;
Emission A = 553nm).

TBA + 2 MDA = TBA(MDA),

Materialien:
High performance Liquid Chromatograph mit Pumpe/Siule/Fluoreszenzdetektor
Eppendorf-Reaktionsgefilie
Eppendorf-Thermostate
Nunc Rohrchen 50 mL,
Plastikspitzrohrchen,
Glasflasche 100 mL mit grauem Stopfen,
Multipipetten 10 uL, 100 uL

Pipettenspitzen

Reagenzien:
1,1,3,3-tetracthoxypropan (TEP; MG 220,3 g); Fluka, Best. Nr. 86570
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Methanol Lichrosolv; Merck

Essigsdure p.a. 100 % Eisessig; Merck, Best. Nr. 1.00063
Wasser (Lichrosolv HPLC-Qualitét); Merck

Natriumacetat wasserfrei suprapur; Merck Best. Nr.1.06264
Diethylenetriamine-pentaacetic acid (DTPA); Fluka
2-Thiobarbitursidure; Aldrich

2,6-Di-tert-butyl-p-cresol (BHT); Fluka

Ethanol (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck

1-Butanol (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck

Acetonitril (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck

Herzustellende Losungen:

Stammstandardlosung: 1,23 mL TEP werden mit 98,7 mL. Methanol in einer

100 mL Glasflasche gemischt und mit einem grauen Stopfen verkapselt. Diese
Stammstandardlésung zur Herstellung der Standardeichreihe hat eine
Konzentration von 51,4 mmol/L TEP und kann bei - 20°C bis zu acht Wochen
aufbewahrt werden.

Pufferlosung: In ein graduiertes 50 mL Nunc Rohrchen werden zunéchst 45 mL
Baker Wasser und 5 mL Eisessig gefiillt, dann 427mg Natriumacetat, 20 mg DTPA
und 100 mg Thiobarbitursdure hinzugegeben. Diese Pufferlosung wird auf einem
Roller gemischt.

BHT-Lo6sung: 500 mg BHT werden in einem Plastikspitzrohrchen in 5 mL Ethanol
aufgelost (10%ige Losung).

HPLC-Laufmittel: 20% Acetonitril/80% Baker Wasser, Menge je nach Bedarf.

Durchfiihrung:

Zur Herstellung der Standardreihe werden 50 pL der Stammstandardldsung in einem
Plastikspitzrohrchen mit 4950 uL. Baker Wasser verdiinnt (Losung I = 0,514 mmol/L).
500 pL der Losung I werden mit 4500 uLL Baker Wasser verdiinnt (Losung 11 =51,4
umol/L), wovon wiederum 500 pL in 4500 uL. Baker Wasser verdiinnt werden (Losung 111
= 5,14 umol/L). Lésung III wird nun noch weiter 1:1 in Eppendorfreaktionsgefiien zu
den folgenden Konzentration verdiinnt: 2,57 pmol/L; 1,29 umol/L; 0,64 umol/L;

0,32 umol/L; 0,16 pmol/L; 0,08 umol/L.
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In Eppendorf-Reaktionsgefille werden je 5 uL des zu messenden Plasmas, ein Blindwert
(Baker Wasser) und die Standardreihe (Eichbereich von 1,29 umol/L bis 0,08 pmol/L)
vorgelegt. Mit der Multipipette werden zu allen Proben 200 puL Pufferlosung und 10 uLL
BHT-Losung hinzugegeben. Die Proben werden verschlossen, kurz gevortext und fiir 45
Minuten bei 95°C im Eppendorfthermostat inkubiert. Nach dieser Zeit werden die Proben
entnommen und abgekiihlt. Nach einer kurzen Zentrifugation (um Tropfen vom Deckel zu
entfernen) wird mit einer Multipette je 200 uL Butanol dazugegeben und die Proben auf
dem automatischem Schiittler jeweils fiir eine Minute geschiittelt. Alle Proben werden jetzt
in der Zentrifuge 5 Minuten bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert; der Butanoliiberstand
wird abpipettiert, in Eppendorf-Reaktionsgefifle gefiillt und bei + 4°C auftbewahrt. Die
HPLC-Pumpe wird auf eine Forderungsgeschwindigkeit von 2,0 mL/min eingestellt und je
40 pL der Butanolphase werden injiziert. Der Ausschlag fiir den MDA-TBA-Komplex

erscheint nach einer Retentionszeit von ungefihr zwei Minuten.

Berechnung:

Die MDA-Konzentration der Plasmaprobe wird mit Hilfe der Standardeichreihe berechnet.
Jede Probe wurde dreifach gemessen und der Mittelwert berechnet. Die
Konzentrationsangabe erfolgt sowohl bezogen auf das Volumen in pmol/L als auch

bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration in umol/pg totale neutrale Lipide .

2.2.4 Enzymimmunoassay zur Bestimmung des Carbonylgruppengehaltes in Proteinen

Prinzip:

Carbonylgruppen von Proteinen binden Dinitrophenylhydrazin (DNP) welches von Anti-
DNP-Antikorpern in einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) quantitativ
nach der Methode von Winterbourne und Buss (1999) bestimmt werden kann. Dabei
erfolgt als erstes die Proteinbestimmung (I) nach Bradford et al. (1972), danach die
sogenannte Bezugsmethode (II) in der die Carbonylgruppen photometrisch quantifiziert

werden und schlieBlich der ELISA (III).

Materialien:

Fiir die Proteinbestimmung (I):
Coomassie Blue G (Coomassie-Brilliantblau G-250); Serva Nr. 35050 Lot 12052
Ethanol (95%-ig); Merck



Phophorsiure (85%-ig); Merck

Glycerin von Sigma

Humanes Serumalbumin: Albumin, Human, Fraktion V, 96-99% Albumin; Sigma
Lot 106 F 9333

Phosphatpuffer (PBS), siehe unter III

Fiir die Bezugsmethode und den ELISA-Ansatz (II+I1I):
Albumin bovine, Fraktion V, fatty acid free; Calbiochem 126575
Sodium hypchloride; Aldrich Cat.-Nr. 42,504-4
Sodium borohydride; Sigma S 9125
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNP); Fluka 42210
Guanidinhydrochlorid; Sigma G 4505
Salzsdure 2 M; Merck 1.09063
Salzsdure 32%-ig
KH,PO,4; Merck 1.04871
Na,HPO,; wasserfrei; Merck 6586
Trichloressigsdure (TCA) 40%-ig; Bioanalytik 970201.1
Ethanol, absolut; Merck
Ethylacetat p.a.; Merck
NaCl ; Merck
Tween 20 ; Serva 37470
o-Phenylendiamin; Sigma P 9020
Zitronensiure; Merck 241
Wasserstoffperoxid 30%-ig; Merck 1.07209
Dialyseschlauch, Rolle a 30 m; neoLab Art.-Nr. 20009040
CryoTube-Rohrchen 4,5 mL; Nunc Art.-Nr. 379146
Anti-Dinitrophenyl-KLH Antibody (0,5 mL); rabbit IgG fraction, biotin-XX
conjugate, 2 mg/mL; Mo Bi Tech A-6435
Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex 2 mL; Amerh. Pharm.
RPN 1051
ELISA Maxisorb F96 Platten; Nunc 442404
ELISA-Reader Molecular Devices; MWG Biotech
ELISA-Washer; SLT Labin. 812 SW 1
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Herzustellende Losungen:

Coomassie-Brilliantblau Farbreagenz: 100 mg Coomassie Blue G in 50 mL Ethanol
16sen, 100 mL Phosphorsidure zugeben und mit aqua bidest. auf 600 mL auffiillen.
Losung filtrieren, dann 100 mL Glycerin zugeben und auf 1 L verdiinnen.

PBS: Na,HPO4 10 mM in 0,14 M NaCL mit pH = 7,4

DNP-Reagenz: 2,4-Dinitrophenylhydrazin 10 mM in 2M HCl

28%-ige Trichloressigsdure: entsprechen mit PBS verdiinnen
Ethanol/Ethylacetat-Losung (1+1; v/v)

Guanidinhydrochlorid-Losung: Ansatz einer 6M Guanidinhydrochlorid-Losung in
0,5 M Kaliumphosphat-Puffer (pH = 2,5)

Fully oxidized BSA: 112 mg BSA + 27,09 mL PBS + 909 puLL NaOCI (1:10
vorverdiinnt mit PBS) vortexen und 10 Minuten inkubieren, dann direkt in
Eichreihe pipettieren.

Fully reduced BSA: 500 mg BSA + 100 mL PBS + 0,1 g Natriumborohydrid 30
Minuten unter Abzug inkubieren, auf pH = 7,4 einstellen, Losung in den
Dialyseschlauch geben, Enden verschlieen, 1000 mL Gefall mit PBS fiillen, den
gefiillten Dialyseschlauch in PBS legen. Dialysevorgang iiber Nacht bei + 4°C im
Dunkeln ablaufen lassen. Fully reduced BSA aliquotieren (a 750 pL) und bei -80°C
lagern.

PBS + Tween 20 (0,1%-ig): 1 L PBS in 1 mL Tween 20 geben.

Substratpuffer: Na,HPO,4; 50 mM

Kaliumphosphatpuffer zum Ansatz des DNP-Reagenz: KH,PO4; 0,5 M

2. Derivatisationsreagenz: 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNP) 10 mM und
Guanidinhydrochlorid-Lésung 6M; 28,659 g Guanidinhydrochlorid einwiegen, mit
KH,PO4 (0,5 M) nicht ganz bis zur 50 mL Marke auffiillen, pH mit 32%-iger
Salzsdure einstellen (pH=2,5), dann Zugabe von 99,07 mg DNP.

Fully oxidized BSA fiir ELISA (4 mg BSA/mL): 16 mg BSA + 3871 uL PBS + 129
pL NaOCI (1:10 vorverdiinnt). Einwiegen des BSA mit Plastikspatel in CryoTube-
Rohrchen.

Fully reduced BSA fiir ELISA (4 mg BSA/mL): aus dem Gefrierfach - 80°C und
Proteinkonzentration (nach der Proteinbestimmung) mit PBS auf 4 mg einstellen.
Blocking-Solution: 19,5 mL PBS mit 0,1% Fully reduced BSA (6,5 mL) in der

Losung.
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1. Antikorper = biotinylierter Anti-DNP-Antikorper: Verdiinnung 1:1000 mit
23,976 mL BPS+Tween 20 (0,1%-ig) + 24 uL. Anti-DNP-Antikorper

2. Antikorper = streptavidin-biotinylierte horseradish peroxidase: Verdiinnung
1:3000 mit 24 mL. PBS+Tween 20 (0,1%-ig) + 8 pL strept.-bio. horseradish
peroxidase.

ELISA Substrat: 25 mL Na,HPO, ; 50 mM + 15 mg o-Phenylendiamin (0,6
mg/mL) + Zitronensédure 115,25 mg/25 mL + 10 pL. H202 (30%-i1g)

Durchfiihrung Proteinbestimmung (I): Ansatz einer Standard-Eichkurve fiir humanes
Serumalbumin von 1 mg HSA/mL bis 0,015 mg HSA/mL mit Verdiinnungspuffer PBS:
Plasma 20 pL (1:100 vorverdiinnt mit PBS), Standard 20 puL, Leerwert 20 uL. PBS mit je

1000 pL Farbreagenz versehen. Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5-60 Minuten,
Extinktionsmessung gegen Leerwert bei A = 578 nm, Berechnung der Proteinkonzentration
der Proben iiber die Standard-Eichreihe. Fiir den ELISA-Ansatz miissen die Proben so

verdiinnt werden, dass jede Probe einen Proteingehalt von 4 mg/mL aufweist.

Durchfithrung der Bezugsmethode (ID):

Doppelbestimmung von jedem Mischungsverhiltnis der ELISA-Eichreihe und zu
jeder Verdiinnung ein separater Leerwert

Ein Reagentienleerwert fiir die Proteinbestimmung am Ende des Tests (1 mL
Guanidinhydrochlorid-Lésung)

Ansatz der ELISA-Eichreihe, fiir die 53,625 mL red. BSA und 21,375 mL benétigt
werden (Tabelle 2.2)

Zugabe von 1 mL DNP (10 mM in 2M HCI) je Test-Rohrcen; zu den Leerwert-
Rohrchen wird je 1 mL 2M HCI gegeben. Dann 45 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubieren und gelegentlich vortexen, im Anschlu3 nach Zugabe
von 1 mL 28%-ige Trichloressigsdure alle Rohrchen vortexen und 10 Minuten bei
3000-4000 U/min zentrifugieren. Uberstand abkippen und 3 Waschzyklen
durchfiihren: Zugabe von insgesamt 2,5 mL Ethanol/Ethylacetat-Losung (1+1; v/v)
zu dem pellet wie folgt: zunédchst nur 1 mL Ethanol/Ethylacetat-Losung zu den
pellets geben, dann ein Réhrchen/pellet ,,sonicaten‘ und mit 1,5 mL
Ethanol/Ethylacetat-Losung Reste am Sonicator in das Rohrchen spiilen. Dann alle
Rohrchen vortexen und 10 Minuten bei 3000-4000 U/min zentrifugieren,
schlieBlich den Uberstand abkippen.
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Tab. 2.2: Ansatz der ELISA-Eichreihe fiir die Bestimmung der Carbonylgruppen

Mischungsverhiltnis fiir ELISA-Eichreihe | Volumina der BSA-Losungen (4 mg/mL)
ox. BSA red. BSA ox. BSA red. BSA
80% 20% 2000 pL. 500 uL
60% 40% 1500 uL 1000 pL
40% 60% 1000 L 500 pL
30% 70% 750 uLL 1750 pLL
25% 75% 625 uL 1875 puL
20% 80% 500 uL 2000 pL.
15% 85% 375 uLb 2125 yLL
10% 90% 200 uL 2250 L
5% 95% 125 L 2375 yL
0% 100% - 2500 pL

Nach dem 3. Waschzyklus insgesamt 1 mL Guanidinhydrochlorid-Losung (6M) zu
den pellets geben; zunichst nur 0,5 mL direkt auf das pellet geben, sonicaten und
mit den restlichen 0,5 mL die Losungsreste am Sonicator spiilen.

1 CryoTube-Rohrchen nur mit 1 mL Guanidinhydrochlorid-Losung fiillen (als
Reagentienleerwert fiir die Proteinbestimmung)

Rohrchen erneut vortexen und 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubieren.
Extinktionsmessung gegen den jeweiligen Leerwert bei A = 375 nm.
Proteinbestimmung aus den mitgefiihrten Leerwerten (Proteinverlust bei den
Waschzyklen), dann Verdiinnung der Leerwert-Losungen 1:10 mit PBS und
photometrische Messung der verdiinnten Leerwert-Losungen gegen den
Reagentienleerwert bei A =280 nm

Die Berechnung der Carbonylgruppen erfolgt iiber den molekularen
Extinktionskoeffizienten €375,m = 22.000 m x cm'l, Doppelwerte fiir die Extinktion
der Test-Rohrchen mitteln — E. Extinktion des jeweiligen Leerwertes von E
subtrahieren — AE. Jetzt jeweils das AE des fully red. BSA von den ermittelten AE
subtrahieren. Die erhaltene Differenz in die Formel: ¢ = E + d x ¢ einsetzen. Die
Konzentrationsangabe erfolgt in [nmol/mg Protein].

Die Berechnung der Proteinkonzentration am Ende des Tests erfolgt mittels
Extinktionskoeffizienten €,g0,m = 5,31 fiir eine 1g/100 mL-Losung

Korrektur des Wertes fiir die Carbonylgruppenkonzentration entsprechend dem

Proteinverlust.
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Durchfithrung ELISA (IID):

Fiir ELISA-Eichreihe fully oxidized BSA frisch einwiegen und oxidieren (4 mg
BSA/mL), fully reduced BSA aus der - 80°C Gefriertruhe holen und
gegebenenfalls auf 4 mg BSA/mL verdiinnen. Konzentrationsabstufungen von 80%
- 0% ox. BSA (siehe %-Abstufungen unter Methode II) in Eppendorfhiitchen (1
mL) auf ein Gesamtvolumen von 100 pL pipettieren.

Nach Verdiinnung der Proben auf ein Proteingehalt von 4 mg/mL mit PBS erfolgt
die Derivatisation mit 15 pL der Probe und 45 pL Derivatisationsreagenz,
anschliefen vortexen und 45 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren,
dabei alle zehn Minuten vortexen.

Verdiinnung des Derivatisationsansatzes (5 plL.) mit 1995 pLL PBS in ein 2 mL
Eppendorfhiitchen und vortexen (entspricht jetzt einer Proteinkonzentration von 2,5
pg/mL).

Je 200 pL der Proben (je Probe im Triplikat: 3 x 200 pL) in die Kavitit der
ELISA-Mikrotiterplatte geben (entspricht einer Proteinkonzentration von 0,5
ng/Kavitit) und tiber Nacht bei + 4°C im Dunkeln inkubieren.

Am folgenden Tag ELISA-Platte abkippen und 3 Waschzyklen mit PBS
(Raumtemperatur) durchfiihren und anschlieend auf Zellstoff abklopfen.

In jede Kavitit 250 pL. Blocking-Solution geben und 90 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

ELISA-Platte abkippen, waschen (siehe oben) und abklopfen

In jede Kavitit 200 pL. Anti-DNP-Antikorper (1:1000) pipettieren und 60 Minuten
im Brutschrank bei 37°C inkubieren.

ELISA-Platte abkippen, waschen (siehe oben) und abklopfen

In jede Kavitit 200 pL strept.-bio. horseradish-Antikorper (1:3000) pipettieren und
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

ELISA-Platte abkippen, waschen (siehe oben) und abklopfen

In jede Kavitit 200 pL. Substrat geben und 25 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubieren.

Die Extinktionsmessung der ELISA-Platte erfolgt direkt (d.h. ungestoppt) nach
Ablauf der Inkubationszeit bei A =490 nm und die Berechnung der
Carbonylgruppenkonzentrationen erfolgt anhand der mitgefiihrten ELISA-
Eichreihe.
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2.2.5 ABAP-Himolysetest

Die Messung der Radikalresistenz von Erythrozyten im ABAP-Héamolysetest basiert auf
einer Arbeit von Yamamoto et al. (1986). In dieser Studie wurde eine von Boda et al.
(1995) entwickelte Mikromethode angewandt, fiir die nur 15 pl Erythrozytenkonzentrat

benotigt werden.

Eine von Plasma und anderen Zelltypen gereinigte 0,5%ige Erythrozytensuspension wird
2,5 Stunden bei 37°C mit 2,2"-Azobis(2-amindinopropane)dihydrochlorid (ABAP)
inkubiert. ABAP ist eine Diazo-Verbindung (R-N=N-R) mit R= HCI*HN=C(NH,)C(CH3),
die in Losung bei 37°C pro Zeiteinheit eine konstante Menge an Peroxylradikalen freisetzt,

welche die Erythrozytenmembran angreifen und so zur Himolyse fiihren.

R-N=N-R — 2Re+N,1
Re + 0, — ROO-

Die Extinktion des durch die Hamolyse aus den Erythrozyten freigesetzten Hamoglobins
wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 540 nm halbstiindlich gemessen und dient

zur Berechnung des Himolysegrades in %.

Materialien:
Eppendorf Photometer, UKE Hamburg
Quartzeinmalkiivetten
Kochsalzlosung (NaCl 0,9%)
Phosphatpuffer PBS-Dulbeco ohne Ca**, Mg**, Seromed
destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Triton X-100; Serva
ABAP/AAPH (2,2 -Azobis(2-amindinopropane)dihydrochlorid); Fluka, Art. 56510

Herzustellende Reagenzien:
74 mM ABAP: 201 mg ABAP in 10 mL PBS
NaCl-PBS-Gemisch: NaCl1 0,9% : PBS = 1:1
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0,1%ige Triton X-100-Losung: 1 mL 100% Triton + 9 mL Aqua dest. — 10 %
Triton

1 mL 10 % Triton + 99 mL Aqua dest. — 0,1 % Triton

Durchfiihrung:

Die nach Zentrifugation und Abpipettieren des Plasma verbleibenden zelluldren
Bestandteile des EDTA-Blutes wurden in isotonische NaCl-Losung gegeben und bis zur
Verarbeitung bei + 4°C maximal drei Tage gelagert. Zur Reinigung der Erythrozyten
wurden diese erneut 2x jeweils in frischer NaCl-Losung gewaschen und zentrifugiert (5
Minuten, 3000U/min). Die Erstellung einer 0,5%igen Erythrozytensuspension erfolgte aus
15 pL Erythrozytensediment und 2985 pLL PBS-Losung. Fiir jede Probe wurden drei
Ansitze hergestellt:

A: Messung des Hamolysegrades in der Probe
B: Positivkontrolle (vollstindige Himolyse durch Zugabe von Triton X-100)
C: Negativkontrolle

Fiir die Reaktionsansitze wurde in die Glasreagenzgldser A und B jeder Probe 2400 pL der
0,5%igen Erythrozytensuspension und 2400 uL. ABAP (74 mM) gegeben, in das
Reagenzglas C fiir die Negativprobe je 500 pL 0,5%ige Erythrozytensuspension und 500
uL NaCl-PBS-Gemisch. Bei einer Temperatur von 37°C wurden die Ansétze in einem
Wasserbad unter leichtem horizontalen Schiitteln inkubiert. Nach 30, 60, 90 und 120
Minuten wurde aus den Ansétzen A und B je 350 puL entnommen und in
Halbmikrokiivetten iiberfiihrt in denen sich schon 350 pL kaltes NaCl-PBS-Gemisch (fiir
Ansatz A) oder 350 pL kalte 0,1%ige Triton X-100-Losung (fiir Ansatz B) befanden. Aus
dem Reagenzglas C wurde nur zu den Zeitpunkten 30 und 120 Minuten ein Aliquot von je
350 pL entnommen und in eine Halbmikrokiivette mit 350 uL kaltem NaCIl-PBS-Gemisch
gegeben. Die Kiivetten der Ansidtze A und C wurden vor dem Messgang 5 Minuten bei
3000 U/min zentrifugiert. Nach Nullabgleich mit NaCl-PBS-Gemisch wurde die

Extinktion freigewordenen Himoglobins in einem Photometer (A = 540 nm) gemessen.
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Berechnung:

Der prozentuale Himolysegrad berechnet sich nach folgender Gleichung:

Héamolyse (%) = Ea— Ec* x 100

Eg — Ec*

E = Extinktion, A = Probenwert, B = Wert der totalen Hamolyse, C = Negativkontrolle, C* = Mittelwert von Cj,;, und

C 120min

Die Angabe der Radikalresistenz der Erythrozyten erfolgt in Minuten Inkubationzeit bei
der 50% der Erythrozyten himolysiert sind. Dieser Wert wird H 50% genannt und anhand

der Funktion der Inkubationszeit ermittelt.

2.2.6 HPLC-Analytik zur Bestimmung der lipophilen Antioxidantien

Die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit elektrochemischer Detektion zur
Bestimmung der lipophilen Antioxidantien a-Tocopherol, y- Tocopherol und Coenzym Qg

wurde nach der Methode von Finckh et al. (1999) durchgefiihrt.

Prinzip:

Die lipophilen Antioxidantien werden nach Extraktion mit Hexan iiber die HPLC
aufgetrennt und mittels elektrochemischer Detektion registriert. Uber die mitgefiihrten
internen Standards konnen die mit der Extraktion einhergehenden Substanzverluste erfasst

und bei der Konzentrationsberechnung beriicksichtigt werden.

Substanzen:
Interne Standardlosungen: 1. y-Tocotrienol; Merck, 2. Ubichinol-9; Sigma,
3. Ubichinon-9; Sigma
Natriumlaurylsulfat; Merck
Burylhydroxytoluol; Fluka
Hexan (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck
Methanol (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck
Ethanol (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Merck
2-Propanol (Lichrosolv HPLC-Qualitit); Fluka
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Lithiumperchlorat; Fluka
Natriumdithionat; Merck

Argon; Linde

Gerite:
HPLC-Pumpe Modell 2150; Amersham Pharm.
Injektionsventil 20 pL-Schleife; Rheodyne, Cotati, USA
SuperPac PepS RP (c2/c18)Vorsiule (10x4,0 mm i.d. 5 ym PartikelgroB3e);
Amersham Pharm.
SuperPac PepS RP (c2/c18) Saule (250x4,0 mm i.d. 5 ym Partikelgrofe);
Amersham Pharm.
Elektrochemischer Detektor, Coulochem 5200; ESA, Bedford, USA
Konditionierungszelle Modell 5020; ESA, Bedford, USA
Analytische Zelle Modell 5011; ESA, Bedford, USA
Integrator SP 4270; Spectra Physics

Durchfiihrung:
Aus den Stammldsungen von y-Tocotrienol ( 97,81 pmoL/uL), Ubichinol-9 (7,74

pmol/uL) und Ubichinon-9 ( 2,42 pmol/uL) wurde die interne Standardlésung mit 25 pL y-
Tocotrienol (1:10 vorverdiinnt), 50 pL Ubichinol-9/Ubichinon-9-L6sung und 425 pL
Ethanol angesetzt. Zu jeder Plasmaprobe (50 pL) wurde 50 pL der internen Standardlosung
sowie 10 pL Butylhydroxytoluol-Losung gegeben und dieser Ansatz fiir zehn Sekunden
gevortext. Nach Zugabe von 500 uL Hexan wurde der Ansatz erneut fiir zwei Minuten
gevortext und dann fiir fiinf Minuten zentrifugiert (3000 U/min). Der Uberstand aus der,
die lipophilen Antioxidantien enthaltenden Hexanphase wurde abpipettiert und ein zweites
Mal gevortext (eine Minute) und zentrifugiert (fiinf Minuten). Nach Eindampfen von 400
uL der Hexanphase unter Argon, wurde der Ansatz in 200 pL. Reagenzalkohol:Methanol
(1:1, v/v; Reagenzalkohol: Ethanol:2-Propanol, 95:5, v/v) aufgenommen. Wihrend dieser
Arbeitsschritte wurden alle Probenansitze durch Aluminiumfolie-umwickelte
Reagenzgliser vor Lichteinwirkung geschiitzt und auf einer Temperatur von + 4°C
gehalten. Vor Analyse konnten die so priparierten Proben fiir max. 8 Stunden bei - 20°C

zwischengelagert werden.
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Fiir jeden HPLC-Lauf wurde 30 pL des Extraktes eingespritzt, dabei lief das
heliumentgaste Laufmittel (13,4 mM Lithiumperchlorat in Methanol:Ethanol:2-Propanol
(88:24:10), (v/v)) mit einer Flussrate von 1,5 mL/min. Die HPLC-Séule trennt die
einzelnen lipophilen Antioxidantien auf, die dann nacheinander die Messzellen passieren
und dort erfasst werden. Die elektrochemische Detektion erfolgt durch zwei in Serie
geschaltete Messzellen die im ,,Reduktions-Oxidations-Modus‘ arbeiten. Dabei werden an
der ersten ,,Konditionierungszelle* (- 0,60 V) Ubichinon-9 und Ubichinon-10 reduziert und
an der zweiten ,,analytischen Zelle* (Elektrode 1: -0,15 V; Elektrode 2: +0,60 V) alle

oxidierbaren Substanzen oxidiert und detektiert.

Berechnung:

Das Integral der Ausschlagflachen der zu messenden Konzentrationen wird in Bezug zu
den bekannten Konzentrationen der internen Standards gesetzt; y-Tocotrienol fiir a-und y-
Tocopherol, Ubichinol-9 fiir Ubichinol-10 und Ubichinon-9 fiir Ubichinon-10. Die
Konzentrationsangaben fiir a-Tocopherol, y- Tocopherol und Coenzym Qo werden auf

Gesamtlipidkonzentration bezogen und erfolgen in umol/ug totale neutrale Lipide .

2.2.7 Photometrische Bestimmung von Sulthydrylgruppen

Prinzip:
Mit Hilfe einer Eichreihe mit bekannter Sulthydrylgruppen (SH-Gruppen)-Konzentration
in Glutathion (GSH) wurde die SH-Konzentration im Plasma photometrisch nach der

Methode von Ellmann (1959) bestimmt.

Materialien:
Photometer Lange LP 700; Roche, Mannheim
Plastikrohrchen
Quartzkiivetten
Pipettenspitzen
NaCl: Merck 6404
EDTA: Merck 8418
Natriumdihydrogenphosphat: Merck 6346
Dinatriumhydrogenphosphat: Merck 6579
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Glutathion (GSH): Sigma G 4251
5,5Dithio-bis-2-Nitrobenzosdaure(DTNB): Sigma D 8130

Herzustellende Losungen:
NaCl 0,9% (0,9¢ NaCl in 100 mL bidest-H,O 16sen)
EDTA 2 mM (74,44 mg in 100 mL 0,2M Dinatriumhydrogenphosphat 16sen und

auf pH 9,0 priifen)

Dinatriumhydrogenphosphat 0,2 M (7,16g in 100 mL bidest- H,O 16sen)
Natriumdihydrogenphosphat 0,2 M (2,76g in 100 mL bidest- H,O l6sen)
Phosphatpuffer 0,025 M pH 7,0 (30,5 mL 0,2M Dinatriumhydrogenphsphat und
19,5 mL 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat auf 100 mL bidest- H,O auffiillen und
auf pH 7,0 priifen, davon 25 mL Phophatpuffer mit 75 mL bidest- H,O verdiinnen)
DTNB 10 mM (39,6 mg DTNB in 10 mL 0,025M Phophatpuffer 16sen, 10 Minuten
mischen, dann filtrieren)

Glutathion 1 mM (15,4 mg GSH in 50 mL 0,9% NaCl 16sen)

Durchfiihrung:

Die Bestimmung der SH-Gruppen erfolgte iiber eine Eichreihe mit GSH-Konzentrationen
von 1mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM, 0,063 mM. Die Ansitze wurden in
Plastikrohrchen mit je 900 uL EDTA und 20 uL DTNB versetzt, gemischt und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Uberfiihrung der Ansiitze in eine Quartzkiivette
wurde die Extinktion nach Leerwerteinstellung gegen NaCl 0,9% photometetrisch (A =
412nm) gemessen. Die Extinktion entspricht der Konzentration von GSH in mM, die
Konzentration von SH in pmol/L erhélt man nach Multiplikation mit dem Faktor 750.
Die Ansitze der Proben (50 uL Plasma + 50 uL NaCl + 900 uL. EDTA + 20 uL DTNB)
und der Probenleerwerte (50 uLL Plasma + 50 uL NaCl + 900 uL EDTA + 20 uL
Phosphatpuffer 0,025 mM) wurden wie die der Eichreihe durchgefiihrt und gemessen.
Nach Abzug des Leerwertes der jeweiligen Probe wurde die Extinktion mit dem Faktor

1500 multipliziert.
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2.2.8 Photometrische Bestimmung von Harnsdure

Die Harnsdure wurde mit dem UA Plus-Kit der Firma Roche, Mannheim bestimmt, die

photometrische Messung erfolgte mit dem Gerédt Lange LP 700 der Firma Roche.

2.2.9 Photometrische Bestimmung von Vitamin C

Prinzip:

In Anlehnung an die Methode von Omaye, Turnbull, Sauberlich (1979) wird die

die Farblosung 2,6-Dichlorphenolindophenol von Ascorbinsiure reduziert und 16st dabei
einen Farbumschlag aus, der sich bei 520 nm als eine Erniedrigung der Absorption zeigt.
Die Reaktion muss bei einem pH-Wert von 3,0 - 4,5 ablaufen. Ein Kontrollwert wird durch
Zugabe von einigen Kristallen Ascorbinsédure, die den Farbausschlag bis zur Farblosigkeit
ausloscht, erzeugt. Unspezifische Reduktionen in der Losung sollen durch Zugabe des

Puffers Tri-natriumcitratdihydrat blockiert werden.

Materialien:
Eppendorf Photometer, UKE Hamburg
Metaphosphorsidure (HPO3): Merck 546
Tri-natriumcitratdihydrat: Merck 6448 MW: 294,10
Essigsidure 96% (Eisessig): Merck 62 MW: 60,05
2,6-Dichlorphenolindophenol (DCIP): Merck 3028 MW: 326,11
Ascorbinsdure: Merck 127 MW: 176,13

Herzustellende Losungen:

Metaphosphorsiure 10% (10 g auf 100 mL bidest-H,O 16sen -wochentlich neu
ansetzen)

Metaphosphorsédure 5% (1:2 mit bidest-H,O verdiinnen)

Citrat-Acetat-Puffer (22 g Na-Citrat in ca. 40 mL bidest- H,O 16sen, mit Eisessig
pH 4,15 einstellen, dann auf 100 mL mit H,O auffiillen)

DCIP 0,01% (10mg in 100 mL bidest-H,O 16sen)
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Durchfiihrung:
Die Proben (130 pL Plasma) wurden nach Aliquotierung mit 130 uL 10%iger

Metaphosphorsiure ausgefillt, in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert, der Uberstand
wurde abpipettiert und bei -80°C tiefgefroren. Die Herstellung einer Standardlosung der
Konzentration 20 pg/mL Ascorbinsdure erfolgte durch Losung von 50 mg Ascorbinsidure
in 2,5 mL 5%iger Metaphosphorséure in einem Messkolben, wovon wiederum 5 uL in 5
mL 5%iger Metaphosphorséure verdiinnt wurden und eine Verdiinnungsreihe folgender
Konzentrationen: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 pg/mL hergestellt wurde.

Nach Zugabe von je 200 pL Citratacetatpuffer und DCIP wurde die Probe in eine
Plastikeinmalkiivette tiberfiihrt und nach 30 Sekunden in einem Eppendorf Photometer
(A=520nm) die Extinktion gemessen (E;). Durch Einriihren einiger Kristalle Ascorbinsidure
in den Probenansatz entfirbt sich die Probe vollstindig und die Messung des
Probenleerwert (E;) kann erfolgen. Zur Bestimmung des Reagenzienwerts wurden 400 puL
5%ige Metaphosphorsadure, 200 uL Citrat-Acetat-Puffer und 200 uLL DCIP vermischt und

die Absorption im Photometer gemessen.

Berechnung:

Die Extinktion (AE) ergibt sich aus E; minus E,. AE wird dann vom Reagenzienleerwert
subtrahiert. Aus den Extinktionswerten der Standardreihe wird eine Eichkurve erstellt,
hieraus ldsst sich nach Eingabe der Proben-Extinktionen die Ascorbinsidurekonzentration

ablesen und anschlieend in umol/L umrechnen.

2.2.10 Bestimmung des Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP)

Die Bestimmung des Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP) erfolgte nach
der Methode von Wayner et al. (1987)

Prinzip:

Das Plasma wird mit der freie Radikale-generierenden Substanz ABAP (2,2°-Azobis(2-
amindinopropane)dihydrochlorid) und Linolsdure in einer luftdichten Messkammer
inkubiert. Die Zeitspanne bis zum Einsetzen der Lipidperoxidation wird iiber eine
Sauerstoffelektrode bestimmt. Der Ansatz wird dabei mit dem wasserloslichen

Tocopherol-Analogon TROLOX kalibriert. Die Menge der von den unterschiedlichen
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Antioxidantien im Plasma eingefangenen (trapped) Peroxylradikale wird in umol/L Plasma

als TRAPemessen angegeben.

Materialien:
Two-Channel Biological Oxygen Monitor; YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA
Linolsédure; Sigma Best. Nr. 1376
ABAP (2,2°-Azobis(2-amindinopropane)dihydrochlorid) MW 271,2 g/mol;
Polysciences, Warrington, PA, USA
TROLOX (6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetra-methyl-chroman-2-carboxyséure); Fluka
Best. Nr. 56510
Phosphatpuffer PBS-Dulbeco ohne Ca**, Mg**, Seromed Best. Nr. L1825

Herzustellende Reagenzien:
ABAP: 105 mg ABAP abwiegen und in 1 mL PBS 16sen
TROLOX: 10 mg TROLOX in 100 mL PBS ansetzen

Durchfiihrung:
Die Glaskiivetten mit Magnetrithrern werden mit 3 mL PBS befiillt, etwaige Luftblasen

entfernt, in das auf 37° C vorgewidrmte Wasserbad eingehdngt und mit den
Sauerstoffelektroden verschlossen. Die Sauerstoffelektroden werden einmal téglich nach
Vorschrift geeicht. 5,2 uL Linolsdure werden mit 130 pL Plasma in Eppendorfhiitchen 40
Sekunden auf einem Vortex verwirbelt, es entsteht ein milchig-triibes Gemisch. Die
Magnetriihrer werden wieder ausgeschaltet und die Sauerstoffelektroden aus den
Messkammern gezogen. Mit je 50 uLL des Linosdure-Plasma-Gemisches lassen sich pro
Messprobe zwei Messkammern befiillen, dabei wird die Pipettenspitze durch dreifaches
Ansaugen und Ablassen der Mischung gespiilt. Die Sauerstoffelektroden werden wieder
eingesetzt und entstandene Luftblasen durch Verschieben des Elektrodenhalters zerstort.
Die Sauerstoffschreiber werden gestartet und sobald eine konstante Sauerstoffsittigung
erreicht ist, wird der Sauerstoffschreiber auf 100% Sauerstoffsittigung justiert. Die
Peroxidationsreaktion wird iiber die Zugabe von ABAP gestartet. Zur Vermeidung von
Lichteinwirkungen wird ein Lichtschutz angebracht. Die Zeit der gehemmten Peroxidation
der Linolsédure von der ABAP-Zugabe bis zum Verbrauch der Plasma-Antioxidantien,
erkennbar an dem dann rascheren Sauerstoffverbrauch bei ungehemmter Peroxidation,

wird als ,,T-Plasma* bezeichnet. Sie spiegelt die gesamte antioxidative Aktivitit des
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Plasmas wieder, dessen verschiedene Antioxidantien die Peroxidation der Linolsdure
hemmen. Nach Beginn der ungehemmten Peroxidation wird das System bei 50%
Sauerstoffsittigung iiber die Zugabe von 25 pL ( = 0,04 mM) TROLOX kalibriert.

Bei einer Sauerstoffsittigung von 0% ist der Versuch beendet. Der TR AP emessen €rrechnet
sich in umol/L aus der Konzentration von TROLOX (hier 3,22 pmol/L) multipliziert mit
zwei (ein Mol TROLOX ,fiangt* 2 Mol freier Radikale), dem Plasmaverdiinnungsfaktor n
(hier 20) und der Zeit T-Plasma dividiert durch die Zeit T-TROLOX. Der gemessene
TRAP wird im folgenden TRAPgemessen genannt.

Berechnung von TRAP:

Der theoretisch vorhandene TRAPeechnet DErechnet sich aus den Konzentrationen der
einzelnen Komponenten und einem experimentell ermittelten effektiven
Mulitplikationsfaktor. Dieser gibt wiederum an, wieviele freie Radikale von einem
Molekiil der jeweiligen Substanz abgefangen werden konnen, so fingt beispielsweise ein

Molekiil a-Tocopherol zwei Radikale ab (Wayner et al. 1987).

TRAPgerechnet = 2 X [a-Tocopherol] + 1,3 x [Harnsdure] + 1,7 x [Vitamin C]

+ 0,33 x [Sulthydrylguppen]

2.2.11 Enzymimmunoassay zur Bestimmung von Homocystein

Zur Bestimmung von Homocystein wurde ein Microplate Enzymimmunoassay der Firma

Bio-Rad Laboratories (Oslo, Norwegen) verwandt, die photometrische Messung erfolgte

mit dem ELISA-Plattenphotometer der Firma Dynatech, Modell MR 5000.

2.2.12 Photometrische Bestimmung von Cholesterin und Triglyzeriden

Die Cholesterinbestimmung erfolgte mit dem enzymatischen Farbtest der Firma Roche

(Cholesterin CHOD-PAP; Best. Nr. 1489437) mit anschlieBender photometrischer
Messung im Gerét Lange LP 700 der Firma Roche.
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Die Bestimmung der Triglyzeride erfolgte mit dem enzymatischen Farbtest der Firma
Boehringer (Triglyzeride GPO-PAP Best. Nr. 701912). Die photometrische Messung
wurde mit dem Gerit Lange LP 700 der Firma Roche durchgefiihrt.

Die Konzentrationsangabe der fettloslichen Substanzen a-Tocopherol, y-Tocopherol und
Coenzym Qo sowie Malondialdehyd wurde auf die Konzentration der totalen neutralen
Lipide (TNL) bezogen, welche sich folgendermallen ermittelt:

Cholesterin [mg/dL] + Triglyzeride [mg/dL] = Totale neutrale Lipide (TNL) [mg/dL] x
100 = TNL [pg/L]

2.2.13 Enzymimmunoassay zur Bestimmung von Antikorpern gegen oxidiertes LDL im

Serum

Zur Bestimmung der Antikorper gegen oxidiertes LDL wurde ein Enzymimmunoassay-Kit
der Firma Biomedica (Kat. Nr. BI-20032) angewendet. Die photometrische Messung
erfolgte mit dem ELISA-Plattenphotometer der Firma Dynatech, Modell MR 5000.

Testprinzip:

Cu”* oxidiertes Low Density Lipoprotein (LDL) ist als Antigen auf Mikrotiterstreifen
beschichtet. In der vorverdiinnten Probe vorhandene Antikorper binden spezifisch an das
Antigen. Nach einem Waschschritt wird die Menge an gebundenem humanen IgG
bestimmt. Hierzu wird ein mit Peroxidase konjugierter anti-human IgG Antikorper
eingesetzt. Nach einem weiteren Waschschritt wird Tetramethylbenzidin (TMB) als nicht
toxisches Substrat zugegeben. Die im ELISA-Photometer messbare Farbentwicklung ist

direkt proportional der Konzentration an Antikorpern in der Probe.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogrammes STATISTICA 6.0
durchgefiihrt. Nach dem Mann-Whitney-U-Test fiir nichtparametrische Verfahren wurden
Unterschiede zwischen den einzelnen Probandengruppen ermittelt. Zum Vergleich der

gemessen und gerechneten TRAP-Konzentration wurde der Wilcoxon-Test fiir gepaarte
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Stichproben verwendet. Zur Korrelation der einzelnen Parameter untereinander wurden
Spearman’s Rangkorrelationen bestimmt, dabei wurden alle Probanden (Gesamtkollektiv)
betrachtet, die Kontrollgruppe alleine und die zusammengefassten Gruppen der
Nierenpatienten (Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz mit und ohne
Peritonealdialyse). Als signifikant wurden p-Werte < 0,05 erachtet. Zur zusétzlichen
graphischen Darstellung der signifikanten Korrelationen wurde die lineare Darstellung
gewihlt, die in den Abbildungen wiedergegeben R-Werte und das p-Niveau beziehen sich

jedoch auf die nach Spearman’s Rangkorrelationen berechneten Werte.

Durchgefiihrte Korrelationen nach Spearman:
Endothelabhéngige und nicht-endothelabhéingige Dilatation mit allen
laborchemischen Parametern
Malondialdehyd, Carbonylgruppen, oxidierte-LDL-Antikorper und Cholesterin mit

den restlichen laborchemischen Parametern



3. Ergebnisse

3.1.

Ergebnisse der Endothelfunktionsanalysen
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Die Ergebnisse der Messungen der Intima-Media-Dicke der A. carotis interna und die der

endothelabhingige Vasodilatation (EAD) und nicht-endothelabhéngige Vasodilatation

(NEAD) bei den verschieden Probandengruppen sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Ergebnisse der Endothelfunktionsanalysen bei den verschiedenen Probandengruppen

n | Intima-Media- Gefal3- Endothelabhingige Nicht-

Probandengruppe Dicke IMD) | durchmesser | Dilatation (EAD) | endothelabhingige

[mm] in Ruhe [Anderung in %] Dilatation (NEAD)

[mm] [Anderung in %]

Kontrollen (Kontr) 11 0,38 (0,3-0,48) | 5,6 (2,6-8,3) 8,7 (1,3-16,0) 18,4 (8,8-34,7)
Ventrikelseptumdefekt | 5 |0,39 (0,38-0,43) | 4,3 (2,5-5,4) 4,8 (3,5-11,2) 20,8 (5,5-24,3)
Fallot’sche Tetralogie |10 |0,43(0,38-0,48)| 3,3(2,6-5,4) 6,4 (0-11,0) 29,0 (6,1-35,1)
Transposition der gr. 16 | 0,43 (0,3-0,53) 4,3 (2,2-7,3) 7,5 (0-18,4) 18,5 (9,4-33,2)
Arterien
Z.n. Fontan-Operation | 12 | 0,43 (0,38-0,53) | 3,4 (2,6-5,0) 4,6 (1,1-16,2) 25,8 (10,6-38,8)
Niereninsuffizienz 8 10,43(0,34-0,49)| 6,0 (2,7-9,6) 6,7 (1,1-12,4) 17,1 (7,6-36,2)
Peritonealdialyse 1 0,42 7,5 0,93 1,0
Median (Bereich)

Die Dicke der Intima-Media der A. carotis interna unterschied sich in keiner der einzelnen

Patientengruppen signifikant von der Kontrollgruppe. Auch beziiglich der EAD und

NEAD zeigten die einzelnen Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede gegeniiber

der Kontrollgruppe.
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3.2.  Ergebnisse der laborchemischen Messungen im Blut

3.2.1 Malondialdehydkonzentration im Plasma

Die Konzentration von Malondialdehyd im Plasma bei den verschiedenen
Probandengruppen ist in Abb. 3.1 und Abb. 3.2 dargestellt. Die
Malondialdehydkonzentration war bei den Patienten unter Peritonealdialyse (Median 0,79
umol/L, p < 0,005) signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (Median 0,38 umol/L).
Bezogen auf die Konzentration der totalen neutralen Lipide (=TNL; Cholesterin +
Triglyzeride) war Malondialdehyd bei den Patienten nach Fontan-Operation (Median 0,24
umol/pug TNL; p < 0,05) und bei den Patienten unter Peritonealdialyse (Median 0,26
umol/pug TNL; p < 0,05) signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe (Median 0,12 pmol/pg
TNL) erhoht.
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Abb. 3.1: Malondialdehydkonzentration im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau
gegeniiber der Kontrollgruppe).
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Abb. 3.2: Malondialdehydkonzentration im Plasma bezogen auf die totalen neutralen Lipide (TNL) bei den
verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).
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3.2.2 Carbonylgruppengehalt der Proteine im Plasma

In Abb. 3.3 ist der Carbonylgruppengehalt der Proteine im Plasma bei den verschiedenen
Probandengruppen dargestellt. Der Carbonylgruppengehalt war bei den Patienten unter
Peritonealdialyse (Median 0,173 pmol/l; p = 0,005) gegeniiber der Kontrollgruppe (Median
0,121 pmol/l) erhoht.
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Abb 3.3: Carbonylgruppengehalt der Proteine im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-
Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).
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3.2.3 Radikalresistenz der Erythrozyten

Die Radikalresistenz der Erythrozyten bei den verschiedenen Probandengruppen ist in
Abb. 3.4 wiedergegeben. Die Radikalresistenz der Erythrozyten war bei den Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz (Median 83,5 min; p < 0,05) und den Patienten unter
Peritonealdialyse (Median 81,0 min; p < 0,05) gegeniiber der Kontrollgruppe (Median 95,0
min) vermindert. In den einzelnen Gruppen der Patienten mit korrigierten Herzfehlern

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Radikalresistenz der Erythrozyten zur

Kontrollgruppe.
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Abb 3.4: Radikalresistenz der Erythrozyten bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau
gegeniiber der Kontrollgruppe).



58

3.2.4 Konzentration der Tocopherole im Plasma

Die a-Tocopherol-Konzentration bezogen auf die Konzentration der totalen neutralen
Lipide (=TNL; Cholesterin + Triglyzeride) bei den einzelnen Probandengruppen ist in
Abb. 3.5 dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der

Kontrollgruppe und den einzelnen Patientengruppen.

18 \J \J \J \J \J \J \J \J \J
16 P <
— 14p — <
—
: I
H
g 12 p <
=
o
g
a‘ 10p L
§ O m|
2
§-4 S P o r
o [m}
F.‘ [m]
g op L
[
=
4 p <
2p cam— 9
— O Median
0 o o o o o o o o R 25%-75%
Min-Max
Kontr VSD FT TGA FON CNI PD

Abb. 3.5: a-Tocopherol-Konzentration im Plasma bezogen auf die totalen neutralen Lipide (TNL)
bei den verschiedenen Probandengruppen.
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Die y-Tocopherol-Konzentration bezogen auf die Konzentration der totalen neutralen

Lipide (TNL) unterschied sich in den einzelnen Patientengruppen nicht signifikant von der

Kontrollgruppe.
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Abb. 3.6: y-Tocopherol-Konzentration im Plasma bezogen auf die totalen neutralen Lipide (TNL)
bei den verschiedenen Probandengruppen.
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3.2.5 Coenzym Q;o-Konzentration im Plasma

In Abb. 3.7 ist die Konzentration des Gesamtcoenzym Q;o bezogen auf die totalen
neutralen Lipide (=TNL; Cholesterin + Triglyzeride) bei den verschiedenen
Probandengruppen dargestellt. Bei den Patienten nach Fontan-Operation (Median 0,50
umol/pug TNL, p < 0,05) war das Gesamtcoenzym Qo gegeniiber der Kontrollgruppe
(Median 0,37 umol/pug TNL) erhoht.
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Abb. 3.7: Coenzym Q,p-Gesamtkonzentration im Plasma bezogen auf die totalen neutralen Lipide (TNL) bei
den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).
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Der Anteil an reduziertem Coenzym Qo am Gesamtcoenzym Qo war bei den Patienten
unter Peritonealdialyse (Median 90,0 %, p < 0,001) und bei den Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz (Median 91,5 %, p < 0,001) signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe
erniedrigt. Bei den einzelnen Gruppen der Patienten mit korrigierten Herzfehlern fanden

sich keine signifikanten Unterschiede im reduzierten Coenzym Qo zur Kontrollgruppe.
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Abb. 3.8: Anteil an reduziertem Coenzym Q;qin % der Coenzym Q;o-Gesamtkonzentration im Plasma bei
den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).



3.2.6 Konzentration der Sulfydrylgruppen im Plasma
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Die Konzentration der Sulfhydrylgruppen (SH-Gruppen) im Plasma bei den verschiedenen

Probandengruppen ist in Abb. 3.9 dargestellt. Bei den Patienten unter Peritonealdialyse

(Median = 329 pmol/L, p <0,001) und bei den Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz (Median =411 umol/L; p < 0,001) waren die SH-Gruppen

hochsignifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Median = 533 umol/L). Bei den

einzelnen Gruppen der Patienten mit korrigierten Herzfehlern unterschied sich die

Konzentration der SH-Gruppen nicht signifikant von denen der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.9: Konzentration der Sulfydrylgruppen im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-

Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).
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3.2.7 Harnsidurekonzentration im Plasma

Die Harnsdurekonzentrationen bei den verschiedenen Probandengruppen ist in Abb. 3.10

dargestellt.
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Abb. 3.10: Harnsdurekonzentration im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau
gegeniiber der Kontrollgruppe).

Bei der Kontrollgruppe (Median 4,1 mg/dL), den Patienten nach Fontan-Operation
(Median 4,8 mg/dL ), den Patienten mit Fallot scher Tetralogie (Median 4,8 mg/dL), den
Patienten mit Ventrikelseptumdefekt (Median 5,65 mg/dL) und den Patienten mit
Transposition der grolen Arterien (Median 5,3 mg/dL) lagen die Mediane der
Harnsdurekonzentrationen im Normbereich (1,9 — 5,9 mg/dl; Lentze 2001) Gegeniiber der
Kontrollgruppe zeigten sich signifikant erhohte Harnsdurekonzentration bei der Gruppe der
Patienten mit Ventrikelseptumdefekt (p < 0,05), der Gruppe der Patienten mit Fallot scher
Tetralogie (p < 0,05) und der Gruppe der Patienten mit Transposition der groen Arterien

(p < 0,05). Uber dem Normbereich liegende Mediane der Harnsiurekonzentrationen
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fanden sich bei den Patienten unter Peritonealdialyse (Median 6,6 mg/dl; p < 0,01) und bei
den Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (Median 7,9 mg/dl; p < 0,001) mit

entsprechend signifikant erhohten Konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe.

3.2.8 Vitamin C-Konzentration im Plasma

Die Abb. 3.11 zeigt, nach Probandengruppen geordnet, die Vitamin C-Konzentrationen im

Plasma, die gerade unter oder im Normbereich (30-100 pmol/L) lagen. Es ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den einzelnen

Patientengruppen.
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Abb. 3.11: Vitamin C-Konzentration im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen.



3.2.9 TRAP-Konzentration im Plasma

In Abb. 3.12 sind die gemessenen und die berechneten TRAP-Konzentrationen bei den

verschiedenen Probandengruppen dargestellt. Die gemessene TRAP-Konzentration

korrelierte mit der berechneten TRAP-Konzentration (p < 0,0001). Es ergaben sich in der
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direkten Messung gegeniiber der berechneten Bestimmung bei allen Gruppen leicht hthere

Konzentrationen. Die gemessene TRAP-Konzentration war bei den folgenden drei

Patientengruppen deutlich hoher als bei der Kontrollgruppe (Median = 673 umol/L):

Patienten mit Fallot scher Tetralogie (Median = 767 pmol/L, p < 0,05), Patienten mit

chronischen Niereninsuffizienz (Median = 941 pmol/L, p < 0,01) und Patienten unter

Peritonealdialyse (Median = 924 umol/L, p < 0,001).
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Abb. 3.12: Gemessene und berechnete TRAP-Konzentration im Plasma bei den verschiedenen
Probandengruppen (* = p-Niveau gegeniiber der Kontrollgruppe).




3.2.10 Homocysteinkonzentration im Plasma
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In der Abb. 3.13 wird die Konzentration von Homocystein bei den verschiedenen

Probandengruppen dargestellt. Die Homocysteinkonzentration der Kontrollgruppe (Median

5,7 pmol/l) und aller Patientengruppen mit korrigierten Herzfehlern lagen im Normbereich.

Die Homocysteinkonzentration bei den Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne

Dialyse (Median 14,75 umol/l; p < 0,001) und unter Peritonealdialyse (Median 11,0

umol/l; p < 0,001) lag tiber dem Normbereich und war signifikant gegeniiber der

Kontrollgruppe erhoht. Signifikante Erhohungen gegeniiber der Kontrollgruppe zeigten

ebenfalls die Patienten mit Ventrikelseptumdefekt (Median 8,25 pmol/l; p < 0,05) und die

Patienten mit Transposition der grolen Arterien (Median 8,05 umol/l; p <0,01).
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Abb. 3.13: Homocysteinkonzentration im Plasma bei den verschieden Probandengruppen (* = p-Niveau

gegeniiber der Kontrollgruppe).
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3.2.11 Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma

Die Abb. 3.14 gibt die Gesamtcholesterinkonzentration bei den verschiedenen
Probandengruppen wieder. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Patientengruppen und der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.15: Cholesterinkonzentration im Plasma bei den verschieden Probandengruppen.
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3.2.12 Triglyzeridkonzentration im Plasma

In Abb. 3.15 sind die Triglyzeridkonzentrationen bei den verschiedenen Probandengruppen
dargestellt. Bei den Patienten unter Peritonealdialyse (Median 230 mg/dl) war die
Triglyzeridkonzentration gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (Median 114 mg/dl, p <
0,05).
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Abb. 3.15: Triglyzeridkonzentration im Plasma bei den verschiedenen Probandengruppen (* = p-Niveau
gegeniiber der Kontrollgruppe).
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3.2.13 Antikorper gegen oxidiertes LDL im Serum

In Abb. 3.16 sind die Konzentrationen der Antikorper gegen oxidiertes LDL bei den
verschiedenen Probandengruppen dargestellt. Es ergaben sich bei keiner Patientengruppe
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. Eine Bestimmung von Antikérpern gegen
oxidiertes LDL hat bei den Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CNI) und bei den

Patienten unter Peritonealdialyse (PD) nicht stattfinden konnen.
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Abb. 3.16: Konzentration der Antikorper gegen oxidiertes LDL (ox-LDL-AK) im Serum bei den
verschiedenen Probandengruppen.
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3.3 Korrelationen zwischen den Parametern der Endothelfunktion und den

laborchemischen Parametern

3.3.1 Korrelationen fiir alle Probanden

Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick iiber die signifikanten Korrelationen (p < 0,05) zwischen
den funktionellen Gefda3parametern EAD und NEAD und allen laborchemischen
Parametern fiir die Probanden, bei denen sowohl Gefid3parameter als auch laborchemische
Parameter bestimmt wurden (n = 65). Im folgenden werden die signifikanten
Zusammenhinge zwischen den einzelnen Parametern erldutert und gegebenenfalls

zusitzlich graphisch dargestellt.

Tab. 3.2: Signifikante Korrelationen (p < 0,05) zwischen den Parametern der Endothelfunktion und den
laborchemischen Parametern fiir alle Probanden (n = 65)

Korrelationen Spearman R p-Niveau
EAD & NEAD 0,30 0,01
NEAD & GefiRdurchmesser -0,57 <0,0001
NEAD & Homocystein -0,45 < 0,001
NEAD & TRAP -0,30 0,01
NEAD & y-Tocopherol/Lipid -0,25 <0,05
NEAD & Vitamin C 0,30 < 0,05
NEAD & Q;qreduziert 0,26 < 0,05

fett: im folgenden als Grafik dargestellt
EAD = endothelabhiingige Dilatation; NEAD = nicht-endothelabhiingige Dilatation

EAD und NEAD zeigten einen positiven Zusammenhang, wihrend der Gefa3durchmesser
negativ mit der NEAD korrelierte. Der Anteil an reduziertem Coenzym Qo am
Gesamtcoenzym Q;pund die Vitamin C-Konzentration im Plasma korrelierten positiv mit
der nicht-endothelabhingigen Endothelfunktion (NEAD). Eine negative Korrelation fand
sich zwischen der nicht-endothelabhingige Dilatation (NEAD) und der
Homocysteinkonzentration im Plasma, zusitzlich der Konzentrationen von TRAP sowie
der y-Tocopherolkonzentration/Lipid. Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der endothelabhédngigen Vasodilatation (EAD) und den gemessenen

laborchemischen Parametern.
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Abb. 3.17: Zusammenhang zwischen der endothelabhiingigen Vasodilatation (EAD) und der nicht-
endothelabhidngigen Vasodilatation (NEAD) fiir allen Probanden.
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Abb. 3.18: Zusammenhang zwischen der Homocysteinkonzentration im Plasma und der nicht-
endothelabhidngigen Vasodilatation (NEAD) fiir alle Probanden.
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Abb. 3.19: Zusammenhang zwischen dem Total-radical-antioxdant-Parameter (TRAP) im Plasma
und der nicht-endothelabhédngigen Vasodilatation (NEAD) fiir alle Probanden.
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Abb. 3.20: Zusammenhang zwischen dem Anteil an reduziertem Coenzym Qo am Gesamtcoenzym Qo im
Plasma und der nicht-endothelabhéngigen Vasodilatation (NEAD) fiir alle Probanden.



75

45 v v v g g g v

nicht-endothelabhingige Dilatation (NEAD) [%]

Sk ¢ Vitamin C & NEAD 1
R=030 p<0,05

ok * )

5 s s s s s s s

-20 0 20 40 60 80 100 120 140

Vitamin C [mg/dL]

Abb. 3.21: Zusammenhang zwischen der Vitamin C-Konzentration im Plasma und der nicht-
endothelabhidngigen Vasodilatation (NEAD) fiir alle Probanden.
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Die laborchemischen Parameter, die als Produkte des stattgehabten oxidativen Stress
angesehen werden konnen, sogenannte prooxidative Marker (Malondialdehyd,
Carbonylgruppen und Antikorper gegen oxidiertes LDL), sowie Homocystein und
Cholesterin (atherogene Risikofaktoren) wurden mit den iibrigen laborchemischen

Parametern korreliert. Die signifikanten Zusammenhénge sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Tab. 3.3: Signifikante Korrelationen (p<0,05) zwischen den prooxidativen Markern sowie atherogenen
Risiskofaktoren und den iibrigen laborchemischen Parametern fiir alle Probanden (n = 86).

Korrelationen Spearman R p-Niveau
MDA & Radikalresistenz der Erythrozyten -0,23 < 0,05
MDA & Q;y reduziert -0,34 0,001
MDA & SH-Gruppen -0,29 <0,01
MDA & Homocystein 0,21 <0,05
MDA & Cholesterin 0,30 <0,01
Carbonylgruppen & Qo reduziert -0,31 < 0,01
Carbonylgruppen & SH-Gruppen -0,34 < 0,001
Carbonylgruppen & TRAP 0,37 < 0,001
Carbonylgruppen & Cholesterin 0,29 < 0,01
Carbonylgruppen & Triglyzeride 0,28 < 0,01
Homocystein & a-Tocopherol/Lipid -0,21 < 0,05
Homocystein & Qo reduziert -0,50 < 0,001
Homocystein & SH-Gruppen -0,21 < 0,05
Homocystein & Radikalresistenz Erythrozyten -0,26 0,01
Homocystein & TRAP 0,42 < 0,001
Homocystein & Harnsédure 0,52 < 0,001
Homocystein & Triglyzeride 0,22 < 0,05
Homocystein & Cholesterin 0,33 0,001
Cholesterin & SH-Gruppen -0,27 0,01
Cholesterin & a-Tocopherol/Lipid -0,38 <0,0001
Cholesterin & y-Tocopherol/Lipid -0,30 <0,01
Cholesterin & TRAP 0,29 <0,01
Cholesterin & Harnsdure 0,24 <0,05
Cholesterin & Triglyzeride 0,46 <0,0001

fett: im folgenden als Grafik dargestellt
MDA= Malondialdehyd, SH-Gruppen=Sulfhydrylgruppen, TRAP=Total Radical-trapping Antioxidant Parameter
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Die Malondialdehydkonzentration im Plasma korrelierte negativ mit der Radikalresistenz
der Erythrozyten, dem Anteil des reduzierten Coenzym Q,( sowie der Konzentration von
SH-Gruppen im Plasma. Eine positive Korrelation fand sich zwischen den
Konzentrationen von Gesamtcholesterin und Homocystein mit der

Malondialdehydkonzentration im Plasma.
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Abb. 3.22: Zusammenhang zwischen dem Malondialdehydkonzentration (MDA) im Plasma und
der Radikalresistenz der Erythrozyten bei allen Probanden.
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Abb. 3.23: Zusammenhang zwischen der Malondialdehydkonzentration (MDA) im Plasma und dem
Anteil von reduziertem Coenzym Q19 am Gesamtcoenzym Q1o im Plasma bei allen Probanden.
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Der Carbonylgruppengehalt der Proteine korrelierte negativ mit der Konzentration von SH-
Gruppen und dem reduzierten Coenzym Q. Ein positiver Zusammenhang wurde

zwischen dem Carbonylgruppengehalt der Proteine und den Konzentrationen von TRAP,

Gesamtcholesterin und Triglyzeriden gefunden.
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Abb. 3.24: Zusammenhang zwischen dem Carbonylgruppengehalt der Proteine im Plasma und dem Total
Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP) im Plasma fiir alle Probanden.
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Es ergab sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Konzentration von Homocystein

und den Konzentrationen von Harnsidure, TRAP und Triglyzeriden im Plasma. Es fand sich

eine negative Korrelation zwischen der Homocysteinkonzentration und den

Konzentrationen von a-Tocopherol/Lipid und Sulfhydrylgruppen sowie dem Anteil an

reduziertem Coenzym Q;o am Gesamtcoenzym Q.
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Abb. 3.25: Zusammenhang zwischen der Homocysteinkonzentration im Plasma und dem Total-radical-

trapping-antioxidant-Parameter (TRAP) im Plasma fiir alle Probanden.
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Abb. 3.26: Zusammenhang zwischen der Homocysteinkonzentration im Plasma und dem
reduzierten Coenzym Qo im Plasma bei allen Probanden.
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Abb. 3.27: Zusammenhang der Homocysteinkonzentration im Plasma und der Radikalresistenz der
Erythrozyten fiir alle Probanden.

Die Gesamtcholesterinkonzentration korrelierte negativ mit den Konzentrationen von SH-
Gruppen, a-Tocopherol/Lipid und y-Tocopherol/Lipid und korrelierte positiv mit den

Konzentrationen von Harnsdure, TRAP und Triglyzeriden im Plasma.

Es fanden sich keine signifikanten Zusammenhinge von Antikdrpern gegen oxidiertes
LDL im Serum zu den Parametern der Endothelfunktion oder anderen laborchemischen

Parametern.

28
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3.3.2 Korrelationen fiir die Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe (n =13) fanden sich signifikante Korrelationen zwischen den
funktionellen Gefid3parametern und den laborchemischen Parametern sowie zwischen den
laborchemischen Parametern untereinander, diese sind in Tabelle 3.4 dargestellt.
Zusitzlich zu einer positiven Korrelation zwischen der Harnsdurekonzentration und
Homocysteinkonzentration, die sich auch fiir alle Probanden fand, korrelierte die
endothelabhédngige Dilatation mit der Konzentration von y-Tocopherol/Lipid. Der Titer der
Antikorper gegen oxidiertes LDL korrelierte positiv mit den Konzentrationen von

Gesamtcholesterin und y-Tocopherol/Lipid.

Tab. 3.4: Signifikante Korrelationen (p<0,05) in der Kontrollgruppe (n = 13)

Korrelationen Spearman R p-Niveau
EAD & y-Tocopherol/Lipid 0,64 < 0,05
Homocystein & Harnsdure 0,59 < 0,05
oxLDL-Antikorper & Cholesterin 0,71 <0,05
oxLDL-Antikorper & y-Tocopherol/Lipid 0,66 <0,05

Kursiv: Korrelationen die sich auch fiir alle Probanden fanden

3.3.3 Korrelationen fiir die Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne und mit

Peritonealdialyse

In der Gruppe der Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz bei denen die
Endothelfunktion gemessen wurde (n =8), fanden sich signifikante Korrelationen zwischen
den funktionellen Gefda3parametern und den biochemischen Parametern, die in Tabelle 3.5
dargestellt sind. Die endothelabhiingige Endothelfunktion (EAD) korrelierte negativ mit
der Cholesterinkonzentration und der TRAP-Konzentration. Die nicht-endothelabhédngige
Endothelfunktion (NEAD) korrelierte negativ mit der TRAP-Konzentration und dem

Gehalt an y-Tocopherol/Lipid.
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Tab. 3.5: Signifikante Korrelationen (p<0,05) zwischen den Parametern der Endothelfunktion und
den laborchemischen Parametern bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (n = 8).

Korrelationen Spearman R p-Niveau
EAD & TRAP -0,78 <0,05
EAD & Cholesterin -0,73 <0,05
NEAD & TRAP -0,73 <0,05
NEAD & y-Tocopherol/Lipid -0,80 <0,05
fett: im folgenden als Grafik dargestellt
EAD = endothelabhinigige Dilatation; NEAD = nicht-endothelabhinigige Dilatation
14 v v v v v v
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Abb. 3.28: Zusammenhang von Cholesteringehalt im Plasma und endothelabhingiger Dilatation bei

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz.

In beiden Nierenpatientengruppen (Chronische Niereninsuffizienz und Peritonealdialyse; n

= 23) wurden die biochemischen Parameter untereinander korreliert, die signifikanten

Korrelation sind in Tabelle 3.6 wiedergegeben. Es zeigten sich positive Korrelationen

zwischen Malondialdehyd und Carbonylgruppen, Cholesterin und TRAP, Cholesterin und



Triglyzeriden, sowie negative Korrelationen von Carbonylgruppen und SH-Gruppen,

Cholesterin und Gesamt Q;o/Lipid.

Tab. 3.6: Signifikante Korrelationen (p<0,05) zwischen den laborchemischen Parametern, die sich bei
Patienten Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne und mit Peritonealdialyse (n = 23) fanden.

Korrelationen Spearman R p-Niveau
Carbonylgruppen & SH-Gruppen -0,43 <0,05
Carbonylgruppen & MDA 0,43 <0,05
Cholesterin & Gesamt Q;o/Lipid -0,49 <0,05
Cholesterin & TRAP 0,47 <0,05
Cholesterin & Triglyzeride 0,45 <0,05

Kursiv: Korrelationen, die sich auch fiir alle Probanden fanden
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4. Diskussion

Es wurden die Parameter der Endothelfunktion auf nicht-invasive Weise mittels
Ultrasonographie sowie verschiedene laborchemische Parameter des pro- und
antioxidativen Gleichgewichts im Blut bei Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz und
bei Kindern mit operierten angeborenen Herzfehlern untersucht. Aufgrund verschiedener
Studien und klinischer Erfahrung wird bei diesen Patienten ein erhohtes
Arterioskleroserisiko postuliert. In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, einen
ursidchlichen Zusammenhang zwischen der endothelialen Dysfunktion, als dem ersten
Schritt der Arterioskleroseentwicklung, und einem durch vermehrten oxidativen Stress

gestorten Gleichgewicht von pro- und antioxidativen Substanzen im Blut herzustellen.

4.1.  Allgemeine Zusammenhinge zwischen Parametern der Endothelfunktion und den

verschiedenen laborchemischen Parametern im Blut

Eine Hyperhomocysteindmie gilt als unabhédngiger kardiovaskulédrer Risikofaktor (Clarke
et al. 1991). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen
einer Hyperhomocysteindmie und der endothelialen Dysfunktion mit verminderter
endothelabhédngiger Dilatation (EAD) gibt (Chambers et al. 1999, Woo et al. 1997). Einen
solchen Zusammenhang konnten wir in der vorliegenden Studie nicht feststellen. Hingegen
fanden wir eine negative Korrelation zwischen der nicht-endothelabhiingigen Dilatation
(NEAD) und dem Plasmahomocysteinspiegel, was letztlich auf eine Zunahme der Toleranz
der glatten Muskelzellen gegeniiber Nitroglycerin mit steigender

Plasmahomocysteinkonzentration hinweist.

Als Schliisselreaktion der Nitroglycerinwirkung gilt die Aktivivierung der
Guanylatcyclase, welche, vermittelt durch cGMP, zur Phosphorylierung von Proteinen und
nachfolgend zu einem erhohten intrazelluldren Calciumgehalt fiithrt und auf diese Weise
letztlich die Vasorelaxation der glatten Muskelzellen bewirkt. Fiir die Zunahme der
Toleranz gegeniiber Nitrat unter langdauernder Therapie mit Nitraten wiederum wird eine
herabgesetzte NO-Bioaktivitit mit Endorganresistenz und neurohormonaler
Gegenregulationen ins Feld gefiihrt (Gori und Parker 2002). Nach diesen Autoren konnte
auch eine vermehrte Superoxidanionen-Produktion fiir eine erhohte Nitrat-Toleranz und

verminderte NEAD von entscheidender Bedeutung sein.
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Fu et al. (2002) konnten im Tiermodell einen Zusammenhang zwischen Homocystein und
NO aufzeigen, insofern, als bei erhohten Homocystein-Spiegeln sowohl die Bioaktivitit
des am Endothel gebildeten NO als auch die von extern zugefiihrtem NO, zum Beispiel
durch Nitroglycerin, einschrinkt und dadurch die nicht-endothelabhéngige Vasodilatation
(NEAD) vermindert ist. Somit kénnte durchaus die Inaktivierung von NO durch
Homocystein als Erkldrung fiir den in der vorliegenden Studie gefundenen negativen
Zusammenhang zwischen Homocystein und NEAD angefiihrt werden. Miinzel et al.
(1995) demonstrierten eine Assoziation der erhohten Nitrat-Toleranz mit einer erhdhten
Produktion von Superoxidanionen (O, ), welche Ausdruck von vermehrtem oxidativem
Stress ist. AuBerdem konnten diese Autoren zeigen, dass es bei einer Steigerung der Nitrat-
Toleranz zu einer Inhibition der NO-vermittelten Vasodilatation kommt, sowohl das
endogene als auch das exogene NO betreffend. Die Nitrat-Toleranz wird nach Laursen et
al. (1996) nicht auf eine verminderte Biokonversion von Nitroglycerin zu NO, sondern auf
eine verminderte NO-Bioaktivitit zuriickgefiihrt. Sie konnten ebenfalls zeigen, dass ein
Anstieg der Nitrat-Toleranz nicht nur mit einer verminderten NEAD, sondern auch mit
einer verminderten endothelabhéngigen Dilatation (EAD) einhergeht. Somit scheint,
zumindest nach diesen Autoren, auch die Nitrat-Toleranz mit einer verminderten
Bioaktivitit von endogenem NO assoziiert zu sein. Warum wir allerdings in unserer
Untersuchung diesen Zusammenhang nicht fanden, muss offen bleiben. Warnholtz et al
(2004) schreiben sogar der Nitrat-Therapie eine entscheidende Rolle an der Entstehung der

endothelialen Dysfunktion zu.

Offenbar ldsst sich ein Zusammenhang zwischen einer Einschrinkung der EAD und einer
Hyperhomocysteindmie nicht konstant reproduzieren, denn es gelang nicht nur uns sondern
auch anderen Autoren (Hanratty et al. 1998) nicht. Moglicherweise besteht eine
Altersabhingigkeit fiir dieses Phinomen. So konnten Chao et al. (2000) zeigen, dass bei
jungen Erwachsenen die normale EAD wihrend einer Methionin-induzierten
Hyperhomocysteindmie erhalten blieb, wihrend sie sich bei édlteren Personen vermindert
darstellte. Dass sich bei unserem pédiatrischen Kollektiv kein Zusammenhang von
Hyperhomocysteinimie und verminderter EAD fand, konnte demnach in der
Altersabhidngigkeit begriindet sein. Dass allerdings das Alter allein fiir die diskrepanten

Ergebnisse verantwortlich sein soll, erscheint eher unwahrscheinlich.
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Die genauen Mechanismen, wie Homocystein in den molekularen Metabolismus am
Endothel eingreift, ist nicht eindeutig geklart. Die Hypothese, dass Homocystein seine
atherogenen Eigenschaften iiber oxidativen Stress vermittelt, ist viel diskutiert. Dass eine
Vitamin C-Prophylaxe zwar nicht die Homocysteinkonzentration im Blut senkt, jedoch die
endothelabhéngige Dilatation verbessert (Chambers et al. 1999) unterstiitzt diese
Hypothese. Danach wird der negative Effekt des Homocysteins durch oxidativen Stress
vermittelt und kann durch Erhohung der antioxidativen Abwehr abgeschwicht werden. Ob
in diesem Fall das Homocystein der Mediator des oxidativen Stress ist, bleibt fraglich. Vor
allem in vitro durchgefiihrte Studien, in denen oftmals supraphysiologische
Homocysteinkonzentrationen verwendet wurden und bei denen die in vivo antioxidativen
Abwehrsysteme nicht vorhanden sind, unterstiitzen die Hypothese des oxidativen Stress —
fiir den Homocystein-vermittelten Pathomechanismus am Endothel (Jacobsen 2000). Auch
in Tiermodellen wurde dies nachgewiesen (Fischer et al. 2003). Hingegen konnten Blom et
al. (1995) bei Patienten mit Homocysteinurie eine positive Korrelation zwischen der
Homocysteinkonzentration im Blut und der Lipidperoxidation (TBARS-Methode), einem
anderen Marker fiir oxidativen Stress, nicht finden. Auch Chao et al. (2000) zeigten, dass
die (Methionin-induzierte) Hyperhomocysteindmie durch eine reduzierte
Stickstoffmonoxid (NO)-Wirkung vermittelt wird und nicht mit Veridnderungen im
oxidativen Status (mit P-Selectin als Marker) einhergeht. Als weitere Effekte, liber die
Homocystein eine vaskulidre Schidigung vermittelt, werden unter anderem die
Proliferation glatter Muskelzellen, und eine erhohte Thromboxan A,-Freisetzung und

Thrombozytenaktivierung postuliert (Bagi et al. 2001).

In der vorliegenden Studie fanden sich bei hohen Homocysteinkonzentrationen sowohl
eine hohe Malondialdehydkonzentration als Marker fiir stattgefundenen oxidativen Stress,
als auch erniedrigte Spiegel verschiedener Antioxidantien (a-Tocopherol/Lipid, SH-
Gruppen, reduziertes Coenzym Qo) und eine verminderte Radikalresistenz der
Erythrocyten, also eine Imbalance im pro/antioxidantiven Gleichgewicht. Ob nun der
Zusammenhang zwischen Hyperhomocysteindmie und oxidativem Stress ursidchlicher
Natur ist oder ob es sich hierbei um parallel zu beobachtende Phinomene handelt, ldsst
sich auch in diesem Teil der Studie nicht beurteilen. Probanden mit einer
Hyperhomocysteindmie stammten in erster Linie aus der Gruppe von Patienten unter

Peritonealdialyse, bei denen aufgrund der Urdmie etliche weitere Verursacher von
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oxidativem Stress vorliegen konnen (Suliman et al. 2005). Die Frage bleibt offen: Ist

Homocystein Marker oder Mediator von endothelialer Dysfunktion?

In verschiedene Studien wurde untersucht, ob eine Substitution von Folsdure (Cosubstrat
der Remethylierung von Homocystein) einen positiven Effekt auf die endotheliale
Funktion hat. Durch Folsidure lie} sich bei urdmischen Patienten zwar die
Homocysteinkonzentration reduzieren ohne dass jedoch ihre komplette Normalisierung
erreicht wurde. (Thambyrajah et al. 2000). Weder Thambyrajah et al. (2000) noch Bennett-
Richards et al. (2002) konnten eine direkte Verbesserung der endothelialen Dilatation
durch Folsduresubstitution nachweisen. Gori et al. (2001) dagegen fanden, dass eine
Prophylaxe mit Folsdure einer endothelialen Dysfunktion vorbeugen kann und eine
Erhohung der Nitrat-Toleranz unter kontinuierlicher transdermaler Nitratgabe verhindert.
Stanger et al. (2002) zeigten, dass es bei Patienten mit manifester koronarer Herzkrankheit
nach Folsiuresubstitution im Mittel zu einer Reduktion des Homocysteins um 21% kam.
Zudem war eine deutliche Verbesserung der Gefdfreagibilitit nachweisbar bei denjenigen

Patienten, die eine Reduktion des Homocysteinspiegels um mehr als 2 uM aufwiesen.

Die Antioxidantien Vitamin C und reduziertes Coenzym Q¢ korrelierten positiv mit der
nicht-endothelabhéngige Vasodilatation (NEAD). Dass Vitamin C eine protektive Wirkung
am Endothel besitzt und eine verminderte NEAD unter Therapie mit Vitamin C reversibel
ist, wurde mehrfach beschrieben (Chambers et al. 1999). Im Tiermodell konnte bei
chronischer Nitrat-Behandlung durch eine Vitamin C-Prophylaxe eine verbesserte
Nitroglycerin-vermittelte Dilatation und eine Reduzierung des am Endothel gebildeten
Superoxidanions erreicht werden (Miilsch et al. 2001). Es stellt sich die Frage, warum in
dem hier untersuchten Kollektiv der positive Effekt des Vitamin C auf die NEAD, nicht

aber auf die EAD zu finden war.

In der Literatur ist weit verbreitet, dass die nicht-endothelabhingige Dilatation (NEAD) im
Gegensatz zur endothelabhidngigen Dilatation (EAD) bei sehr frither Endothelschidigung
nicht vermindert ist. Allenfalls wurde eine leichte, nicht signifikante Verminderung der
NEAD beobachtet. Adams et al. (1998) fanden erstmals in einer gro3en Studie (n=800) bei
Erwachsenen mit erhhtem Arterioskleroserisiko eine Verschlechterung der NEAD, die
mit minnlichem Geschlecht, hohem Lebensalter, Grofle des GefiaBRdurchmessers,

Hypercholesterinimie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus sowie reduzierter EAD assoziiert
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war. Dies lédsst auf eine mit den klassischen kardiovaskulidren Risikofaktoren assoziierte
Dysfunktion der glatten Muskelzelle schlieBen. Jirvisalo et al. (2004) fanden eine
reduzierte NEAD auch bei Kindern, die ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskulire
Erkrankungen (Diabetes Typ I und familidre Hypercholesterindmie) hatten, klinisch aber
asymptomatisch waren. Oxidiertes LDL und eine verminderte EAD waren hier Pradiktoren
fiir das eingeschrinkte Ansprechen auf exogenes NO. Auch in der vorliegenden Studie
fand sich eine negative Korrelation von NEAD und Gefd3durchmesser sowie eine positive
Korrelation von EAD und NEAD, wobei allerdings keine der Patientengruppen eine
Verschlechterung von EAD oder NEAD zeigten. Ob in der Pathogenese der
dysfunktionalen glatten Muskelzelle (oder im weiteren Sinne auch einer erhohten Nitrat-
Toleranz) eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit, eine Desensibilisierung der
Guanylatcyclase oder eine gestorte intrazelluldre Signalleitung die Schliisselrolle
einnehmen und inwiefern oxidativer Stress Verursacher dieser Stdrungen ist, bleiben

spannende Themen, die es weiter zu untersuchen gilt.

Malondialdehyd, Carbonylgruppen und Antikorper gegen oxidiertes LDL als prooxidative
Parameter zeigten keine signifikanten Zusammenhinge mit Veridnderungen der
funktionellen Gefid3parameter. Eine hohe Malondialdehydkonzentration als Ausdruck einer
stattgefundenden Lipidperoxidation ging mit einer Erniedrigung einiger Antioxidantien
(Coenzym Q;p und SH-Gruppen) und einer reduzierten Radikalresistenz der Erythrozyten
einher. Dies spiegelt ein gestortes anti-/prooxidatives Gleichgewicht wider und kann als
Ausdruck einer vermehrten Auseinandersetzung mit freien Radikalen angesehen werden.
In diesem Sinne waren auch die als kardiovaskulédre Risikofaktoren zu betrachtenden

Parameter Cholesterin und Homocystein positiv mit dem Malondialdehydgehalt korreliert.

Ahnliche Korrelationen fanden sich fiir den Marker Carbonylgruppen und fiir Cholesterin.
Hohe Konzentrationen von Carbonylgruppen gingen einher mit einer Erniedrigung von
antioxidativen Substanzen wie SH-Gruppen und reduziertem Coenzym Q,
beziehungsweise es wurde bei hohen Antioxidantienspiegeln niedrige Konzentrationen von
Carbonylgruppen gefunden. Die Cholesterin- und Triglyzeridspiegel verhielten sich
gleichsinnig zur Konzentration der Carbonylgruppen in Proteinen. Fiir die lipophilen
Substanzen a-Tocopherol und Gesamtcoenzym Qo konnten nach Bezug auf die totalen
neutralen Lipide keine signifikanten Verdnderungen in der Korrelation zu prooxidativen

Markern gefunden werden. 00
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Der vielverwendete Total Radical-trapping Parameter-Test (TRAP-Test), ein Test mit dem
sich die Gesamtkapazitit der Antioxidantien im Plasma messen lésst, korrelierte in dieser
Studie positiv mit Carbonylgruppen und Homocystein und war in hohen Konzentrationen
assoziiert mit einer beeintrichtigten nicht-endothelabhéngigen Dilatation (NEAD). Damit
wies der TRAP in dieser Studie iiberraschenderweise positive Korrelationen zu
prooxidativen und proatherogenen Markern auf, die nicht zu einem Parameter der
antioxidativen Gesamtkapazitiit passen. TRAP war bei denjenigen Probandengruppen
erhoht, die auch erhohte Harnsdurewerte aufwiesen (Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ohne und mit Peritonealdialyse sowie Patienten mit Fallot“scher
Tetralogie). Da Harnsdure mit einem Anteil von 35-65% in den TRAP eingeht, wird man
wohl bei diesen Patienten die Erhohung des TRAP auf eine Erhohung der Harnséure
zuriickfiihren miissen. Dass die Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz au3er einer
erhohten Harnsdurekonzentration und einem erhohten TRAP auch erhohte Marker fiir
oxidativen Stress und eine Erniedrigung der einzelnen Antioxidantien aufwiesen, konnte
durchaus den statistischen Zusammenhang zwischen TRAP und prooxidativen Markern
beeinflussen, ohne dass es dafiir einen ursidchlichen Zusammenhang gibt. Es gibt auch
Studien, die das antioxidative Potential der Harnsiure in Frage stellen. So zeigten
Moeslinger et al. (1999), dass Harnsédure in sehr hohen Konzentrationen in vitro iiber eine
Hemmung der induzierbaren NO-Synthase die Makrophagenproliferation stimulieren kann
und auf diese Weise bei urdmischen Patienten sogar zur Arterioskleroseentwicklung
beitragen konnte. Unsere Studie unterstiitzt die von Nguyen-Khoa et al. (1999) geidul3erte
Folgerung, dass der TRAP-Test bei hyperurikimischen Patienten kein relevanter Parameter
zur Evaluierung der antioxidativen Kapazitit im Plasma sein kann. In vivo scheint die

Harnséure nicht die antioxidative Wirkung zu haben, die man in vitro im TRAP-Test misst.

4.2.  Vergleich von Parametern der Endothelfunktion und laborchemischen Parametern

bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz mit und ohne Peritonealdialyse

Eine reduzierte endothelabhingige Vasodilatation (EAD) als Ausdruck einer endothelialen
Dysfunktion ist sowohl bei Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz (Kari et al. ) als
auch bei Patienten mit Peritoneal- und Hamodialyse bekannt (van Guldener et al. 1998,
Miyazaki et al. 2000) und wird im allgemeinen als ein entscheidender Faktor bei der

Arterioskleroseentstehung bei chronisch niereninsuffizienten Patienten betrachtet. Im
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direkten Vergleich fand sich bei chronisch Niereninsuffizienten sogar eine stéirker
beeintrichtigte EAD als bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen wie Angina
pectoris (Bolton et al. 2001). Die endotheliale Dysfunktion bei chronisch
niereninsuffizienten Kindern ohne Dialyse lief} sich in unserer Studie mit der Sonographie
nicht nachvollziehen: bei diesen Patienten war weder die EAD noch die NEAD signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe verindert. Der Grund fiir die diskrepanten Ergebnisse zu
vielen anderen Studien konnte in den niedrigen Fallzahlen (n=8) liegen.

Man muss davon ausgehen, dass die gestorte endotheliale Funktion bei
niereninsuffizienten Patienten, sowohl vor Beginn einer Dialyse-Therapie als auch unter
Peritoneal- und Himodialyse, multifaktoriell bedingt ist. Als mogliche Ursachen werden
oxidativer Stress, chronisch erhohte Entziindungsmarker, Mangelernidhrung, Retention von
Inhibitoren der endogenen NO-Synthase, Hyperhomocysteindmie, Dyslipiddmie,
Hyperglykidmie und renovaskulédre Hypertension diskutiert (Stenvinkel 2001). Das hier
untersuchte niereninsuffiziente Patientenkollektiv wies, trotz einer im Vergleich mit dem
Kontrollkollektiv nicht signifikant verdnderten endothelabhéngigen Dilatation (EAD),
neben laborchemischen Zeichen von erhohtem oxidativen Stress auch eine
Hyperhomocysteinimie und Dyslipiddmie auf. Hier handelt es sich um laborchemische

Verinderungen, die bekanntermallen mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert sind.

Bei den beiden untersuchten Patientengruppen mit chronischer Niereninsuffizienz fanden
sich im Vergleich zum Kontrollkollektiv eine Erniedrigung der
Antioxidantienkonzentration (niedrige Konzentration von SH-Gruppen, verminderter
Anteil des reduzierten Coenzym Qjo) und eine herabgesetzte Radikalresistenz der
Erythrozyten. Die Schwichung der antioxidativen Abwehr mit der nachfolgenden pro-
/antioxidativen Imbalance wird mit zunehmendem Funktionsverlust der Nieren immer

ausgepragter (Ceballos-Picot et al. 1996).

Aufgrund des groeren Bedarfs an Vitamin C durch Verluste wihrend der Dialyse,
verringertem Appetit und erhhtem oxidativen Stress (Lim et al. 2001) werden Patienten
unter Dialysetherapie regelhaft mit Vitaminen (inklusive Vitamin C) substituiert, so auch
die Patienten dieser Studie. Dies konnte erkldaren, weshalb das Antioxidans Vitamin C in
diesen Gruppen im Normbereich lag, ebenso wie die Tocopherol-Plasmaspiegel. Die
erniedrigte Radikalresistenz der Erythrozyten, die als ein Ausdruck eines verminderten

Tocopherolgehaltes in der Erythrozytenmembran gelten konnte (Boda et al. 1998), fand



93

sich dagegen in beiden Gruppen von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Diese
Konstellation der Tocopherolverteilung in den verschieden Kompartimenten (Plasma
versus Erythrozytenmembran) wurde bei Patienten mit chronischer Niereninsuffzienz
bereits beschrieben (Taccone-Gallucci et al. 1988). Hornig et al. (1998) zeigten eine akute
und lang-anhaltende Verbesserung der endothelabhiingigen Dilatation (EAD) nach
intraarterieller Gabe oder vierwochiger oraler Substitution von Vitamin C. Das ist ein
Effekt, der zumindest teilweise auf eine vermehrte endotheliale Verfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) zuriickzufiihren ist, da er sich durch die Gabe des endothelialen
NO-Synthase-Inhibitors L-NMMA verhindern lie3. Dass die EAD bei unseren
Nierenpatienten nicht schlechter war als in der Kontrollgruppe, kénnte in den
normwertigen Vitamin C-Spiegeln begriindet liegen; eine signifikante positive Korrelation
von EAD mit der Vitamin C-Konzentration fand sich jedoch nicht. Die empfohlene orale
Substitution von Antioxidantien wie die Vitamine C und E bei niereninsuffizienten

Patienten wird daher auch anhand unserer Ergebnisse bestirkt.

In der Gruppe der Patienten unter Peritonealdialyse waren dariiber hinaus die Marker des
Radikalangriffs auf Biomolekiile wie die Konzentration der Carbonylgruppen und des
Malondialdehyds (sowohl absolut als auch bezogen auf den Lipidgehalt im Blut)
gegeniiber dem Kontrollkollektiv deutlich erhoht. Demgegeniiber waren bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Dialysetherapie keine erhohten Marker fiir einen
stattgefundenen Angriff auf Radikale zu finden. Dies deckt sich mit Studien, die einen
graduellen Anstieg prooxidativer Marker mit Zunahme des Nierenfunktionsverlustes und
steigender Intensitit der Ersatztherapie (vor Dialyse-Beginn < Peritonealdialyse <
Héamodialyse) nachweisen konnten (Donate at al 2002, Ozden et al. 2002, Al-Hashimi et
al. 2004). Die durch den Blutkontakt mit Dialysemembranen hervorgerufene erhohte
Produktion von freien Radikalen existiert bei Peritonealdialyse nicht. Hier wird die
chronische Aktivierung von peritonealen Phagozyten und Thrombozyten als mogliche
Ursache fiir die vermehrte Lipidperoxidation diskutiert (Samouilidou et al. 2003). Usberti
et al. (2002) konnten einen Zusammenhang zwischen dem Ausmaf der Lipidperoxidation
(gemessen als Malondialdehyd im Plasma) und dem Schweregrad der kardiovaskuldren
Erkrankung bei niereninsuffizienten Patienten herstellen. Boaz et al. (1999) wiesen
Malondialdehyd als einzigen robusten priadiktiven Marker fiir eine manifeste

kardiovaskulédre Erkrankung bei Patienten unter Himodialyse nach.
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In beiden Gruppen von Nierenpatienten fand sich eine erhohte Homocysteinkonzentration
im Blut, die mit zunehmendem Nierenfunktionsverlust bekanntermafen ansteigt und in
vielen Studien eine enge Korrelation zur endothelialen Dysfunktion aufwies (siehe auch
4.1). Bei den Patienten unter Peritonealdialyse fand sich mit einer gegeniiber den
Kontrollen erhohten Plasma-Triglyzeridkonzentration eines der typischen Anzeichen einer
Dyslipiddmie. Diese schlief3t bei Patienten unter Peritonealdialyse im Plasma aufer der
Triglyzeriderhohung auch eine Erhohung von oxidiertem LDL-Cholesterin und
Lipoprotein(a), eine Erniedrigung von HDL-Cholesterin und triglyzeridreiches VLDL mit
ein. Die Abweichungen im Lipidmuster werden bei Patienten unter Peritonealdialyse als
stiarker atherogen eingeschitzt als bei Patienten unter Himodialyse (Prichard 2003). Dass
in unserer Studie in der Patientengruppe mit chronischer Niereninsuffizienz der
Cholesterinspiegel negativ mit der EAD korrelierte, bestédrkt diese Einschédtzung. Stirkere
Zusammenhiinge entsprechender Parameter waren, moglicherweise wegen der niedrigen
Fallzahlen, nicht nachzuweisen. Der Cholesterinspiegel (hier nur als Gesamtcholesterin
bestimmt) war bei den Nierenpatienten nicht signifikant hoher als in der Kontrollgruppe;
dennoch korrelierten die Spiegel fiir die Triglyzeride und fiir Cholesterin innerhalb beider

Nierenpatientengruppen positiv.

Mittlerweile werden neben der sonographischen Endothelfunktionsmessung auch
zunehmend laborchemische Marker einer Endothelzellschiddigung (v. Willebrand-Faktor,
Thrombomodulin, Adhédsionsmolekiile wie VCAM, ICAM, Selektine und CD146)
entdeckt, die auch bei Patienten unter Peritonealdialyse hdufiger erhoht nachgewiesen
werden. (Jacobson et al. 2002, Malyszko et al. 2005). Aguilera et al. (2003) fanden bei
Patienten unter Peritonealdialyse eine negative Korrelation zwischen Albumin und
verschiedenen Markern der endothelialen Dysfunktion im Blut (v.Willebrandfaktor,
Thrombomodulin, tPA) sowie eine positive Korrelation des Enziindungsmarkers TNF-a
mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Homocystein. Diese sind als Indikatoren fiir
einen dtiologischen Zusammenhang von endothelialer Dysfunktion, Malnutrition und
chronischer Inflammation bei chronischer Niereninsuffizienz zu werten. Malgorzewicz et
al. (2004) fanden die héchsten Konzentrationen fiir Malondialdehyd- und Carbonylgruppen
unter solchen Patienten unter Peritonealdialyse, die eine schwere Malnutrition aufwiesen.
Zusammenhinge wie diese haben zu Spekulationen iiber das Vorliegen eines sogenannten
Malnutrition-Inflammation-Arteriosklerose (MIA)-Syndroms in der chronischen

Niereninsuffizienz gefiihrt, da diese Symptome in ihrer Atiologie eng verbunden sind, ihre
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messbaren Marker miteinander korrelieren und sie in der Gesamtheit in der Regel bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz vorhanden sind (Kalantar-Zadeh et al. 2003,
Stenvinkel et al. 1999). Engler et al. (2003) zeigten, dass es unter einer Substitution von
Vitamin C und Vitamin E bei Kindern mit Hyperlipiddmie zu einer Verbesserung der
endothelabhingigen Dilatation (EAD) kommt. Diese Ergebnisse untermauern die
Bedeutung addquat hoher Antioxidantienspiegel und die Vorbeugung einer Malnutrition
bei niereninsuffizienten Patienten. Dementsprechend gilt es diese Substanzen, wenn sie in
erniedrigten Konzentrationen vorliegen, zur Vorbeugung kardiovaskuldrer Komplikationen

zu substituieren.

4.3.  Vergleich von Parametern der Endothelfunktion und laborchemischen Parametern

bei Patienten mit operativ korrigierten Herzfehlern

In keiner Gruppe von Patienten mit einem operierten Herzfehler zeigte sich ein
signifikanter Unterschied der funktionellen Gefd3parameter oder der Intima-Media-Dicke
der A. carotis interna zur denen der Kontrollgruppe. Das postulierte Risiko einer
vorzeitigen Entwicklung von Arteriosklerose nach Operation eines kongenitalen
Herzfehlers, welches sich in einer frithen endothelialen Dysfunktion zeigen konnte, lief3
sich durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht stiitzen. Ebenso wenig zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen von Herzpatienten, die
anhand des postulierten Risikos unterteilt worden waren. Die geringste endothelabhéngige
Dilatation fand sich bei Patienten nach Fontanoperation (FON), der Gruppe mit dem
hochsten postulierten kardiovaskulidren Risiko. Dies waren auch diejenigen Patienten mit
operierten Herzfehlern, fiir die Mahle et al. (2004) eine deutlich verminderte
endothelabhidngige Dilatation nachweisen konnten. Die Gruppe der nach Fontan-operierten
Patienten wies auch als einzige Gruppe von Herzpatienten eine erhthte Plasma-
Malondialdehydkonzentration bezogen auf Lipide auf. Das in der Patientengruppe erhoht
gemessene Malondialdehyd geht allerdings nicht mit einer Reduktion von Antioxidantien
einher, so dass es fraglich bleibt, ob diese Patienten einem erhohten oxidativen Stress
ausgesetzt sind. Da zudem auch die Endothelfunktion nicht signifikant vermindert war,
sind die Hinweise fiir eine vorzeitige Arteriosklerosegefihrdung eher schwach und die

Fallzahlen zu gering, um das postulierte Risiko zu bestérken.
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5. Zusammenfassung

Arteriosklerotische Gefdalverinderungen, die im spiteren Leben zu erheblicher Morbiditét
und Mortalitidt fithren, konnen im Kindesalter beginnen. Das Risiko hierzu ist bei gewissen
chronischen Krankheiten besonders erhoht, so bekanntermaflen bei chronischer
Niereninsuffizienz, moglicherweise auch bei Kindern nach Operation bestimmter

Herzfehler.

In dieser Arbeit wurden Parameter des Arterioskleroserisikos bei 23 nierenkranken
Kindern (chronische Niereninsuffizienz und Peritonealdialyse), bei 51 Kindern mit
operativ korrigierten, angeborenen Herzfehlern und bei einem Kontrollkollektiv von 13
Kindern studiert. Als Parameter dienten einerseits ultrasonographische Messungen des
arteriellen Endothels und seiner Funktion (Intima-Media-Dicke, endothelabhéingige
Dilatation (EAD), nicht-endothelabhéngige Dilatation NEAD), anderseits eine Auswahl an
laborchemischen Parametern der pro- und antioxidativen Balance im Blut
(Malondialdehyd, Carbonylgruppen, Radikalresistenz der Erythrozyten, Tocopherole,
Coenzym Q;o, Sulfhydrylgruppen, Vitamin C, Harnsdure, Total Radical-trapping
Antioxidant Parameter (TRAP), Antikorper gegen oxidiertes LDL, Homocystein,
Cholesterin und Triglyzeride).

Bei den Endothelfunktionsmessungen ergaben sich zwischen Patienten und
Kontrollpersonen keine Unterschiede beim Vergleich der entsprechenden Gesamtgruppen.
Bei den Kindern mit operativ korrigierten Herzfehlern ergab sich weder mittels
Endothelfunktionsanalyse noch bei den laborchemischen Untersuchungen ein Anhalt fiir
ein erhohtes Arterioskleroserisiko. Bei den Nierenpatienten fanden sich laborchemische
Verinderungen im Sinne einer verminderten antioxidativen Abwehr. Bei den Patienten
unter Peritonealdialyse war zusitzlich eine Erh6hung von prooxidativen Markern nebst
klassischen kardiovaskuliren Risikofaktoren nachweisbar. Dieser Nachweis von
oxidativem Stress im noch jugendlichen Organismus von Patienten mit bekanntermaf3en
erhohtem Arterioskleroserisiko untermauert die Hypothese, dass freie Radikale bei der
Entstehung der Arteriosklerose von Bedeutung sind. Die Substitution von Antioxidantien
wie Vitamin C und E in entsprechend hoher Dosis bei den gefdhrdeten Patienten ist daher

ein wichtiger therapeutischer Aspekt bei der Reduzierung des kardiovaskulidren Risikos.



Der Blutgehalt an Homocystein korrelierte negativ mit der nicht-endothelabhiingigen,
Nitroglycerin-vermittelten Dilatation. Dies l4dsst vermuten, dass Homocystein die
Dilatationsfunktion der glatten Muskelzelle beeintrichtigt; es konnte bei der Entstehung
der Nitrat-Toleranz beteiligt sein. Der Total Radical-trapping Antioxidant Parameter zur
Beurteilung der antioxidativen Gesamtkapazitit erwies sich bei urdmischen Patienten als

nicht geeignet zur Beurteilung des pro/antioxidativen Gleichgewichts.
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Patlent Gruppen- | Geschlecht | Alter | Gewicht Gewicht Grofie Groﬁe RR sys | RR dia
code 1=w; 2=m | [Jahre] | [z-score] [kg] [z-score] [c k0/ [mmHg] [mmHg]

151 1 13,1 1,1 55 1,5 19,5 59
154 1 1 12,4 1,2 52 1,5 165 19,12 115 64
155 1 1 9,3 1,3 37 0,4 141 18,59 104 50
159 1 1 15,4 0 54 -0,3 164 20,07 108 57
173 1 1 10,4 1,2 41 0 145 19,52 105 65
184 1 1 13,1 0,3 50 1,1 166 18,12 118 67
190 1 1 12,5 -1,2 36 -1,6 146 16,9 97 51
129 1 2 12,2

152 1 2 15,7

164 1 2 13,7 -0,1 49 -0,4 159 19,37 106 54
165 1 2 11,5 0,2 40 0,1 150 17,78 120 63
167 1 2 9,5 0,2 31 -1,3 132 17,82 121 63
169 1 2 15,9 3,7 90 2,1 190 24,98 131 59
116 2 1 14,5 1,5 64 -0,3 162 24.4 124 61
104 2 2 11,1

117 2 2 14,9

150 2 2 14,7

140 2 2 11,4 0,3 39 0,5 152 16,88 113 71
119 2 2 13,2 1,8 63 1,6 172 21,3 132 72
120 2 2 16,9 0,3 66 0 178 20,8 126 78
118 2 2 18,5 -0,2 64 1 186 19,7 116 55
158 3 1 13,2 -2,6 28 -4,7 130 16,57 110 60
161 3 1 17,4 -1,4 50 -0,7 164 18,59 111 69
171 3 1 15 0,1 54 -0,5 162 20,61 99 68
125 3 1 12,9 2.4 64 0,9 164 17,1 137 111
100 3 1 12,1 -1,5 32 -2 141 16,1 86 64
110 3 2 29,3

121 3 2 30,6

146 3 2 9 -0,7 26 -1,2 130 15,38 97 56
160 3 2 8,8 0,2 29 0 135 15,93 102 65
157 3 2 16,7 -2,3 48 -1,7 167 17,2 94 56
115 3 2 13,8 -1,8 37 -0,5 160 14,5 116 68
107 3 2 15,1 -0,2 66 0 171 22,6 121 81
148 4 1 13,6 0,2 51 0,8 166 18,48 105 65
153 4 1 9 -2.4 20 -2,2 123 13,25 101 47
163 4 1 12,1 0,3 44 0,7 158 17,89 99 49
109 4 1 17,3 2,2 76 0,2 169 26,6 131 62
106 4 1 19,5

108 4 2 20,4

149 4 2 8,7 -0,2 27 -0,8 130 15,98 104 53
141 4 2 19,8 0,8 72 -1,1 174 23,76 117 65
133 4 2 16,5 1,2 72 0,4 179 22,3 130 72
134 4 2 17,6 0,2 66 0,1 180 20,4 116 64
137 4 2 10,9 -1,2 30 -1 140 15,31 115 73
138 4 2 13,4 -1,6 37 -1,4 150 16,44 96 44

Gruppencode: 1 = Kontrollen, 2 = Ventrikelseptumdefekt, 3 = Transposition der grofien Arterien, 4 = Fallot’sche

Tetralogie, 5 = Fontan-Operation, 6 = Chronische Niereninsuffizienz, 7 = Peritonealdialyse
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Patlent Gruppen- | Geschlecht | Alter | Gewicht Gewicht| GroBie |Grofie RR sys | RR dia
code 1=w; 2=m | [Jahre] | [z-score] [kg] |[z- score] [em] k /m [mmHg] | [mmHg]

142 2 18,6 1,3 76 186 | 21,97 117 57
144 4 2 9,6 -1,5 25 -1,6 130 | 14,79 108 66
166 4 2 12,8 1,1 54 2 172 | 18,24 134 47
126 4 2 11,2 0,6 40 1,1 154 16,9
103 4 2 15,8 0,8 67 0,5 171 22,9 113 84
111 4 2 9,3 1 35 1,5 146 16,4 114 52
135 5 1 11,8 -1 34 -0,2 152 | 14,72 92 61
136 5 1 14,9 -1.4 44,5 -1,1 158 18,0 91 65
170 5 1 11,8 -1,3 32 -1,6 143 | 15,65 121 78
172 5 1 10,4 -0,8 30 -0,4 143 | 14,71 122 56
174 5 1 11,2 -1,5 29 -2,8 131 | 16,86 93 50
131 5 1 9
132 5 2 9,4 -2,3 22 -2,2 126 | 13,84 117 59
139 5 2 15,5 1,1 68 -2,3 166 | 24,64 117 70
143 5 2 17,4 -0,7 60 -0,7 175 | 19,61 120 65
145 5 2 9,5 -0,5 28 -1.4 131 | 16,28 98 74
147 5 2 11,7 0,5 42 -1,5 140 | 21,43 111 73
156 5 2 9,5 -2 23 -1,9 128 | 14,02 98 50
162 5 1 10,9 1,7 41 0 148 | 18,72 112 58
175 6 1 15,3 2,2 72,2 0,5 168 | 25,58 110 68
176 6 1 7,8 2 33,9 0,8 133 | 19,16 122 62
177 6 2 4,8 -1,9 15,2 -0,6 108 | 13,03 104 70
178 6 2 15,7 0,8 67 0,9 181 | 20,45 155 76
179 6 2 11,6 -0,7 34,9 1,3 142 | 17,31 122 70
180 6 2 8,3 0,4 28,6 -0,8 128 | 17,46 101 56
181 6 2 8,5 0,3 28,5 -0,9 128 17,4 103 60
182 6 2 17,6 2,7 45,4 -3,2 161 | 17,51 111 76
183 6 2 16,2 1,8 76,4 1,2 184 | 22,57 124 66
189 6 1 7,6 -0,2 24,2 -3,7 107 | 21,14 109 61
194 6 1 8 -0,9 22,6 -0,7 126 | 14,24 99 56
198 6 2 11,4
185 7 2 17,3 -2,2 49,7 -1,7 169 17,4 122 63
186 7 2 6,2
191 7 2 8,5
192 7 1 18,6
193 7 1 11,9
195 7 2 12,9
196 7 2 19,3
197 7 2 8,9
200 7 2 4,5
201 7 2 2,9
202 7 2 13

Gruppencode: 1 = Kontrollen, 2 = Ventrikelseptumdefekt, 3 = Transposition der grofien Arterien, 4 = Fallot’sche

Tetralogie, 5 = Fontan-Operation, 6 = Chronische Niereninsuffizienz, 7 = Peritonealdialyse
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Gruppen-
code

Gefib-
durchmesser
[mm]

Ruhe 1
[%]

‘ Endothelabhiingige

Dilatation (EAD)
[%]

Ruhe 2

[%]

|

Nicht-endothel-
abhingige
Dilatation (NEAD)
[%]
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Intima-Media-

Dicke
[mm]

151 1 8,35 0 7,19 0,72 17,46 0,48
154 1 5,58 0 3,23 -0,18 8,78 0,43
155 1 5,74 0 12,54 0 24,57 0,38
159 1 5,69 0 15,99 1,41 21,88 0,38
173 1 4,83 0 10,97 -0,21 16,98 0,43
184 1 3,8 0 7,63 -1,32 34,74 0,3

190 1 5,81 0 6,37 -0,7 18,42 0,38
129 1

152 1

164 1 3,58 0 8,66 -0,84 24,02 0,38
165 1 6,51 0 11,83 0,79 16,44 0,48
167 1 2,65 0 10,94 0,75 20,75 0,38
169 1 3,72 0 1,34 0,54 12,37 0,48
116 2 3,98 0 11,19 -0,02 22,87 0,39
104 2

117 2

150 2

140 2 2,5 0 4,8 0,8 22,8 0,43
119 2 5,22 0 6,64 0,39 19,98 0,3

120 2 5,44 0 4,72 0,45 5,46 0,39
118 2 4,25 0 3,463 -0,25 24,28 0,39
158 3 3,49 0 4,58 0,52 33,47 0,38
161 3 2,55 0 9,41 -0,39 34,9 0,38
171 3 3,01 0 8,31 1,33 32,23 0,43
125 3 2,857 0 11 1,2 35,07 0,48
100 3 5,368 0 3,76 0,2 6,06 0,48
110 3

121 3

146 3 2,88 0 6,94 0,35 28,13 0,38
160 3 3,06 0 -1,63 -2,6 24,2 0,38
157 3 3,75 0 6,13 1,07 29,87 0,43
115 3 3,947 0 2,25 2 8,65 0,43
107 3 5,48 0 6,6 1,5 8,33 0,48
148 4 4,47 0 9,62 0,67 29,31 0,38
153 4 4,72 0 12,92 -1,91 14,59 0,38
163 4 2,26 0 16,81 1,77 28,76 0,48
109 4 7,275 0 3,71 0,15 9,53 0,38
106 4

108 4

149 4 4,03 0 -0,74 0 17,37 0,43
141 4 6,72 0 1,49 -0,45 9,37 0,48
133 4 3,02 0 8,28 0 15,23 0,53
134 4 5,87 0 1,53 0,34 16,7 0,49
137 4 22 0 10 1,36 33,18 0,39
138 4 4,37 0 5,29 0,46 19,91 0,38

Gruppencode: 1 = Kontrollen, 2 = Ventrikelseptumdefekt, 3 = Transposition der grofien Arterien, 4 = Fallot’sche
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; GefiB- S Intima-Media-
Y| Gt SR g e | Dilaadon (NEAD) Dicke
[%]

142 4 5,99 0 18,36 0,5 19,52 0,48
144 4 3,89 0 6,68 0 20,57 0,43
166 4 4,22 0 4,5 -0,71 20,62 0,53
126 4 3,239 0 6,02 0,09 23,49 0,3
103 4 4,61 0 10,26 0,5 11,29 0,48
111 4 3,53 0 13,32 0,5 14,05 0,38
135 5 3,12 0 3,85 0,96 31,73 0,39
136 5 2,63 0 1,9 -0,38 38,02 0,53
170 5 3,69 0 5,42 -0,54 10,57 0,39
172 5 3 0 2,67 -1,33 11,33 0,38
174 5 3,81 0 1,05 0 28,1 0,43
131 5

132 5 3,63 0 4,41 0 27 0,43
139 5 4,37 0 7,32 0,46 18,31 0,48
143 5 5,03 0 9,34 -0,8 16,5 0,48
145 5 3,09 0 14,56 0,97 38,83 0,38
147 5 3,03 0 16,17 0,99 27,72 0,38
156 5 4,13 0 4,12 -0,48 23,25 0,43
162 5 2,56 0 4,69 0,39 24,61 0,43
175 6 4,96 0 10,69 2,47 8,87 0,35
176 6 8,02 0 5,86 -0,13 7,61 0,38
177 6

178 6 9,57 0 7,21 1,3 16,9 0,48
179 6 4,68 0 6,83 0,42 31,84 0,49
180 6 2,74 0 12,41 1,1 24,11 0,34
181 6 5,54 0 21,8 1,99 28,88 0,45
182 6 4,42 0 6,56 -0,91 9,73 0,48
183 6 6,29 0 1,11 0,16 8,74 0,48
189 6 5,77 0 8,84 -1,21 36,22 0,35
194 6 7,13 0 1,7 -1,12 17,25 0,36
198 6

185 7 7,49 0 0,93 -0,4 1 0,42
186 7

191 7

192 7

193 7

195 7

196 7

197 7

200 7

201 7

202 7
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Patien | Gruppen-| MDA  MDALipid. Carbonylgruppen pyg, Radialresisiens , poqoperi| oTocoBherol
Nr. code |[pmol/L] TNL] Protein] [mg/mL] [min] [umol/L] [umol/ug TNL|
151 1 0,38 0,21 0,118 93,44 122 17,4 9,61
154 1 0,28 0,11 0,121 73,18 114 18,8 7,34
155 1 0,38 0,12 0,081 75,2 92 21,3 6,89
159 1 0,47 0,21 0,18 77,38 115 21,3 9,68
173 1 0,36 0,11 0,11 81,68 76 27,3 8,05
184 1 0,43 0,16 0,166 94 16,5 5,98
190 1 0,34 0,10 0,136 82 19,2 5,82
129 1 0,36 0,08 0,125 105 28,9 6,22
152 1 0,3 0,19 0,11 118 18,5 11,64
164 1 0,21 0,09 0,129 72,22 88 17,8 7,71
165 1 0,69 0,39 0,07 76,6 95 15,4 8,70
167 1 0,51 0,24 0,154 77,64 101 304 14,07
169 1 0,51 0,12 0,114 80,46 81 29,5 6,88
116 2 0,33 0,15 0,14 77,85 99 20 8,89
104 2 0,67 0,14 0,14 69 31,3 6,73
117 2 0,18 0,08 0,095 109 18,1 8,19
150 2 0,31 0,24 0,154 93 12,4 9,47
140 2 0,23 0,11 0,044 81,1 121 19,4 9,19
119 2 0,25 0,12 0,14 76,77 115 15,8 7,67
120 2 0,43 0,20 0,121 82,95 119 19,3 9,06
118 2 0,29 0,14 0,14 81,79 100 17,3 8,24
158 3 0,3 0,15 0,121 72,22 103 23,4 11,82
161 3 0,28 0,11 0,132 76,34 100 19,8 7,44
171 3 0,58 0,31 0,077 89,22 91 25,2 13,33
125 3 0,28 0,09 0,114 74,31 94 16,9 5,38
100 3 0,48 0,22 0,203 75,15 96 19,2 8,97
110 3 0,48 0,14 0,169 115 25,2 7,50
121 3 0,4 0,12 0,169 93 23 6,93
146 3 0,28 0,19 0,129 73,88 89 18,2 12,30
160 3 0,38 0,18 0,121 79,4 124 23,8 11,50
157 3 0,39 0,18 0,055 76,78 105 19,8 9,34
115 3 0,31 0,11 0,099 84,26 122 26,5 9,57
107 3 0,53 0,24 0,092 67,75 91 12,3 5,47
148 4 0,33 0,15 0,106 98,62 85 22,4 10,18
153 4 0,67 0,30 0,121 70,54 113 23,3 10,40
163 4 0,37 0,19 0,077 86,08 92 13,4 6,87
109 4 0,6 0,27 0,099 79,78 110 2,7 1,19
106 4 0,48 0,17 0,081 71 17,4 6,04
108 4 0,44 0,17 0,095 101 20,6 7,86
149 4 0,37 0,17 0,118 82,38 76 18,2 8,35
141 4 0,23 0,12 0,084 76,31 118 12,2 6,13
133 4 0,53 0,28 0,103 74,38 107 12,9 6,75
134 4 0,37 0,15 0,121 70,52 114 13,4 5,28
137 4 0,45 0,19 0,125 78,7 100 23,6 9,79
138 4 0,33 0,16 0,088 79,55 104 13,7 6,78
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‘ Carbonyl-

gruppen Protein

| MDA/Lipid

Patient | Gruppen- MDA Radikalresistenz a- a-Tocopherol/

R e R T
142 4 0,32 0,19 0,151 76,5 121 15,1 8,93
144 4 0,28 0,13 0,151 69,58 102 19,9 9,13
166 4 0,46 0,21 0,154 80,46 88 13,9 6,29
126 4 0,3 0,08 0,162 82,87 101 22,8 6,16
103 4 0,36 0,12 0,162 81,71 99 19,6 6,34
111 4 0,11 0,05 0,173 75,93 54 17,2 7,75
135 5 0,39 0,26 0,143 72,61 115 13,4 8,93
136 5 0,53 0,24 0,095 75,15 102 19,9 9,05
170 5 0,61 0,35 0,092 77,12 79 18,4 10,64
172 5 0,45 0,27 0,121 85,02 80 27,2 16,48
174 5 0,42 0,20 0,129 63,24 106 25,8 12,29
131 5 0,33 0,17 0,095 103 16,8 8,48
132 5 0,43 0,27 0,084 68,52 110 13,8 8,52
139 5 0,23 0,11 0,084 74,31 101 15,6 7,36
143 5 0,32 0,16 0,143 92,64 124 19,9 9,71
145 5 0,35 0,15 0,129 72,82 119 29,1 12,54
147 5 0,53 0,25 0,147 74,66 96 15 7,18
156 5 0,41 0,29 0,129 60 109 15,3 10,77
162 5 0,36 0,14 0,11 80,2 87 20 7,72
175 6 0,3 0,07 0,18 89 32,1 7,02
176 6 0,53 0,19 0,173 48 21,2 7,71
177 6 0,5 0,18 0,136 83 18,2 6,69
178 6 0,62 0,20 0,143 98 28,9 9,51
179 6 0,33 0,08 0,099 92 19,7 5,06
180 6 0,45 0,15 0,158 85 25 8,39
181 6 0,74 0,20 0,106 84 27,5 7,26
182 6 0,33 0,12 0,099 79 22,5 7,89
183 6 0,3 0,08 0,136 79 34,2 8,61
189 6 0,28 0,09 0,092 78 19,9 6,28
194 6 0,25 0,10 0,129 80 20,4 7,82
198 6 0,26 0,07 0,188 96 26,7 7,69
185 7 0,77 0,13 0,243 57 46,7 7,69
186 7 2,15 0,46 0,343 80 33,1 7,06
191 7 0,5 0,11 0,173 86 30,5 6,62
192 7 1,03 0,23 0,14 70 23,7 5,30
193 7 0,85 0,28 0,236 76 25,9 8,52
195 7 0,43 0,11 0,14 81 18,5 4,66
196 7 0,64 0,32 0,247 81 17,5 8,75
197 7 0,79 0,26 0,154 72 5,6 1,87
200 7 1,06 0,17 0,188 119 42,9 6,85
201 7 0,85 0,28 0,151 104 23,6 7,71
202 7 0,77 0,35 0,103 97 16,2 7,36
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lel\tli:nt Gr:n(f)(i)een- | y-}‘ocoli;lfrol Y'TOE(i)Il:il:lel‘Ol/ G(g::nt QG“??;;:; d | re d%:i)er . Gr?lll-)ll-)en Harnséiure‘ VitaCmin
' umolL] |\ olug TNL]| [umol/L] | [umol/ug TNL]|  [%] | [umolL] | ™) (resar]

151 1 4,48 2,48 0,78 0,43 97 558 3,8 21
154 1 1,83 0,71 0,32 0,13 96 533 2,1 25
155 1 18,1 5,86 0,72 0,23 96 563 3,6 42
159 1 2,32 1,05 0,81 0,37 98 525 4,1 122
173 1 2,52 0,74 1,76 0,52 99 447 4,6 106
184 1 1,34 0,49 0,71 0,26 89 459 3,5 27
190 1 2,01 0,61 2 0,61 94 459 4,2 29
129 1 5,28 1,14 0,89 0,19 98 594 4,9 0
152 1 2,73 1,72 1,11 0,70 100 533 5,5 52
164 1 2,29 1,00 0,9 0,39 98 528 5,1 27
165 1 2,27 1,28 0,43 0,24 97 533 3,1 89
167 1 1,4 0,65 1 0,46 99 543 3,2 60
169 1 1,8 0,42 1,22 0,28 96 542 8,5 71
116 2 3,09 1,37 0,56 0,25 98 555 7,4 1
104 2 4,83 1,04 0,58 0,12 96 552 49 11
117 2 3,37 1,52 0,5 0,23 97 639 6,4 29
150 2 2,87 2,19 0,36 0,27 96 522 5,5 40
140 2 1,87 0,89 0,91 0,43 97 554 3,3 25
119 2 1,64 0,80 0,5 0,24 96 611 5,8 19
120 2 2,71 1,27 0,54 0,25 97 494 6,6 17
118 2 1,23 0,59 0,71 0,34 97 591 5,2 100
158 3 2,01 1,02 1,16 0,59 98 516 4,5 19
161 3 4,02 1,51 1,1 0,41 99 473 4,8 52
171 3 1,78 0,94 0,88 0,47 97 447 4,8 92
125 3 3,89 1,24 0,7 0,22 97 554 6,8 33
100 3 7,06 3,30 1,09 0,51 98 479 4,3

110 3 3,7 1,10 1,1 0,33 96 597 10,1 0
121 3 2,93 0,88 1,59 0,48 97 549 4,7 17
146 3 4,64 3,14 0,71 0,48 97 731 4,7 69
160 3 1,6 0,77 0,95 0,46 98 501 3,5 56
157 3 2,02 0,95 0,89 0,42 97 560 7,2 32
115 3 2,04 0,74 0,67 0,24 97 582 5,6 20
107 3 1,84 0,82 0,53 0,24 96 548 7,8 20
148 4 1,57 0,71 0,76 0,35 96 520 5,3 29
153 4 4,41 1,97 1,15 0,51 95 534 3,8 46
163 4 2,14 1,10 1,04 0,53 99 476 4,7 46
109 4 0,33 0,15 0,58 0,26 96 753 5,3 4
106 4 2,56 0,89 0,5 0,17 96 540 4,7 15
108 4 3,57 1,36 0,89 0,34 93 647 5,4 0
149 4 4,8 2,20 1,55 0,71 96 560 43

141 4 3,99 2,01 1,11 0,56 98 546 6,7 29
133 4 3,37 1,76 0,94 0,49 97 581 6,6 67
134 4 3,26 1,28 2 0,79 99 516 5,6 60
137 4 1,85 0,77 1,47 0,61 98 527 3,9 30
138 4 1,85 0,92 0,68 0,34 96 524 4,7 46
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lel\tli:nt | Gr:;)dien- y-’foco;;}}frol y-ToE;)p[;l&erov Gcg:nt Q(f:/sﬂl;it 4 lre d%:i)er | Gr?lI[-)I[-)en Harnséure VltaCmm
. wmolL] |\ ol/ug TNL]| [umol/L] | [umol/ug TNL]| [%] |[pmolL] "™ | (mesar]

142 4 2,26 1,34 1,14 0,67 97 554 59 21

144 4 3,92 1,80 1,11 0,51 96 522 3,7 65
166 4 6,3 2,85 1,06 0,48 98 545 5,7 27
126 4 3,78 1,02 0,88 0,24 94 564 6,1 67
103 4 2,23 0,72 0,46 0,15 94 648 6,3 26
111 4 443 2,00 0,45 0,20 95 518 4,3 2

135 5 1,63 1,09 2,05 1,37 99 500 3,7 81

136 5 1,73 0,79 1,15 0,52 97 521 7,2 60
170 5 2,24 1,29 0,86 0,50 95 551 4.4 13
172 5 2,68 1,62 0,5 0,30 96 465 4 61

174 5 1,63 0,78 1,03 0,49 95 377 4,6 112
131 5 2,67 1,35 1,01 0,51 96 567 4,7 32
132 5 2 1,23 1,46 0,90 97 528 6,4 79
139 5 2,84 1,34 0,73 0,34 96 536 8,2 0

143 5 1,07 0,52 1,84 0,90 98 509 6,5 46
145 5 2,5 1,08 0,76 0,33 98 516 5 100
147 5 3,64 1,74 0,84 0,40 95 542 4,6 15
156 5 4,98 3,51 0,87 0,61 99 507 3,3 91

162 5 2,93 1,13 1,05 0,41 98 537 4,8 108
175 6 2,66 0,58 1,63 0,36 92 423 10,6 38
176 6 4,17 1,52 1,53 0,56 90 465 6,7 63
177 6 2,29 0,84 0,9 0,33 83 488 6,4 46
178 6 4,44 1,46 1,93 0,63 94 440 10,5 27
179 6 1,9 0,49 2,1 0,54 96 387 6,6 63
180 6 2,28 0,77 0,94 0,32 89 408 5,6 44
181 6 2,34 0,62 0,6 0,16 84 414 8,6 46
182 6 4,04 1,42 1,17 0,41 91 347 9.4 70
183 6 4,66 1,17 1,16 0,29 95 329 10,5 27
189 6 1,93 0,61 1,34 0,42 93 486 7,2 27
194 6 3,11 1,19 1,77 0,68 92 338 6,4 98
198 6 -0,03 -0,01 1,22 0,35 90 351 9,5 75
185 7 2,96 0,49 1,9 0,31 93 227 5,9 27
186 7 2,58 0,55 0,87 0,19 89 315 6,6 31
191 7 2,48 0,54 1,6 0,35 92 390 8,1 27
192 7 2,91 0,65 0,9 0,20 90 368 3,2 27
193 7 2,82 0,93 1,14 0,38 92 329 4,6 27
195 7 1,35 0,34 0,86 0,22 90 366 6,3 38
196 7 1,43 0,72 1,18 0,59 89 291 6,1 60
197 7 2,76 0,92 1,09 0,36 91 240 6,8 156
200 7 -0,03 0,00 1,25 0,20 88 300 7,8 166
201 7 3,29 1,08 1,18 0,39 92 429 7,6 122
202 7 2,05 0,93 0,94 0,43 90 356 6,6 125
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| TRAP | TRAP Totale neutrale

|
Patient | Gruppen-

Homocystein| Cholesterin | Triglyzeride | . . OxLDLAK
Nr. code %ﬁ‘;:f)svsl‘i']‘ l;;f:)ll‘/‘f]t [mg/gL] [mg/dL] [lig/dL] L“"[‘:;.I(E]N D) | [mUsmnL]
151 1 567 549 5.4 134 47 1,81 2475
154 1 458 418 5,7 108 148 2,56 143
155 1 455 578 53 192 117 3,09 5205
159 1 723 740 7,8 157 63 2,2 494
173 1 558 738 5,8 220 119 3,39 1775
184 1 712 501 4,2 138 138 2,76
190 1 808 564 6,6 219 111 3,3
129 1 545 633 59 310 155 4,65 2889
152 1 645 727 6,7 120 39 1,59 668
164 1 909 650 3,2 115 114 2,29 627
165 1 738 598 1,3 141 36 1,77 952
167 1 673 590 3 146 70 2,16 779
169 1 912 1016 6,8 133 296 4,29 338
116 2 784 797 8,1 132 93 2,25 1906
104 2 1000 642 8,5 208 257 4,65 625
117 2 927 791 8,4 133 88 2,21 232
150 2 655 690 17,8 90 41 1,31 465
140 2 483 519 5,4 149 62 2,11 667
119 2 767 714 43 121 85 2,06 3811
120 2 591 741 10,1 154 59 2,13 674
118 2 687 632 5,8 140 70 2,1 958
158 3 580 597 4,6 149 49 1,98 55
161 3 721 655 7,5 157 109 2,66 960
171 3 777 726 7,3 107 82 1,89 447
125 3 707 799 6 132 182 3,14 2831
100 3 962 529 5,7 157 57 2,14 1355
110 3 1268 1029 18,6 225 111 3,36 591
121 3 1062 620 12,1 210 122 3,32 1270
146 3 735 758 5 114 34 1,48 1273
160 3 625 579 3,9 129 78 2,07 1305
157 3 758 836 8,9 162 50 2,12 758
115 3 818 712 5,2 152 125 2,77 819
107 3 919 843 9,2 150 75 2,25 513
148 4 511 676 8 170 50 2,2 1919
153 4 547 595 8,1 183 41 2,24 674
163 4 704 626 5,7 117 78 1,95 5354
109 4 824 671 8,9 150 76 2,26 4124
106 4 711 602 11,7 187 101 2,88 385
108 4 442 672 8,4 174 88 2,62 3688
149 4 522 554 9,9 150 68 2,18 232
141 4 854 772 8,8 123 76 1,99 5428
133 4 924 842 12,5 155 36 1,91 160
134 4 745 732 6,2 142 112 2,54 611
137 4 537 574 6 176 65 2,41 1117
138 4 665 642 7,2 116 86 2,02 4469
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UL LA Homoc stein‘ Cholesterin ‘ Triglyzeride | Totale neutrale
gemessen | berechnet M gly Lipide (TNL)

[mg/dL] [mg/dL] [mg/dL]

|
OxLDLAk

|
Patient = Gruppen-

Nr. code

| [umol/L] | [umol/L] | | lpgry | mUmLD
142 4 873 705 13 110 59 1,69 1444
144 4 837 609 4.4 145 73 2,18 113
166 4 912 694 4.8 153 68 2,21 2357
126 4 868 817 7,8 183 187 3,7 1657
103 4 1013 785 12,9 168 141 3,09 2666
111 4 638 541 5,8 152 70 2,22 2889
135 5 577 616 5.1 109 41 1,5 3246
136 5 836 871 6,5 137 83 2,2 1699
170 5 585 581 10,7 142 31 1,73 1561
172 5 443 621 9,9 119 46 1,65 1447
174 5 658 722 4,3 176 34 2,1 1036
131 5 606 639 10,5 141 57 1,98 432
132 5 893 831 6,7 107 55 1,62 1557
139 5 1196 842 8,4 131 81 2,12 754
143 5 962 789 8,2 119 86 2,05 815
145 5 788 785 5 107 125 2,32 430
147 5 826 590 8,9 129 80 2,09 167
156 5 590 608 4,6 88 54 1,42 575
162 5 881 772 52 158 101 2,59 2700
175 6 1208 1088 13 275 182 4,57
176 6 909 821 9.8 204 71 2,75
177 6 747 771 6,9 199 73 2,72
178 6 824 1061 16,5 159 145 3,04
179 6 398 785 8,8 159 230 3,89
180 6 756 693 12 153 145 2,98
181 6 973 935 18,7 178 201 3,79
182 6 1103 1006 24.6 191 94 2,85
183 6 1314 1035 25 217 180 3,97
189 6 808 803 3,4 179 138 3,17
194 6 1072 814 26,6 162 99 2,61
198 6 1105 1032 20,4 190 157 3,47
185 7 924 671 19,8 333 274 6,07
186 7 1157 733 8,7 200 269 4,69
191 7 1221 862 8.3 218 243 4,61
192 7 824 462 17,7 217 230 4,47
193 7 859 562 5,6 180 124 3,04
195 7 888 710 14,4 161 236 3,97
196 7 872 705 15,2 127 73 2
197 7 812 882 6,6 180 119 2,99
200 7 1244 1070 11 236 390 6,26
201 7 1204 984 6,6 163 143 3,06
202 7 999 873 13 150 70 2,2
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