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1 Einleitung

1.1 Erlauterung der Thematik

Oxidative Vorgange im Pathomedanismus verschiedener Krankheiten sind in den letzten
20 Jahren in der medizinischen Forschung und zunehmend auch in der klinischen Behand-
lung stark in den VVordergrund geriickt.

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen fand man Zusammenhénge mit oxidativen
Vorgangen im Stoffwedsel [35]. Man konrte eine Uberproduktion von freien Radikalen
und Produkten aus oxidativer Schadigung feststellen [54]. Die Wirksamkeit einiger ge-
brauchlicher Medikamente zur Therapie von chronisch entztindlichen Darmerkrankungen
wird zum Tell einem antioxidativen Effekt zugeschrieben.

Ein Ungleichgewicht zwischen Entstehung und Abwehr von freien Radikalen (Oxidantien)
wird im Allgemeinen als oxidativer Strefd bezechnet. Oxidativer Strel3 kdnnte an der
Schédigung des Organismus, spezell der Darmschleimhaut, bel chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen beteili gt sein.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit Antioxidantien im Plasma von Kindern mit den chronisch

entzuindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.

1.1.1 Atiologie dhronisch entziindlicher Dar merkr ankungen

Die Erkrankungsursachen fur chronisch entziindliche Darmerkrankungen sind viel disku-
tiert; bisang gibt es jedoch keine nadhweisbare Hauptursade. Verschiedene Theorien rei-
chen von infektidsen Ursachen zum Beispiel durch spezfische Erreger wie das Mycobak-
terium paratuberkulosis oder die Paramyxoviren [71], Gber immunologische Ursachen zum
Beispiel durch eine gestérte Immuntoleranz [24], einen Mangel an mucosaler 1gA [59] und
einer Ubersteigerten Immunantwort, bei der es zu einer Uberproduktion von proinflammea-
torischen Cytokinen komnt [64] bis hin zu psychogenen Ursachen [81].

Alle bisher diskutierten Pathomedanismen kénnten einen Einflul? auf die Entstehung freier
Radikale und deren Abwehr und Eliminierung durch Radikalenfénger haben.



1.1.2 Morbus Crohn

Morbus Crohn ist eine chronische Darmentziindung, bel der transmural alle Darmwand-
schichten in den Entziindungsproze? eingeschlosen sein kdnnen. Samtliche Darmab-
schnitte von der Mundschleimhaut bis zum Anus kénnen vom Morbus Crohn betroffen
sein, am haufigsten kommt es zu einer Entztindung des terminalen Ileums und proximalen
Kolons, daher auch das Synonym lletis terminalis. Die erkrankten Darmabschnitte sind
diskontinuierlich betroffen, daher riihrt ein weiteres Synonym, Ileitis regionalis.

Ungefahr 25% aller Neuerkrankungen treten im Alter unter 20 Jahren auf [45]. Die Inzi-
denz im Kindesalter wird je nach Region unterschiedlich beaffert, sie liegt zwischen 2,3
auf 100000 cer unter 16 Jahre dten Kinder in Schottland [10] und 160 der 15-19jahrigen
Kinder in Skandinavien [43].

Jungen und M&dchen sind in gleicher Haufigkeit betroffen [45].

Der Morbus Crohn fiihrt zu Bauchschmerzen, insbesondere im rediten Unterbauch, zu
akuter und chronischer Diarrhte, selten mit Blutauflagerungen, Gewichtsverlust, Wads-
tumsverminderung, gelegentlich erhthten Temperaturen und tastbaren Resistenzen im
rediten Unterbauch. In ca 25% komnt es zu extraintestinaen Manifestationen (siehe un-
ten)[45].

1.1.3 Colitis ulcerosa

Bei der Colitisulcerosaist vor alem der Dickdarm von dem Entziindungsproze3 betroffen.
Die Entzindung beginnt meist im distalen Rektum und breitet sich kontinuierlich Gber die
Kolonschleimhaut nach oral aus, dabel kommt es zur Aushildung von Ulzerationen der
oberfladlichen Schleimhautschichten.

Die Inzidenz variiert stark in den unterschiedlichen Regionen, bevorzugt betroffen sind die
industrialisierten Lander. Fur die 10-19 jahrigen Kinder wurde eine Inzidenz von 2,3 auf
100000 gefunden [16].

Jungen und M&dchen sind deich haufig betroffen.

Klinisch stehen blutig-schleimige Durchfélle und krampfartige Unterbauchschmerzen im
Vordergrund, haufig komnt es zu Gewichtsverlust, Ubelkeit und Erbrechen und gelegent-
lich zu Fieber [16].
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1.1.4 Extraintestinale Symptome und K omplikationen chro-
nisch entziindlicher Dar merkrankungen

Zusétzlich, selten auch primér, kann es bei beiden Erkrankungen zu extraintestinalen
Symptomen kommen [45]. An der Haut kann es zum Beispiel zum Erythema nodosum,
zum Pyoderma gangranosum, zur Epidermolysis bullosa aquuisita und Polyarteriitis nodosa
kommen, an den Augen zu lIritis, Uveitis, Episkleritis und zum Pseudotumor orbitag an
den Gelenken zu Arthritiden, Arthralgien und Ankylosierender Spondylitis, in der Leber
zur primér sklerosierenden Cholangitis.

Selten kann der langwierige Entztindungsproze? zu einer Amyloidose fihren.

Als Komplikationen konnen zum Beispiel Malabsorptionsg/ndrome mit Gewichtsverlust,
Resorptionsd6rungen von Vitamin B 12, Folsdure und Gallenséuren und daraus folgend
im Kindesalter Wadstumsg6rungen auftreten.

Bei der Colitis ulcerosa kann es zu massven Blutungen und zum toxischen Megalon
kommen. Im spéteren Verlauf haufen sich Colonkarzinome.

Der Morbus Crohn kann im Rahmen fortschreitender Entziindungsprozess zu Darmste-

nosen mit lleus und Perforationsgefahr und haufig zu Fisteln und Abszessen fuihren.



1.2 Freie Radikale

Freie Radikale sind chemische Molektile, welche ein oder mehrere unpaaige Elektronen in
ihren aul3eren Orbitalen tragen. Durch dieses Elektronenmil3verhdltnis sind frele Radikale
besonders re&ktiv [38]. Sie nehmen an Oxidations- und Reduktionsre&tionen ihrer Um-
gebung tell, um dadurch ihre elektrochemische Stabili tét zurtickzugewinnen. Dabel kdnnen
samtliche biochemische Verbindungen wie Lipide, Proteine, Nukleinsduren, Kohlenhydrate
und Gewebe geschéadigt oder zerstért werden. Biologisch relevant sind das Superoxid
(O77), das Wassrstoffsuperoxid (H:O.), das Hydroxylradikal («OH), die Hypochlor-
saure (HOCI), das Ferryl, das Peroxyl und das Alkoxyl [39].

In Organismen erfolgt die zdluldre Schadigung durch freie Radikale primér Uber die
Peroxidation von mehrfachungeséttigten Fettsauren in Membranen. Durch die dabel
entstehenden Peroxylradikale wird die sogenannte Lipidperoxidation in einer
Kettenreaktion unterhalten. Lipidhydroperoxide sind das initille Produkt dieser
Kettenreaktion (siehe Abbildung 1). Durch Dekomposition kénnen eine Reihe von
cytotoxischen Produkten, wie Aldehyde (zum Beispiel Malondialdehyd) entstehen. Dies
kann die Membranstabilitdt und —permedbilitét stark beantraditigen und so das

Zellvolumen und den Zellmetabolismus veréndern oder sogar Zellen zerstéren [76).



8

Lipidperoxidation

H20. ‘ 0"
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Re, ROOe, OHe
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RH, ROOH, H,0
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Abbildungl: Reaktionsmeg der Lipidperoxidation nach Sdol undHoffenberg [76]:
Induziert durch Sugroxid (O;") und andre freie Radikale (erkennba an <) werden
mehrfachungesattigte Fettsduren (PUFA/ LH) zu Fettsdureradikalen (Le ), indemsieim
Bereich ihrer Doppelbindungen ein Wasserstoffatom abgeben. Das Le reagiert rasch
unter Saterstoffverbrauch zu einem Peroxylradikal (LOO-). Dieses kanneine neue PUFA
oxidieren undso de Kettenreaktion urterhaten (Propagdion), dabel entstehen
Lipidhydroperoxide (LOOH), welche durch Dekomposition urter anderem zu dem
mutagenen Malondaldehyd reagieren konren.
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Lipidperoxide und deren Nebenprodukte konnen direkte toxische Wirkungen auf Zellen

und Zellorganellen haben, konnen chemotaktisch auf Neutrophile Granulozyten wirken
und kdnnten die Cytokin- und Phopholipasedktivitdten beanflusen. Sie werden als Indi-
katoren fur oxidativen Strefd angesehen und gemessen [76]. Freie Radikale oxidieren Pro-
tein-Sulfhydrylgruppen (z.B. in Glutathion, Zytostrukturproteinen und C™*-ATPase) und
inaktivieren so Enzyme und verdndern Strukturproteine. Das Hydroxylradikal kann die
DNS beschadigen, sie ist in jeder Zelle taglich 10 Oxidationen ausgesetzt. Dabei kénnen
mehr as 20 verschiedene oxidative Verbindungen entstehen, zum Beispiel aus dem Guanin
der DNS das mutagene 8-Hydroxyguanin. Dies kann zum Abbruch von DNS-Replikatio-
nen bel Reparaturprozesen fuhren [29]. Zum Tell wird dieser Vorgang und die unzurei-
chenden Reparaturmedanismen fir die Tumorentstehung und die Alterung des Organis-
mus verantwortlich gemadit [6].

Im Darm konnen Wasserstoff peroxid und Nitritoxide die Wasser- und Elektrolytsekretion
erhohen und sind damit zum Teil fur die Durchfélle bel entziindlichen Darmekrankungen
verantwortlich [35]. AulRerdem konnte Hypochlorsaure Proteaseinhibitoren inaktivieren
und so durch unkontrollierte Protease- und Kollagenesasktivitdt zur Gewebeschadigung
fuhren [89].

1.2.1 Entstehung freier Radikale

Im menschlichen Stoffwedhsal entstehen frele Sauerstoffradikale physiologischerweise als
Nebenprodukt der Elektronentransportkette in den Mitochondrien [80] und bei anderen
mikrosomalen Elektronentransporten (Cytochrom P-450). Dabei kénnen vor alem das
Superoxid (O.7), das Wassrstoffperoxid (H.O.) und das Hydroxylradikal (¢OH) entste-
henden. Durch sogenannte Ledkagen kdnnen sie dabei freigesetzt werden und die Zellen
schédigen [39].

Durch verschiedene Oxidasen (zum Beispiel Xanthin-, Aldehyd- und NADPH-Oxidasen)
wird direkt oder indirekt Superoxid produziert, welches Vorlaufer fir noch resktivere
Substanzen ist [34].

Zusétzlich entstehen freie Radikale durch Autooxidationsvorgange (z.B. Katedholamine
und Tetrahydrofolsaure) [49].
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Aktivierte Phagozyten (z.B. Neutrophile, Eosinophile, endotheliale Zellen, Monozyten und

Makrophagen) bilden als Antwort auf Entziindungsmediatoren und Bakterienzdlwand-
produkte Superoxid und Wasserstoffperoxid zur Zerstérung der phagozytierten organi-
schen Substanzen [75].

Durch die verschiedenen Medhanismen ist der menschliche Kérper pro Tag etwa 10 Mo-
lekllen Superoxid ausgesetzt, das entspricht einer Menge von 1,75 kg pro Jahr fur eine 70
kg schwere Person [6].

In der Haber-Weiss Red&tion entsteht aus Superoxid und Wasserstoffperoxid das schéad-
lichste frele Radikal, das hochreaktive Hydroxylradikal. Unter physiologischen Bedingun-
gen ist diese Re&ktion zu langsam um den Organismus zu schadigen. In Anwesenheit von
freilem Eisen oder Kupfer erfolgt diese Re&ktion katalysiert deutlich schneller, diese Re&-
tion helf3t dann Fenton Reé&ktion (siehe Gleichung 1).

Aktivierte Granulozyten und Monozyten setzen Myeloperoxidase frel, ein Enzym, welches

Entstehung des Hydroxylradikals
O, +A-Fe®" . O,+ A-Fe'"
20, +2H" - HO,+ O,
H* + A-Fe?" + H,0, — "OH + A-Fe"*"+ H,0

Gleichung 1: Eisenkatalysierte Haber-Weiss Reaktion (Fenton
Reaktion): Chelatoraniongebundenes Eisen (A-Fe*3")
katalysiert die Reaktion von Superoxid (O.") und

Wasser stoffperoxid (H-0.) zum Hydroxylradikal (‘OH).

aus Was=rstoffperoxid Superoxid und Hypochlorsaure produziert, eine starke antibakte-
rielle Substanz, die auch Zellen in der Umgebung schédigt [35, 89].

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde eine erhohte Aktivitét der Myel-
operoxidase in entziindlich veranderter Darmschleimhaut gefunden [4, 52]. In Granulozy-
ten und Monozyten aus peripherem Blut und in entziindeter Darmschleimhaut konrte eine
erhohte Produktion freier Radikale nadhgewiesen werden [49, 50, 51, 74].
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1.3 Antioxidative Abwehr

Verschiedene enzymatische und nichtenzymatische endogene Medanismen schiitzen den
Organismus vor freien Radikalen; diese Antioxidantien werden in zwei Gruppen aufgeteilt
[15].

Die priméren praventiven Antioxidantien reduzieren die Produktionsrate von freien Radi-
kalen, zum Beispiel durch die Reduktion von Wasserstoff peroxiden (zum Beispiel durch
Glutathionperoxidase und Katalase) oder durch freles Metall bindende Substanzen wie
Transferrin, Ladoferrin und Ferritin as Eisenfanger sowie Coeruloplasmin und Albumin
as Kupferfanger.

Die sekundéren Antioxidantien, welche direkt freie Radikale durch Verkirzung der Ket-
tenléange inaktivieren, werden kettenunterbrechende Antioxidantien genannt. Sie sind die
eigentlichen Radikalfanger. Hierzu gehtdren zum Beispiel Vitamin E as Peroxylfanger und
Superoxiddismutase (SOD) as Superoxidfanger.

Superoxiddismutase (SOD), Katalase und Glutathionperoxidase schiitzen die Zellen vor-
wiegend intrazdlulér vor lokal entstandenen freilen Radikalen.

Frei et al. konnten zagen, dal? die sekundéren Antioxidantien bei der Lipidperoxidation in
einer bestimmten Reihenfolge verbraucht werden: Vitamin C und SH-Gruppen > Bilirubin
> Harnsaure >a—Tocopherol [32].

Im Blut gibt es eine Reihe von wasserlédichen und an Lipide bzw. Lipoproteine gebun-
dene lipididsiche Antioxidantien, zum Beispiel Glutathion, Harnsdure, Albumin, Cystein,
Vitamin C, Tocopherol, Ubichinon und eine Gruppe verschiedener hdmbindender Proteine
wie aum Beispiel Haptoglobin und Hamopexin [41].

Fur die Untersuchung des antioxidativen Status im menschlichen Plasma stand uns eine
Methode zu Verfligung, mit der man die Eigenschaft des Blutplasmas messen kann, freie
Radikale abzufangen. Diese Radikaféngerkapazta wird TRAP (aus dem Englischen:
Total radicd-trapping antioxidant parameter) genanrt.

Als Radikalfanger kommen verschiedene Plasmakomponenten in betradit, die wichtigsten
bekannten haben wir einzeln bestimmt und ihren Antell an der TRAP erredhnet.
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1.3.1 Superoxiddismutase

Die drel bekannten Superoxiddismutasen enthalten verschiedene Metalle in ihrem Molekdl,
se katalysieren die Re&ktion des Superoxidradikals zum weniger schadlichen Wasser-
stoff peroxid:

20, +2H" - O, + H.0;,
Die Cu-Zn-SOD komnt im Zytosol, die Mn-SOD mitochondrial und eine dritte erst kiirz-

lich entdedkte SOD extrazdlulér vor.

1.3.2 Katalase

Die Katalase, Uberwiegend in Peroxisomen vorkommend, katalysiert die Redtion des

Wasserstoff peroxids zu unschédlichem Sauerstoff und Wasser:

2H50; - O, + 2H0

1.3.3 Peroxidase

Die Peroxidase katalysert die Redtion von Hydroperoxidradikalen zu Hydroxid und
Wassr:
R-O-OH+2H" - R-OH + H,0O

Die Glutathionperoxidasen sind eine Gruppe von zytosolischen, mitochondrialen und ex-

trazdlularen Enzymen. Sie enthalten das diétetisch wichtige Selen auf ihrer aktiven Seite.



13
1.3.4 Vitamin C

Die hydrophile Ascorbinsdure (Vitamin C) ist mit etwa 14% an der TRAP im Blutplasma
beteiligt [85], de ist das wichtigste nutritive wasserlosiche Antioxidans. Vitamin C hat
sowohl antioxidative als auch prooxidative Eigenschaften. Antioxidativ wirkt es zum Bei-
spiel auf Hydroxylradikale, Wasrstoffperoxid und Hypochlorsdure [38], indem es mit
ihren reagiert und selbst zu einem kaum schédlichen Ascorbylradikal [31] wird. Im weite-
ren Verlauf reagieren zwel Ascorbylradikale zu Dehydroascorbinsdure und Ascorbinsiure.
Vitamin C wirkt auf3erdem indirekt antioxidativ indem es oxidiertes Vitamin E re&ktiviert.
In Kombination mit Eisen verstérkt Vitamin C die Lipidperoxidation und kann oxidative
Schéden verursadhen [11]. Die Bewertung der antioxidativen Aktivitét ist konzentrations-
abhangig. Wayner et al. konnten 1986 eine Abhéngigkeit der antioxidativen Kapaatét von
der initialen Vitamin C Konzentration nachweisen [85]. Fur die Praxis hat sich ein mittlerer
Bewertungsfaktor fur die antioxidative Kapaatét von 1,7 umol freier Radikale pro pmol
Vitamin C als praktikabel erwiesen.

1.3.5Vitamin E

Vitamin E ist der wichtigste fettlodiche Radikalfanger [23], es ist Uberwiegend zdlmem-
brangebunden, sowie im Blutkreidauf an Lipoproteine gebunden. Vitamin E ist ein Sam-
melbgriff flr 4 verschiedene Tocopherole und 4 Tocotrienole, sie gehdren zu den essen-
tiellen Vitaminen, die nur nutritiv erworben werden kdnnen. Wirksam ist im wesentlichen

a-Tocopherol und zu einem deutlich geringeren Teil y—Tocopherol. a-Tocopherol ist fir

ca 7% der TRAP im Plasma verantwortlich [85]. Das a—Tocopherol reagiert direkt mit
den frelen Radikalen, dabel wird es selbst zu einem wenig schadlichen Tocopherolradikal.
Es blockiert die Kettenregtion der Lipidperoxidation durch Reaktion mit den Peroxyl-
und den Alkoxylradikalen. Aul3erdem reduziert es die Konzentrationen von Superoxid,
Hydroxylradikalen und regtivem Sauerstoff. Das dabel entstandene Tocopherolradikal
kann zur Zellmembran wandern und an ihrer Aul3enflade von Vitamin C in a—Tocopherol

zurtickverwandelt werden [88].
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1.3.6 Harnsaure

Harnsdure entsteht bei der Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin aus dem Abbau von
Nukleinséuren. Harnsdure ist mit ca 58% Antell die wichtigste wasserlosliche Kompo-
nente der TRAP im Blutplasma [85]. Seine antioxidative Wirkung beruht in der direkten
Aufnahme der Uberzéhligen Elektronen und damit der Oxidation zu Allantoin [5]. Harn-
sdure hemmt effektiv die Lipidperoxidation durch Inaktivierung der Peroxylradikale [65],
fangt Superoxid, Hydroxylradikale und Hypochlorséaure [36]. Zusétzlich bildet Harnsaure
Komplexe mit Kupfer- und Eisenionen, dies hemmt die oben beschriebene Fenton-Re&k-
tion sowie die eisenkatalysierten Oxidationsvorgange durch Vitamin C [22]. Man konnte
einen effektiven antioxidativen Schutz der DNA nadhweisen [19]

1.3.7 Protein-SH-Gruppen

Thiol-Gruppen (SH-Gruppen) sind die antioxidativ wirksamen Komponenten der radika-
lefangenden Plasmaproteine. Der Anteil der SH-Gruppen an der TRAP im Blutplasma ist
etwa 21% [85]. In friheren Untersuchungen wurden Aussagen Uber den Antioxidantien-
status mit der Messung von einzenen Proteinen getroffen, zum Beispiel mit Bestimmung
des Glutathions. Glutathion steht in der oxidativen Abwehr in Erythrozyten an vorderer
Stelle, es schiitzt eine Reihe von wichtigen Enzymen und SH-Gruppen enthaltende Pro-
teine (zum Beispiel Ca?*-ATPasen und Hormonrezeptoren) vor Oxidation [11]. Die Mes-
sung der antioxidativen Aktivitét aller Plasmaproteine kann in der Praxis besser durch die
Bestimmung der SH-Gruppen erfolgen, deren Mesaung ist einfacher und damit genauer als
die Bestimmung der antioxidativen Kapaaztét der einzenen Plasmaproteine. SH-Gruppen
werden leicht durch Hypochlorsdure und Hydroxylradikale zu Schwefelradikalen (Thiyl-
radikalen) oxidiert. Unter bestimmten Bedingungen sind Schwefelradikale selbst schédliche
re&tive Produkte, sie kbnnen mit Sauerstoff Oxysulfurradikale bilden, welche wiederum

singuldren Sauerstoff bilden konnen [87].
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1.3.8 Welitere Antioxidantien

Das Uberwiegend aus dem Hamoglobinabbau entstehende Bili rubin spielt fur die antioxi-
dative Abwehr in physiologischer Konzentration keine entscheidende Rolle. Erst in hbhe-
ren Konzentrationen fallt die antioxidative Kapaztét das albumingebundenen Bilirubins ins
Gewicht. Seine antioxidative Wirkung pro Mol zwel frele Radikale abzufangen beruht auf
der Oxidation zu Biliverdin [77]. Es inhibiert die Lipidperoxidation und fangt singularen
Sauerstoff [63]. Wie Vitamin C kann es oxidiertes Tocopherol regenerieren.

Ubichinol-10 ist die reduzierte Form des Koenzyms Ubichinon-10 (Q-10). Ubichinon hat

eine dhnliche Strukturformel wie das a—Tocopherol, wird vom menschlichen Korper je-
doch selbst synthetisiert. Wie das Vitamin E fangt Ubichinol-10 freie Radikale in Lipid-
membranen und im Plasma. Ubichinol-10 findet sich zu 45% in den Mitochondrien und ist
dort fur die antioxidative Abwehr verantwortlich [69]. In physiologischen Konzentrationen
kann es das Vitamin E als Antioxidans im Plasma ersetzen und oxidiertes Tocopherol re-
generieren [30]. Ubichinol-10 fangt freie Radikale, indem es selbst zu Ubisemichinon und
weiter zu Ubichinon oxidiert wird. Ein verandertes Verhéltnis von Ubichinon-10 zu Ubi-

chinol-10 zugunsten der oxidierten Form [&3t oxidativen Stref3 vermuten.

Vitamin A bezehungsweise seine Vorstufe, das 3-Karotin, ist eine fettldsliche Substanz.

Als Antioxidans kann es wie a—Tocopherol Sauerstoffradikale in der Lipidmembran fan-
gen und die Lipidperoxidation hemmen; hauptsidilich quencht es singuléren Sauerstoff
[15]. In vivo spielt es wegen seiner niedrigen Konzentration gegentber dem Vitamin E

eine untergeordnete antioxidative Rolle.
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1.4 Wissenschaftliches Umfeld

Das Milverhdtnis von frelen Radikalen und Antioxidantien - oxidativer Stref3 - beze-
hungsweise die dabel entstehenden erhdhten Spiegel an Oxidationsprodukten, wurde viel-
fadh bel unterschiedlichsten Erkrankungen nadhgewiesen. Unter anderen bel Myokardin-
farkt [37, 60, 61], Diabetes mellitus [7], Krebserkrankungen [8] und bei den typischen
Frihgeborenenkrankheiten wie der Retinopathia préamaturorum [18], den intraventrikul&
ren Blutungen, der nekrotisierenden Enterokolitis [58] und der bronchopulmonalen Dys-
plasie [47].

Das vermehrte Entstehen freier Radikale wurde bei chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen in verschiedenen Untersuchungen nadhgewiesen. Es gibt starke Hinwelise fur eine
wichtige Rolle von oxidativem Stref3 bel der Pathogenese der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen [9].

In Biopsien entztindeter Darmschleimhaut von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patien-
ten fanden Lih-Brody et al. 1996 erhohte Konzentrationen von Stoffwedselprodukten aus
Proteinoxidation und DNA-Oxidation, sowie eine erhdhte Chemilumineszens von re&kti-
ven oxidativen Mediatoren. Sie fanden dabei die antioxidative Superoxiddismutase in der
entztindeten Schleimhaut erniedrigt, Zink und Kupfer, als Kofaktoren der Superoxiddis-
mutase, waren ebenfalls erniedrigt. Der Eisenspiegel als Prooxidans (Fenton-Regtion) war
erhoht [54].

Fur die wirksamen Therapeutika beider Erkrankungen wurden sowohl in vitro [20, 90], als
auch in vivo [3] antioxidative Wirkmedanismen nachgewiesen und dadurch ihre medika-
mentdse Wirkung tellweise erklért. Die Entstehung Freier Radikale bei der Phagozytose
wird durch Immunsuppresson mit Glucokortikoiden, Cyclosporin und Salicylaten verhin-
dert und die Radikalfangeraktivitdt mit Salicylaten und diétetischer Einnahme von Antio-
xidantien erhoht. Den Erfolg der Behandlung ermittelte man retrospektiv anhand der Kli-
nik und der Ruckfallrate.

In einer adhtjahrigen Dosisfindungsgudie konnte Emerit 1989die Wirksamkeit von paren-
teral gegebener boviner Superoxiddismutase bei steroidresitenten Morbus Crohn Patienten
zeigen [269)].
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Nur wenige Studien beschéftigten sich bisher mit den Antioxidantien bel chronisch ent-

zindlichen Darmerkrankungen. Einzene antioxidative Substanzen wurden in verschiede-
nen Untersuchungen bestimmt.

FernandezBanares et al. vertffentlichten 1989 eine Studie des Vitaminstatus im Plasma
von Patienten mit Morbus Crohn (= MC) und Colitis ulcerosa (= CU) gegen eine Kon-

trollgruppe Gesunder. Unter den untersuchten Vitaminen waren auch die antioxidativen
Substanzen Vitamin C und a—Tocopherol. Vitamin C war in beiden Patientengruppen er-
niedrigt (MC: 2,57+0,6 p<0,01; CU: 3,2+0,77 n.s.; gegen 8,7+0,30 mg/l). Das a—Toco-
pherol war bei Morbus Crohn Patienten unveréndert (10,5+10,0 gegen 10,7+0,30 mg/l),
bei erhdhtem a-Tocopherol/Cholesterin-Quotienten (7,9+0,40 gegen 6,1+0,10 mg/g,
p<0,01).. Bei den Colitis ulcerosa Patienten war das a—Tocopherol erniedrigt (8,5+0,70

gegen 10,7£0,3 mg/l, p<0,01), be normaem o-Tocopherol/Cholesterin-Quotienten
(6,3+0,5 gegen 6,1+0,10 mg/q) [27].

Bei einer Vitaminstudie fanden Kuroki et a. 1993im Blutplasma von Morbus Crohn Pa-
tienten erniedrigte Konzentrationen von Vitamin E (0,66 = 0,14 gegen 0,79 £ 0,16 mg/dl,
P<0,01) und Vitamin A . Das Vitamin C zagte eine tendentielle Erhthung der Plasma-
konzentration (0,86 + 0,29 gegen 0,72 £ 0,26 mg/dl). Es fand sich keine Korrelation der
Antioxidantien mit der Krankheitsaktivitéat. Vitamin E und Cholesterin korrelierten bei den
Patienten miteinander (r=0,45, P<0,05) [53].

Hoffenberg et al. Untersuchten 1997 die Konzentrationen einiger Antioxidantien im Blut-
plasma von Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen. Sie fanden eine
Tendenz zu erniedrigtem Vitamin C be Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (MC:
27,3t125; CU: 29,5£136 gegen 42,0£11,4 umol/l, n.s. ) - beide Patientengruppen zu-
sammen betraditet ergaben eine signifikante Erniedrigung des Vitamin C (28,4125
pmol/l, p<0,05), eine Erhdhung der Glutathionperoxidase (MC: p<0,05; CU: n.s.), eine
Erhéhung des Glutathions (MC: p<0,05; CU: n.s.) und eine Erhéhung des a—Tocopherols

(MC: 26t4 p<0,05; CU: 24+12 n.s.; gegen 20+4 umol/l). Das y-Tocopherol war im Be-
reich der Kontrollen (MC: 7£3; CU: 5+4 gegen 5+2 pmol/l) [44].

Ramakrishna et al. fanden 1997bel einer Untersuchung von Colitis ulcerosa Patienten die
Konzentration des Vitamin E im Plasma unveréndert gegentiber der Kontrollgruppe, Vi-
tamin A und Cystein waren signifikant erniedrigt, es fand sich keine Korrelation der An-
tioxidantien mit der Krankheitsaktivitét [68].
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Zwel Untersuchungen von Antioxidantien in entztindeter und nicht entziindeter Darm-

schleimhaut wurden von Buffinton und Doe 1995 durchgefihrt. In der ersten Untersu-
chung an 17 Morbus Crohn und 13 Colitis ulcerosa Patienten fanden sie ein erniedrigtes
Vitamin C in entziindeter Schleimhaut [13].

Im gleichen Jahr wurde ihre nachfolgende Untersuchung von entziindeter im Vergleich zu
normaler Mucosa bel 28 Morbus Crohn und 28 Caolitis ulcerosa Patienten veroffentlicht
[14]. Sie bestimmten die totale Kapaatét der Darmschleimhaut Peroxylradikale im wal3ri-
gen Milieu zu fangen (Total agueous peroxyl radicd scavenging cgpadty) mit einer Me-
thode nach Glaze (TRAPgze) [33]. Die Methode beruht auf der Zerstérung von Phycoe-
rythrin und damit der Abnahme seiner Fluoreszenz bel Peroxidation durch freie Radikale,
induziert durch ABAP ((2,2'-Azo-bis-2-amidipropan-Hydrochlorid). Phycoerythrin ist ein
fur die Photosynthese einer Rotalgenart wichtiges Protein. Durch die Mesaung der Ver-
zogerungsphase (Lagphase) in Bezaug zur DNA-Menge, in der die Gewebeprobe eine
Fluoreszenzabnahme verhindert, bestimmte man die TRAPg .« der Gewebeprobe.

Die beschriebene Methode &hnelt der in unserer Untersuchung verwendeten Methode, be-
stimmt jedoch rur die Antioxidantien in der wéssigen Phase.

Die TRAPgze in entziindeter Mucosa aler Patienten war deutlich erniedrigt im Vergleich
Zu nicht entziindeter Mucosa derselben Patienten (Lagphase: 18684 gegen 408t54 /mg
DNA; p=0,0031). Die Harnsdure in entziindeter Schleimhaut war nicht signifikant ernied-
rigt. Das reduzierte und das gesamte Glutathion waren bel den Morbus Crohn Patienten

nicht signifikant erhdht und bel den Colitis ulcerosa Patienten nicht signifikant erniedrigt.

Das Ubichinol-10 war bei beiden Gruppen deutlich erniedrigt. Das a—Tocopherol war
unverandert. Man fand keinen Einflul? irgendeiner konventionellen Therapie auf die An-
tioxidantien [14].

Die bisherigen, oben zum Teil erwdhnten Studien bestimmten die Einzdkomponenten der
oxidativen Abwehr. Sie kamen dabel zu zum Tell mesdednisch begrindbaren unter-
schiedlichen Ergebnisen. Es existierte bisher keine Untersuchung des gesamten Radikal-
fangerstatus von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. In keiner
Studie wurden bisher die wichtigsten radikalfangenden Antioxidantien auf einmal be-
stimmt.

Dieses versuchten wir in dieser Untersuchung mit der Bestimmung des gesamten Antioxi-
dantienstatus sowie der wichtigsten einzednen Antioxidantien im Blutplasma der Patienten

Zu erreichen.
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Da sich die einzenen bekannten Antioxidantien in zum Teil noch unverstandener Art und

Weise untereinander beanfluseen und miteinander interagieren zeigt ein physiologisches
Gemisch der Antioxidantien ein anderes Verhalten als theoretisch von den Einzdkompo-
nenten her zu erwarten ware. Wayner et al. veréffentlichten 1985 eine Methode den ge-
samten antioxidativen Status zu messen [84].

Wir benutzten fir unsere Studie die leicht abgewandelte Form von Wayners TRAP-Me-
thode nach Thurnham [7§].

Mehrere Studien der antioxidativen Abwehr haben seit 1985 nadch der EinfUhrung der
TRAP-Methode nach Wayner, bei unterschiedlichen Erkrankungen die TRAP (im Fol-
genden, wie in den erwéhnten Studien, als TRAPq bezachnet), SH-Gruppen, Vitamin C,
a—Tocopherol, Harnsdure und zum Teil Bilirubin gemesen, die theoretische TRAP (im
Folgenden als TRAP,. bezaechnet) aus den einzdnen Antioxidantien errechnet und mit
einem Normalkoll ektiv verglichen.

Bel der rheumatoiden Arthritis fand Thurnham 1987 im Plasma samtliche Parameter er-
niedrigt, bis auf normale Harnsaure und eine normale aredinete TRAP [7§] .

Bei dem Myokardinfarkt fand Mullholland 1991 eine erniedrigte gemesene TRAP im
Plasma, eine normale errechnete TRAP, Vitamin C war erniedrigt, SH-Gruppen, a-To-
copherol und Harnsdure waren unverandert [62].

Bei frih- und termingeborenen Neugeborenen fand Lindeman 1993 im Plasma erhthte
Werte fir TRAPmes, TRAP4, Vitamin C und Bilirubin, sowie erniedrigte Werte fur SH-
Gruppen und a—Tocopherol. Die Harnsaure war unverandert. Er fand dabei keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen Frih- und Termingeborenen [55].

Bei der Eklampsie fand Jendryczko 1995im Plasma samtliche Werte bis auf das Bilirubin
erniedrigt [46].

Bei der Pneumonie fand Agmelaus 1996 sdmitliche Parameter unverandert [2].

Beim Diabetes mellitus fand Asayama 1993im Plasma Erniedrigungen der TRAP, s und
Erhéhungen von Vitamin C und a—Tocopherol [7]. Ceriello fand bei Diabetikern 1997 bei
einem erhéhten Malonyldialdehyd im Plasma Erniedrigungen von TRAPmes, TRAP, SH-

Gruppen und Harnsdure gegentiber erhdhtem a—Tocopherol [17].
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1.5 Fragestellungen

Deutliche Hinweise fur eine Beteiligung von frelen Radikalen an dem Pathomedanismus
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen lassen die Schiul3folgerung naheliegen,
dal3 die normalerweise bestehende Balance zwischen der Entstehung und Abwehr von
freien Radikalen bei diesen Erkrankungen gestort ist.

Die Erhdhung von freien Radikalen im Plasma ist bereits in mehreren Studien nachgewie-
sen worden. Es stellt sich die Frage, ob die Radikalfangerkapaztét im Plasma von Patien-
ten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen erniedrigt ist, umfassende Studien
hiertber existieren hisher nicht.

Um genauere Aussagen Uber das Niveau der oxidativen Balance treffen zu konnen, inte-
resgerte uns die Radikalfangerkapaztédt des Plasmas insgesamt sowie die Plasmakonzen-
trationen der einzenen bekannten Antioxidantien.

Gibt es Hinweise fir bisher unbekannte antioxidative Komponenten im Plasma?

Wenn die oxidative Abwehr verandert ist, hat die Krankheitsaktivitét darauf einen Einfluf3,
das heil3t korrelieren die Antioxidantien mit der Krankheitsaktivitét?

Bestehen Unterschiede avischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten?
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2 Material und M ethoden

2.1 Patientengut

2.1.1 EinschlufRkriterien

In diese Studie wurden ale Patienten mit der Diagnose einer chronischen entziindlichen
Darmerkrankung aufgenommen, die sich von April 1994 bis Mai 1995 entweder neu oder
routinemaldig in der gastroenterologischen Ambulanz der Universitéts Kinderklinik Ham-
burg-Eppendorf vorstellten. Voraussetzung fur die Aufnahme in diese Studie war, dali3 die
Erkrankung radiologisch oder endoskopisch und histologisch diagnostiziert worden war.

Die untersuchten Patienten leiden an Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa.

2.1.2 AusschlufRkriterien

In die Untersuchung wurden keine Patienten mit chronischen Zweiterkrankungen aufge-

nommen.

2.1.3 Patientenbeschreibung

Es wurden 50 Patienten der Kinderklinik des Universitétskrankenhauses Hamburg-Ep-
pendorf mit klinisch, histologisch und/oder radiologisch gesicherter Chronisch Entztindli-
cher Darmerkrankung untersucht. 29 Patienten waren an Morbus Crohn erkrankt, davon
10 Mé&dchen und 19 Jungen. 21 Patienten waren an Colitis ulcerosa erkrankt, davon 11
Méadchen und 10Jungen (siehe Tabelle 1).

Zum Untersuchungszetpunkt waren die Patienten im Alter von 3 bis 18 Jahren.

Die Morbus Crohn Patienten waren dter als die Colitis ulcerosa Patienten (p<0,05).

Die Patienten waren unterschiedlicher ethnischer Herkunft und standen unter individueller
Therapie.

Bei den Routineblutentnahmen aus peripheren Venen wurde den Patienten, nad vorheri-
gem mundlichen Einverstdndnis der Eltern, zusétzlich je ein EDTA-ROhrchen Blut fir

diese Studie enthommen.



2.1.4 Kontrollgruppenbeschreibung

Die Kontrollgruppe bestand aus 90 internistisch gesunden Patienten, 54 Jungen und 36
Mé&dchen im Alter von 1 bis 20 Jahren (siehe Tabelle 1), die sich wegen verschiedenen
nicht entziindlichen Erkrankungen (zum Beispiel zur Minderwuchsdiagnostik) oder chi-

rurgischen Eingriffen (zum Beispiel Leistenhernienoperationen) in der Kinderklinik des
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Universitétskrankenhauses Eppendorf aufgehalten haben.

Bei den Routineblutentnahmen aus peripheren Venen wurde, nach mtndlichem Einver-

standnis, zusétzlich je en EDTA-R6hrchen Blut fur Studienzwedke entnommen.

Aus organisatorischen Grinden konnten nicht bei allen Kontrollpersonen samtliche La-

borparameter bestimmt werden, wie bei den Patienten, so dal? die Laborparameter der

Kontrollgruppe in unterschiedlicher Anzahl vorhanden sind.

Tabelle 1: Gruppenbeschreibung von Patienten und Kontroll epersonen

Gruppe Anzahl |Anzahl Anzahl Alter
gesamt [Jungen [Mé&dchen (m £ SD)
Morbus Crohn 29 19 10 133+ 3,7
Colitisulcerosa 21 10 11 108+ 4,3
Kontrollen 90 54 36 91+53
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2.2 Methodik

2.2.1 Probengewinnung

Von jeder Routineblutentnahme aus einer peripheren Vene eines Patienten der gastroente-
rologischen Ambulanz, bezaehungsweise praoperativ bel den Kontrollperson wurden zu-
sétzlich 10 ml EDTA-Blut fur die Studie entnommen.

Das Blut wurde im Kihlschrank bei 4°C kurzzatig aufbewahrt und innerhalb einer Stunde
bei 10009 zentrifugiert, das Plasma abgezogen und in Eppendorfhitchen geméld den fir
die verschiedenen Untersuchungen geforderten Mengen aiquotiert.

Die Plasmaprobe fur die Bestimmung des Cholesterinspiegels wurde bis zur Messaung bei
minus 20° C eingefroren.

130l Plasma zur Bestimmung des Vitamin C Spiegels wurden zum Ausfallen der Eiweil3e
mit 130 pl 10%iger Metaphosphorsdure (HPO;) gemischt, in einer Zentrifuge abzentrifu-
giert, der Uberstand abpipettiert und bei minus 80° C bis zur Messung eingefroren.

Die Ubrigen Plasmaproben wurden mit Argon tUberschichtet und bei minus 80° C bis zur
Messung aufbewahrt.
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2.3 Laboruntersuchungen

2.3.1 TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)

Die Radikalfangerkapaztét von Patientenplasma wurde mit der TRAP-Methode nach
Wayner et al. [86] in der abgewandelten Form nach Thurnham [78] bestimmt.

TRAP gibt die Anzahl der Peroxidmolekiihle in Mol pro Liter Plasma wieder, die durch
synergistisch agierende unterschiedliche Bestandtelle des Plasmas gefangenen (trapped)
werden.

Den Hauptbeitrag an der TRAP im Blutplasma haben Harnsdure, Plasmaprotein-SH-
Gruppen, Vitamin C und a—Tocopherol (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Radikafanger, Antell an der TRAP nach Wayner [85]

Antioxidans Anteil an der TRAPin %
m + SD Spannbreite
Harnsaure 58+ 18 35-65
Plasmaprotein-SH-Gruppen 21+10 10-50
Vitamin C 14+ 8 0-24
Vitamin E 72 5-10

Die Mesaung fand in einer Mefls3kammer statt, die lichtgeschiitzt in ein von 37°C warmem
Wasser kontinuierlich durchsplites Bedken auf einem Magnetriihrwerk tauchte. Die
Mef3kammer wurde mit der Sauerstoff messelektrode luftdicht verschlossen. Wahrend des
gesamten Mef3vorgangs wurde die Probe mit Magnetrihren vermischt, entstehende Gas-
blasen wurden regelmél3ig abgelassen. Die Sauerstoffsdttigung wurde mit zwel- oder vier-
kanaligen Sauerstoffschreibern (Firma Yellow Springs, Ohio, USA) gemessen und aufge-
zachnet.

Die Peroxidation von 1,9 pl in 3 ml Phosphatpuffer (PBS-Dulbe, Firma Seromed) ge-
loster Linolsaure (Firma Sigma), durch 30 pl (O 0,4mM) des wasserl6slichen Frele-Radi-
kale-Initiators ABAP ((2,2'-Azo-bis-2-amidipropan-Hydrochlorid) Polysciences, War-
rington, PA), wurde Uber den Sauerstoffverbrauch mit Hilfe der Sauerstoffelektrode er-
mittelt.



25
ABAP ist ein thermolabiler Freie-Radikale-Initiator, welcher bel seiner Dekomposition

eine Uber die Zeit konstante Menge von freien Radikalen produziert. Die freien Radikale
reagieren im Mel3system unter Verbrauch von Sauerstoff mit der Linolsdure a1 Peroxyl-
radikalen. Diese setzen den oben beschriebenen Prozel der Lipidperoxidation in Gang
(sehe Abhildung 1).

Antioxidantien unterbrecdhen diese Kettenreaktion, indem sie die Peroxylradikale afangen.
Durch die gleichzeatige Zugabe von 48 ul Patientenplasma zur Linolsduremischung wurde
eine maximale Sauerstoffabnahme fir eine bestimmte Zeit (, T-Plasma® ) verhindert. Nadc
Verbrauch des Plasma, erkennbar an dem erneuten ungehemnten Sauerstoffverbrauch
wurde zur Kalibrierung des Systems eine bestimmte Menge des wassrlddlichen Vitamin E
Anaogons TROLOX ((6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylsaure) Firma
Fuka), in die Mel3zdle injiziert, welches in bekanntem Mal3e die ungehemnte Linolsdure-
peroxidation fur eine bestimmte Zeit (, T-TROLOX" ) verhindert (siehe Abhildung 2).
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Abbildung2: TRAP (Total radical-trappng antioxidarn parameter):

Die Peroxidation von Lindsdure wird durch den Freie Radikale Initiator ABAP ge-
startet und adredterhalten, dabei wird konstant Saterstoff verbraucht. Die Per-
oxidationwird durch de Zugale von Plasma (T-Plasma) undener bekanrten
Menge des wasser|6dli chen Vitamin E Analogors TROLOX (T-TROLOX) inhibiert.
TRAPmes (Lmol/l)= 2 * [TROLOX] * n * T-Plasma / T-TROLOX (n= Verdinnung-
faktor des Plasmas).
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2.3.1.1 Meldvorgang im Einzelnen

Die Glaskiivetten mit Magnetrthrern wurden mit 3 ml PBS befiillt, etwaige Luftblasen
entfernt, in das auf 37° C vorgewdrmte Wassrbad eingehéngt und mit den Sauerstoff-
elektroden verschlossen. Die Sauerstoffelektroden wurden einmal taglich nadh Vorschrift
geacht. 5,2 pl Linolsdure wurden mit 130 pl Plasma in Eppendorfhtitchen 40 Sekunden
auf einem Vortex verwirbelt, es entstand ein milchig-tribes Gemisch. Die Magnetrihrer
wurden wieder ausgeschaltet und die Sauerstoffelektroden aus den Meflskammern gezogen.
Mit je 50 pl des Linolsaure-Plasma-Gemisches lief3en sich pro Mef3probe zwel Mef3kam-
mern beflillen, dabei wurde die Pipettenspitze durch dreifaches Ansaugen und Ablassen der
Mischung gesplit. Die Sauerstoffelektroden wurden wieder eingesetzt und entstandene
Luftblasen durch Verschieben des Elektrodenhalters zerstort. Der Sauerstoffschreiber
wurden gestartet, man wartete ab bis eine konstante Sauerstoffsdttigung erreicht war und
justierte den Sauerstoffschreiber auf 100% Sauerstoffsdttigung. Die Peroxidationsredktion
wurde Uber die Zugabe des ABAP gestartet. Zur Vermeidung von Lichteinwirkungen
wurde an Lichtschutz angebradt.

Die Zeit der gehemnten Peroxidation der Linolsaure von der ABAP-Zugabe bis zum
Verbrauch der Plasma-Antioxidantien, erkennbar an dem dann rascheren Sauerstoffver-
brauch bei ungehemmter Peroxidation, nannten wir , T-Plasma“. Sie spiegelt die gesamte
antioxidative Aktivitdt des Plasmas wieder, dessen verschiedene Antioxidantien die Per-
oxidation der Linolsdure hemmen.

Nad Beginn der ungehemnten Peroxidation wurde das System bel 50% Sauerstoff satti-

gung Uber die Zugabe von 25 ul (J0,4mM) TROLOX Kalibriert.

Bei einer Sauerstoffséttigung von 0% war der Versuch beendet.

Die TRAP errechnet sich in umol/l aus der Konzentration von TROLOX (hier 3,22
pmol/l) multipliziert mit 2 (ein Mol TROLOX ,fangt® 2 Mol freler Radikale), dem Plas-
maverdinnungsfaktor n (hier 20) und der Zeit T-Plasma dividiert durch die Zeit T-TRO-
LOX. Die gemessene TRAP wird im folgenden TRAPmes genanrt.
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2.3.1.2 Errechnete TRAP
Die gemessene TRAPwurde mit einer stoichometrisch aus den Hauptplasmaantioxidantien
berechneten TRAP verglichen, diese wird im folgenden TRAP.. genanrnt. Die TRAP4.
berechret sich nach Wayner et a. und Stocker mit experimentell ermittelten effektiven
Multiplikationsfaktoren, entsprechend der Fahigkeit pro Mol des Antioxidans Peroxylra-
dikale au1 fangen, und wird in pmol/lI angegeben. (siehe Tabelle 3) [77, 86].

Tabelle 3: Effektiver Multiplikationsfaktor der
Antioxidantien bei der errechneten TRAP

Antioxidantien in uMol/| Multiplikationsfaktor
Vitamin E (a-Tocopherol ) |2
Vitamin C (Ascorbinsdure) 1,7

Harnsaure 1,3

Bilirubin 2

Protein-SH-Gruppen 0,33
2.3.2Vitamin C

Die Ascorbinsdure im Serum wurde indirekt spektrophotometrisch nach Omaye be-
stimmt [66]. S&mtliche Reagenzien wurden von der Firma Merck bezogen. Das Mef3prin-
Zip beruht darauf, dal3 Ascorbinsdure DCIP (2,6-Dichlorphenolindophenol, 0,1 mg/ml))
reduziert, dabel nimmt die Lichtabsorption bei 520 nm ab. Die Abnahme der Absorption
spiegelt die Ascorbinsaurekonzentration wieder.

Zum Probenansatz nimmt man 100 pl des mit 10%iger HPO; (M etaphosphorsaure) gefall-
ten Plasmaliberstandes und mischt es mit 300 pl 5%iger HPO;, 200l Citrat-Acetat-Puffer
(Herstellung: 22g Na-Citrat in 40 ml bidest-H,O |6sen, mit 96%igem Eisessg auf pH 4,15
titrieren, auf 100 ml H,O auffllen) und mit 200 pl DCIP. Nad 30 Sekunden erfolgt in
einem Photometer bel 520 nm die Mesaung des Probenwerts (E.).

Nad Zugabe von Ascorbinsaure in den Probenansatz, es komnt zu einer vollstandigen
Entfarbung, erfolgt die Messung des Probenleewerts (E,).

Zur Bestimmung des Reagenzienwerts vermischt man 400 pl 5%ige HPO; mit 200 ul Ci-
trat-Acetat-Puffer und 200ul DCIP und mif3t die Absorption.
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Zum Herstellen einer Standardmesgseihe mit 6 unterschiedlichen Ascorbinsaurekonzentra-

tionen wird von einer Ausgangseichlosung mit 20 ug Ascorbinsaure pro Millili ter (200 mg
Ascorbinsdure gelost in 10 ml 5%iger HPOs;, wovon 50 pl auf 50 ml mit 5%iger HPOs
aufgefullt werden) ausgegangen. Die Standards werden jewells in der Konzentration hal-
biert. Den Standards wird je 200 ul Citratpuffer und 200 ul DCIP zugegeben, gemischt
und nadh 30 Sekunden bel 520 nm im Photometer gemessen (E;), dann erfolgt nach Zug-
abe von Ascorbinsdure die Mesaung des Probenleawerts (E,).

Die Extinktion (AE) ergibt sich aus E; minus E,, sie wird vom Reagenzienwert subtrahiert.
Mit Hilfe eines elektronischen Redhners wird aus den Standardextinktionen eine Eichkurve
erstellt, und daraus nach Eingabe der Probenextinktion die Ascorbinséurekonzentration

abgelesen und in pmol/l umgeredret.

2.3.3 Tocopherole, Ubichinon und Ubichinal

Die fettlodichen Antioxidantien a—Tocopherol, y—Tocopherol, Ubichinol-10 und Ubichi-
non-10 wurden mit einer Methode nach Finckh et al. [28] elektrochemisch mittels Reverse
Phase HPL C (High Performance Liquid Chromatography) gemessen.

2.3.3.1 Chemikalien und Standards

Ubichinon-7, -9, 10 wurden von der Firma Sigma bezogen, a-Tocopherol, y—Tocopherol,

o-Tocopherol, y—Tocotrienol und HPLC-L6sungsmittel (Lichrosolv) von der Firma Merck
und Lithiumperchlorat von der Firma Fluka. Alle anderen Chemikalien waren von analyti-
schem Grad und wurden von der Firma Sigma bezogen. Das Laufmittel bestand aus 13,4
mM Lithiumperchlorat in Methanol:Ethanol:2-Propanol (88:24:10, v/v). Der Reagenzd-
kohol bestand aus Ethanol und 2-Propanol (95:5, v/v). Die interne Standardidsung (50 pl)
enthielt 122 pmol y-Tocotrienol, 5,6 pmol Ubichinol-9, 8,5 pmol Ubichinon-7 und 0,2
pmol Ubichinon-9 in Ethanol geldst. Ubichinol-7,-9 und -10 wurden aus den dazugehori-
gen Ubichinonen durch Reduktion mit Natriumdisulfat hergestellt. Alle Standardgrundlo-

sungen wurden bel minus 20 Grad Celsius unter Argon aufbewahrt. Der interne Standard

wurde aus 120 ul y-Tocopherol, 50 pul Ubichinon-7 und 80l Ubichinol-9 hergestellt.



30
2.3.3.2 Probenpraparation

Fur die Patientenplasmaproben wurden 100 pl Plasma mit 50 pl internem Standard und 50

pl B-Hydroxytoluol Lésung (111 mg / 100 ml Ethanol) vermischt und 10 Sekunden auf
einem Vortex verwirbelt. Die gesamte Prdparation fand unter Lichtschutz statt. Zu dieser
Mischung gab man 500 pl Hexan, verwirbelte die Mischung fur 2 Minuten und zentrifu-
gierte dlesbel 100g

Der Uberstand wurde abpipettiert und mit Argon kis zur Trockenheit eingedampft.

Zur besseren Ausbeute lipophiler Substanzen wurde das Sediment ein weiteres Mal mit
500l Hexan tberschichtet, wie oben vermischt, zentrifugiert und der Uberstand im selben
Reagenzglas wie vorher eingedampift.

Zur anschlief3enden Mesaung wurde die trockene Phase wieder in 300 pl RM-Alkohol
(Reagenzdkohol : Methanol, 50: 50, v/v) gelost.
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2.3.3.3 Messung
Im HPLC-System arbeitete eine Pumpe (Modell 2150 Firma Pharmada), welche die mit
Helium entgaste mobile Phase mit einem konstanten Pumpvolumen von 1,2 ml pro Minute
transportierte.
40 pl der Plasmaprobe wurden bel Raumtemperatur in eine 20 ul Schleife (Rheodyne, Co-
tati, CA) injiziert und zum Schutz der Hauptsdule durch eine Vorsaule (10x 4,0 mm1.D.,
5 um Partikelgrole, Firma Pharmada) gepumpt.
Beim anschlief3enden Transport durch die Hauptsaule (SuperPac Pep-S RPcycis, 250 4,0
mm |.D., 5 um Partikelgrofe, Firma Pharmada) wurde die Probe je nadh ihrer unter-
schiedlichen Adsorption an das Kieselgel aufgetrenrt.
Mit einem elektrochemischen Detektor (Coulochem Modell 5100 A oder 5200 Firma
ESA) erfolgte Uber zwei Elektroden die elektrochemische Mesaung der Probe nach dem
Reduktions-Oxidations-Prinzip: Beim Durchflief3en der ersten Elektrode in der coulome-
trischen Konditionierungszdle (Modell 502Q -0,60 V) wurden Ubichinon-9 und -10 re-
duziert und beim Passeren der amperometrischen zweiten Elektrode in der Detektionszdle
(Modell 5011, Elektrode-1: -0,15 V, Elektrode-2: +0,60 V) die Oxidationsdromstarke
gemessn.
Die chromatographischen Kurven wurden zu einem Tell auf einem Personalcomputer
(Software: Hyperdata Chromsoft, Firma Bischoff) und zu einem anderen Tell auf einem
Integrator (SP427Q Firma Spedraphysics) berechnet (siehe Abhbildung 3).

2.3.3.4 Berechnung

Die Konzentration der lipophilen Antioxidantien bestimmte man durch den Vergleich der
Integrale der zu messenden Substanz mit dem jewells dazaugehoérigen internen Standard
und Umrechnung mit den Verdinnungsfaktoren. y—Tocotrienol wurde als interner Stan-

dard fur y—Tocopherol und a-Tocopherol, Ubiquinol-9 als interner Standard fur Ubiqui-
nol-10 und Ubiquinon-9 oder aternativ Ubiquinon-7 as interne Standards ftr Ubiquinon-
10 benutzt.
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HPL C-Chromatogramme zur Bestimmung von Ubichinol-10, Ubichinon-10, a—Toco-
pherol und y—Tocopherol.

6 12 18
Retentionszeit {Min)

Abbildung3: Typische HPLC-Chromatogramne ener Sandardlésung (A) undeiner
Plasmaprobe (B), nach Finckh et al.[ 28] :

Die Sandadlésungenthielt S-Hydroxytolud (1), y~Tocotriend (2), y-Tocopherol
(3), a-Tocopheral (4), Ubichinon7 (5), Ubichind-9 (6), Ubichind-10 (7), Ubichi-
non9 (8) und Ubichinon-10 (9). Die Kurven des Chromatogramns wurden inte-
griert und de Flache unter der Kurveder zu urtersuchenden lipophlen Antioxidars
jewells mit einem internen Sandad verglichen und urer Berlckschtigungeines
Verdinnungfaktors deren Konzentration kerechnet.
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2.3.4 Harnsaure

Die Harnsaurekonzentration im Probanden Plasma wurde photometrisch mit einem enzy-
matischen Test nach Town et a. [79] im Zentrallabor des UKE bestimmt.

2.3.5 SH-Gruppen

Die Konzentration der SH-Gruppen im Serum wurden photometrisch bel 412 nm nach
Reduktion von DTNB (5,5 Dithio-bis-2-Nitrobencoic Saure, Firma Sigma) in einem mo-
difizierten Verfahren nach Ellmann[25] gemessen.

Zur Herstellung der 10 mM DTNB-L6sung wurden 39,6 mg DTNB in 10 ml 0,025 M
Phosphatpuffer geldst und nadhfolgend filtriert.

Phosphatpuffer Herstellung: 305 ml 0,2 M NaHPO, (Di-Natriumhydro-
genphosphat, Firma Merck) und 195 ml 0,2 M NaH,PO, (Natriumhydro-
genphosphat, Firma Merck) wurden mit H,O auf 100 ml aufgefiillt und gemischt.

Davon wurden 25ml mit H,O auf 100 ml aufgefillt und gemischt. Dies ergab einen
0,025M Phosphatpuffer mit pH 7.

50 pl Plasma wurden mit 50 pl NaCl (Firma Merck), 900 ul EDTA (Firma Merck) und 20
pl DTNB-L6sung gemischt und 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei komnt es
zu einer Reduktion von DTNB zu 2-Nitro-5-Mercgptobenzolsiure, welches eine intensiv
gelbe Farbung aufweist. Das Re&ktionsverhdltnis von SH-Gruppen zu DTNB war 1:1 Mol.
Bel 412 nm wurde in einem Photometer die Extinktion ermittelt.

Die Standards, ausgehend von 100 ul einer Glutathionlésung 1 nM wurden bis zu einer
0,063 mM LoOsung verdinnt. Sie wurden wie die Plasmaproben mit EDTA und DTNB
vermischt. Nadh 30 Min. Inkubation bel Raumtemperatur wurde bei 412 nm im Photome-
ter die Extinktion gemessen. Die Standardextinktionen wurden auf eine Kurve aufgetragen
und davon mit der Probenextinktion die Glutathion Konzentration der Proben abgelesen

und in umol/l umgerednet.

2.3.6 Bilirubin

Die Gesamt-Bilirubin Konzentrationen des Probanden Plasmas wurden photometrisch im
Zentrallabor des Universitétskrankenhauses Eppendorf mit der DPD-Methode nach Wahl-
feld [83] gemessen.



34
2.3.7 Cholesterin

Die Gesamtcholesterinkonzentrationen wurden photometrisch mit einem Testkit der Firma
Boehringer durch ein enzymatisches Verfahren nach Sherlock [73] bestimmit.

Zur Messung wurden 0,01 ml Plasma mit 1 ml Reagenzlésung vermischt, in eine Klvette
einpipettiert und 10Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Blutplasma enthdt Cholesterinester sowie freies Cholesterin. Zur Spaltung der Ester ent-
hielt die Reagenzlosung eine Cholesterinesterase, welches die Plasmadolesterinester zu
freilem Cholesterin spaltet. Das vorhandene und durch die vorherige Re&tion entstandene
freie Cholesterin wurde durch eine Cholesterinoxidase oxidiert, dabel entstand Wasser-
stoff peroxid, welches mit 4-Amonophenazon und Phenol zu dem Farbstoff 4-p-Benzochi-
nonmonoimino-phenazon regyierte.

Die Absorption dieses Farbstoffes wurde bei 546 nm Wellenldnge in einem Photometer
gemessen und daraus die Cholesterinkonzentration beredhnet (Absorption multipliziert mit
853).

2.3.8 Ubrige Parameter

Die Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BKS) nach Westergren wurde in der Gas-
troenterologischen Ambulanz bestimmt. Alle Gbrigen Parameter (Differenzialblutbild, Ei-
sen, Serumelektrophorese (Albumin, al Globulin, a2 Globulin, 3 Globulin, y Globulin.))
wurden mit Standardmethoden im Zentrallabor des UKE bestimmt.
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2.3.9 Klinische Par ameter

2.3.9.1 PCDAI (Paediatric Crohn’s Disease Activity I ndex) nach Harms

Vier einfache Labor- (BKS, a2 Globulin, stabkernige Granulozyten, Eisen) und 2 Klinische
Parameter (Appetit, Stuhlfrequenz) werden Uber einen Berechnungsfaktor (siehe Tabelle
4) summiert. Dies ergibt einen Punktwert, der laut Harms et a. ausgezeachnet mit dem
Schweregrad der Erkrankung an Morbus Crohn erkrankter Kinder korreliert [42].

Tabelle 4: Berechnung des PCDAI nach Harms

Beredhnungsfaktor |Parameter
20,2 Appetit (1=gut, 2=méaiig, 3=schledt)
2,4 Anzahl der Stuhle pro Woche
0,8 BKS (mm/h)
-0,3 Serum-Eisenkonzentration (pg/dl)
4,1 a2 Globulin (% des Serum-Gesamtproteingehalts)
1,3 Stabkernige Granulozyten (% der weil3en Blutkdrperchen)

Punktwerte unter 150 zagen eine niedrige, zwischen 150 und 220 eine mél3ige und Uber
220eine hohe Krankheitsaktivitdt an (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Krankheitsaktivitatsgruppen des
PCDAI nach Punktewerten

Krankheitsaktivitat PCDAI-Punkte
gering <150

maldig 150- 220

hoch >220
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2.3.9.2 CUAI (Colitis ulcerosa Activity | ndex) nach Rachmilewitz
Nad Radmilewitz werden sedis klinische und zwei Laborparameter werden tber einen
Bewertungsfaktor summiert (sehe Tabelle 6) [67]. Der Punktewert gibt die Krankheitsak-

tivitét bel Colitis ulcerosa wieder.

Tabelle 6: Beurtellungsparameter fur den CUAI (Colitis ulcerosa Activity Index) nach
Radmilewitz

Parameter Bewertungskriterien Bewertung

Stuhlfrequenz /Woche <18 0
1835
36-60
>60

Melana keine

wenig

viel
Allgemeinzustand gut
durchschnittlich
schledt

sehr schledht

Abdominelle Schmerzen/Krémpfe keine
leicht
maliig
stark
Korpertemperatur (aufgrund der Colitis) |37-38
>38
Extraintestinae Symptome Iritis

Erythema nodosum
Arthritis

Laborparameter BKS>50/h
BKS>100/h
Hamoglobin < 100 gl

A NEFRP[IWWWWO|IWNPEFPOIWONEFPLOIANOIWDN P

Ein Gesamtscore <4 bedeutet Remisson, 4-7 leichter Schub, 8-9 mittelschwerer Schub
und =10 schwerer Schub der Colitis ulcerosa. Der CUAI ist fir Erwadcsene Patienten

entworfen worden und wird in der Regel zusammen mit einem endoskopischen Index er-
hoben.
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2.3.10 Statistik

Die Statistik wurde auf einem Personalcomputer mit dem Programm Statistica beredchnet.
Die Mefiwerte werden im folgenden in Tabellen als Mittelwert (m) * die Standardabwel-
chung (SD) wiedergegeben.

Die signifikanten Ergebnise werden zusétzlich in Grafiken mit Mittelwert, Standardab-
weichung, Minimum und Maximum veranschaulicht.

Das Signifikanzniveau liegt bel einer Irrtumswarscheinlichkeit von 5% (p<0,05).
Statistische Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechrnet und de Signifikanz in,,p* angegeben.

Korrelationen wurden nach Speaman berechnet und werden in ,,r“ angegeben, die Signi-

fikanz in,p“.
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3 Ergebnisse

3.1 Antioxidantien im Plasma

3.1.1 Gemessene TRAP im Plasma

Die TRAP, s der Patientengruppen war bel den Morbus Crohn Patienten um 31% und bel
den Colitis ulcerosa Patienten um 20% erhéht gegeniiber den Kontrollen (siehe Abhildung
4).

Bei den Morbus Crohn Patienten war die Erhthung gegentiber der Kontrollgruppe hoch
signifikant (p<0,0001), bel den Colitis ulcerosa Patienten nicht signifikant (p=0,08).

Radikalfangerkapaztidten TRAP, .« im Plasma der Gruppen
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Abbildung 4: Gemessene TRAP-Konzentrationen im Plasma von Kontrollpersonen
(n=57), Patienten mit Colitis ulcerosa (n=21) und Morbus Crohn (n=29).
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3.1.2 Errechnete TRAP im Plasma

Die aus den einzdnen Plasma Antioxidantien errechnete TRAP war bel beiden Patienten-
gruppen nicht signifikant unterschiedlich von der errechneten TRAP der Kontrollgruppe
(siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Konzentrationen der errechneten

TRAPIm Plasma
Gruppe TRAP in pmol/l
Kontrollen (n=13) 644+ 177

Morbus Crohn (n=21) |709+ 108
Colitisulcerosa (n=19) 672+ 146




40
3.1.3 Vitamin C im Plasma

Die Vitamin C Spiegel im Blutplasma waren bei den Morbus Crohn Patienten um 29% und
bei der Colitis ulcerosa Gruppe um 21% erniedrigt gegentiber der Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 5).

Die Erniedrigung der Vitamin C-Konzentrationen war bei den Morbus Crohn Patienten
signifikant (p < 0,05), bei den Caolitis ulcerosa Patienten nicht signifikant.

Vitamin C-Konzentrationen im Plasma der Gruppen

250
SN A S e e e e
25|:| b e e ..................\E....................................E ....................................
"_; 2|:||:| e ,_.L ................................... ]
E - -
= :
E s : (n.=) ; (p<0.0%)
= : : s
T I o ] ...................................
o = 1 T max
LT ] S p— ...................... hlin
: | 1 [ Mittel+50
: hdittal- 50
u] = ;
Kaontrallen Colitis ulcerosa M. Crohn o Mittel
=RUFFE

Abbildung 5: Konzentrationen des Vitamin C im Plasma von Kontrollpersonen
(n=83), Patienten mit Colitis ulcerosa (n=19) und Morbus Crohn (n=25).
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3.1.4 Vitamin E im Plasma

3.1.4.1 a-Tocopherol im Plasma

Die Plasmakonzentration fir a-Tocopherol waren bei den Morbus Crohn Patienten um
78% und die der Colitis ulcerosa Patienten um 43% erhdht gegentber den Kontrollperso-
nen (siehe Abhildung 6).

Die Erhohung der a-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma war bei den Morbus Crohn

Patienten mit p<0,0001und bei den Colitis ulcerosa Patienten mit p<0,0005 hoch signifi-
kant .

o-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma der Gruppen
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Abbildung 6: Konzentrationen desa-Tocopherol im Plasma von Kontrollpersonen
(n=48),Patienten mit Colitis ulcerosa (n=20) und Morbus Crohn (n=29).
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3.1.4.2 a-Tocopherol-Cholesterin-Quotient

Am zuverléssgsten 183t sich der Vitamin E-Status mit dem errechneten a-Tocopherol-
Cholesterin-Quotienten bewerten, da die Plasmaspiegel der fettlddlichen Vitamine direkt
mit den Lipidplasmaspiegeln korrelieren [75].

Die a-Tocopherol-Konzentration im Verhaltnis zum Cholesterinspiegel war bei den Mor-
bus Crohn Patienten um 11726 und bei den Colitis ulcerosa Patienten um 63% erhdht ge-
genliber den Kontrollpersonen (sehe Abhildung 7).

Die Erhéhungen des a-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten waren bei den Morbus Crohn
Patienten mit p<0,0001und bei den Colitis ulcerosa Patienten mit p<0,0001 hoch signifi-
kant.

o-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten im Plasma der Gruppen
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Abbildung 7: Errechnete a-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten im Plasma von
Kontrollpersonen (n=48), Patienten mit Colitis ulcerosa (n=20) und Morbus Crohn
(n=29).
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3.1.4.3 yTocopherol im Plasma

Die y-Tocopherol-Konzentrationen der unterschiedlichen Gruppen unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: y-Tocopherol im Plasma

Gruppe y-Tocopherol (umol/l)
Kontrolle (n=40) 2,15+ 0,74
Morbus Crohn (n=29) 2,07+ 1,25
Colitisulcerosa (n=20) [1,95+ 1,10

3.1.4.4 y=Tocopherol-Cholesterin-Quotient

Die y-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten der unterschiedlichen Gruppen unterschieden
sich nicht signifikant voneinander (sehe Tabelle 9).

Tabelle 9: y-Tocopherol-Cholesterin-Quotient im Plasma

Gruppe Y-Tocopherol-Cholesterin-
Quotient (umol/mmaol)
Kontrolle (n=40) 0,45+ 0,17

Morbus Crohn (n=29) 0,54+ 0,32

Colitisulcerosa (n=20) 10,48+ 0,27
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3.1.5 Q-10qa, Ubichinol-10 und Ubichinon-10im Plasma

Das Q-10ua wird aus Ubichinol-10 und Ubichinon-10 aufsummiert (Siehe Tabelle 11). Die
Q-1044 Konzentrationen im Plasma der Gruppen unterschieden sich nicht signifikant von-
einander (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Gesamt Q-1044 iMm Plasma

Gruppe Q-100a (Hmol/l)
Kontrolle (n=22) 1,42+ 0,67
Morbus Crohn (n=29) 1,26+ 0,53
Colitisulcerosa (n=20) (1,17+0,47

Tabelle 11: Komponenten des Q-104. im Plasma und

prozentuaer Anteil des reduzierten Ubichinol-10

Gruppe Ubichinol-10 |Ubichinon-10 |Antell Ubichinol-10 am Q-10
Kontrollen (n=2) 0,85+ 0,08 [0,13+0,02 |87%
Morbus Crohn(n=29) |1,05+ 046 [0,21+0,11 [83%
Colitisulcerosa(n=20) 1,00+ 040 [0,16+0,12 |85%

3.1.5.1 Q-10wwa-Cholesterin-Quotienten

Die Q10qua-Cholesterin-Quotienten der verschiedenen Gruppen unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: O-1044-Cholesterin-Quotient im Plasma

Gruppe Q-10-Cholesterin-Quotient (umol/mmal)
Kontrolle (n=22) 0,31+0,13
Morbus Crohn (n=29) 0,32+ 0,11
Colitisulcerosa (n=20) (0,28+ 0,10
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3.1.6 Harnsaure im Plasma

Die Harnsdurekonzentration im Plasma war bei den Morbus Crohn Patienten um 31% er-
hoht gegentiber den Kontroll personen. Der Unterschied war mit p<0,0001hoch signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe (seheAbhildung 8).

Die Colitis ulcerosa Patienten unterschieden sich nicht signifikant von den Kontroll perso-
nen.

Harnsdure im Plasma der Gruppen
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Abbildung8: Die Harnsdurekonzentration im Plasma von Kontroll personen (n=43),
Patienten mit Coliti s ulcerosa (n=21) undMorbus Crohn (n=27).
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3.1.7 Protein-SH-Gruppen im Plasma

Die Konzentration der Protein-SH-Gruppen war bei den Morbus Crohn Patienten um 27%
und bel den Caolitis ulcerosa Patienten um 17% erniedrigt gegentiber den Kontroll personen
(sehe Abhildung 9).

Die Erniedrigungen der Protein-SH-Gruppen war bei den Morbus Crohn Patienten mit
p<0,0001 und bei den Colitis ulcerosa Patienten mit p<0,0005hoch signifikant gegeniiber
den Kontroll personen. Der Unterschied zwischen den Morbus Crohn und den Colitis ulce-

rosa Patienten war mit p<0,05 signifikant.

Protein-SH-Gruppen im Plasma der Gruppen
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Abbildung 9: SH-Gruppen-Konzentrationen im Plasma von Kontrollpersonen
(n=48), Patienten mit Colitis ulcerosa (n=20) und Morbus Crohn (n=29).



3.1.8 Bilirubin im Plasma
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Die Bilirubinkonzentration im Plasma war bel den Morbus Crohn Patienten um 22% er-

niedrigt.

Die Erniedrigung war mit p<0,05 signifikant gegentber den Kontroll personen.

Die Bilirubinkonzentration der Colitis ulcerosa Patienten zegte keine signifikante Veran-

derung gegeniiber den Kontroll personen (siehe Abbildung 10.
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Abbildung 10: Bilirubinkonzentrationen im Plasma von Kontrollpersonen (n=33),
Patienten mit Colitis ulcerosa (n=21) und Morbus Crohn (n=26).
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3.1.9 Cholesterin im Plasma

Die Cholesterin-Konzentrationen der Morbus Crohn Patienten waren um 17,6% und der
Colitis ulcerosa Patienten um 13% erniedrigt gegentiber den Kontroll personen (sehe und
Abbildung 117).

Die Erniedrigungen der Cholesterinkonzentrationen waren bel den Morbus Crohn Patien-
ten mit p<0,0005und bei den Colitis ulcerosa Patienten mit p<0,005 hoch signifikant ge-

genliber den Kontroll personen.

Cholesterin im Plasma der Gruppen

400
2E0 b “.._“.. ....................................
3':":' e .\..\ ....................................
S2E0 b .............. s e e
= : : ]
E : :
£ 200 fee s e s e g e e g e s g e e
E o M H
E : : ]
= 180 e , .......... 0 .- ...........  m R PRSERRAR
= : :
= 5 —T— s
AOD Foe e
] i ] 1 I hax
! i Min
B0 [rreeeeemermmes e (pﬁEI,EIIIlEj........,: .......... (p<0,0005]) -
G : [ mittel+50
Mittel- S0
u} ;
Kaontrallen Colitis ulcerosa M. Crohn o Mittel
RUFPFE

Abbildung 11: Cholesterinkonzentration im Plasma von Kontrollpersonen (n=89),
Patienten mit Colitis ulcerosa (n=21) und Morbus Crohn (n=29).
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3.2 Anteaill der Antioxidantien an der TRAPmeas

Beredhnet man mit den in der Einleitung beschriebenen Berechnungsfaktoren (siehe Ta-

belle 2) den Anteil der fir die gemesene TRAP verantwortlich zu madenden Antioxi-

dantien, so zagt sich eine Licke bei der Gruppe der Patienten von 27% bei Morbus Crohn
und 26% bei Colitis ulcerosa gegeniiber 6,4% bel den Kontrollen (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Plasmaatioxidantien und Radikalfangeranteil an der gemessnen TRAP

Plasmaanti- |Multi- [Kontrollen Morbus Crohn Colitisulcerosa
oxidantien [plika- |Radikalfangerka- |Radikalfangerka- |Radikalfangerka-
(Hmol/l) tions- |pazitat (umol/l) /  |pazitat(umol/l) /  |pazitat(umol/l) /
faktor | Anteil an der Anteil an der Anteil an der
TRAP1es(%) TRAPes(%) TRAP (%)
a- 2 44,0 58 784 8 63 7
Tocopherol
VitaminC (1,7 155 21 110 11 123 14
Harnsdure |1,3 305 41 399 40 328 36
Bilirubin 2 12 1,6 9 1 13 1
SH-Gruppen |0,33 |177 24 130 13 147 16
TRAP ress 753 % 985 % 900 %
Unbekannt 6,4 27 26
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3.3 Unidentifizierte Antioxidantien

Aus den in Tabelle 13 aufgezagten Anteilen von unbekannten Antioxidantien errechneten
wir die Konzentration der unidentifizierten Antioxidantien im Plasma in pumol/l. Fir die
Kontrollgruppe ergibt sich eine Konzentration von 48 pmol/l, fir die Morbus Crohn Pa-
tienten von 266 pmol/l und fur die Colitis ulcerosa Patienten von 234 umol/l. Da die un-
identifizierten Antioxidantien aus den Mittelwerten errechnet wurden, die ihrerseits aus
unterschiedlich vielen Einzemesaungen der Antioxidantien stammt, lassen sich keine Sig-
nifikanzen der Unterschiede angeben.

Erredhnet man die unidentifizierten Antioxidantien aus der Differenz der TRAP,. und der
TRAP s, SO bekommt man ein etwas anderes Ergebnis. Dann kénnen nur 13 der 90 Kon-
trollpersonen, 21 der 29 Morbus Crohn Patienten und 19 der 21 Colitis ulcerosa Patienten
berlicksichtigt werden, fur die samtliche notwendigen Parameter bestimmt wurden. Die
Differenz ist dann richt signifikant (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Unidentifizierte Antioxidantien
as Differenz aus gemessner und

errechneter TRAP
Gruppe UNID in pmol/l
Kontrollen (n=13) 174+ 242

Morbus Crohn (n=21) |[224+ 198

Colitisulcerosa (n=19) (216+ 190
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3.4 PCDAI der Morbus Crohn Patienten

Die Krankheitsaktivitét aler Morbus Crohn Patienten lag im Durchschnitt bel maiiger
Aktivitdt. 7 Patienten stellten sich mit hoher Krankheitsaktivitat vor, 14 mit madiger Ak-
tivitéat und 8 mit niedriger Aktivitét (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Vertellung des
Krankheitsaktivitatsindexes bel Morbus

Crohn
Krankheitsaktivitat |PCDAI
dle (n=29) 189+ 63,6
hoch (n=7) 280+ 56,8
maiig (n = 14) 177+ 195
niedrig (n = 8) 130+ 125

3.5 CUAI der Colitis ulcerosa Patienten

Der CUAI konnte bei 16 der 21 Colitis ulcerosa Patienten errechnet werden, alle hatten
eine niedrige Krankheitsaktivitét, im Mittel von 1,0. 14 Patienten waren nach dem CUAI in
Remisson und 2 Patienten hatten eine leichte Krankheitsaktivitét, kein Patient hatte eine
erhohte Krankheitsaktivitét (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16: Vertellung des
Krankheitsaktivitétsindexes bel
Colitis ulcerosa

Krankheitsaktivitat |CUAI

dle (n=16) 1,0+14
Remisson (n=14) 0,7+ 0,76
niedrig (n=2) 40+0
mal3ig (n=0)

hoch (n=0)
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3.6 Korrelationen

3.6.1 Korrelationen mit der gemessenen TRAP

3.6.1.1 Morbus Crohn

Eine signifikante positive Korrelation der gemessenen TRAP fand sich mit der errechneten

TRAP dem a-Tocopherol, dem a-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten, dem Q-10-
Cholesterin-Quotienten, dem Ubichinon-10 und der Harnsdurekonzentration bel den
Morbus Crohn Patienten (sieheAbhildung 12bis Abhkildung 17).

Die Ubrigen Parameter zagten keine signifikante Korrelation, bis auf die unidentifizierten
Antioxidantien, die ja aus der TRAP s errechnet wurden (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Korrelationen der gemessnen TRAP mit den
Plasmaantioxidantien bel Patienten mit Morbus Crohn

Antioxidans (Anzahl) Korrelation (r) |Signifikanz (p)
TRAP:4:(n=21) 0,61 0,0046
Unidentifizierte Antioxidantien (n=21) 0,90 0,0000
SH-Gruppen (n=29) 0,19 0,31
Vitamin C (n=25) 0,09 0,68
a-Tocopherol (n=29) 0,47 0,010
a-Tocopherol-Cholesterin (n=29) 0,48 0,008
y-Tocopherol (n=29) 0,33 0,083
y-Tocopherol-Cholesterin (n=29) 0,36 0,054
Q-10ua (n=29) 0,35 0,067
Q-10ua-Cholesterin (n=29) 0,51 0,0044
Ubichinol-10 (n=29) 0,29 0,13
Ubichinon-10 (n=29) 0,47 0,012
Bilirubin (n=26) -0,018 0,93
Harnsaure (n=27) 0,66 0,0000
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Lineare Regression der errechneten TRAP mit der

gemessenen TRAP bel Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildung 12: Korrelation der errechneten TRAP mit der gemessenen TRAP bel
Patienten mit Morbus Crohn

Lineare Regression des a-Tocopherols mit der

gemessenen TRAP bel Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildung 13: Korrelation des a-Tocopherols mit der gemessenen TRAP bel
Patienten mit Morbus Crohn
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Lineare Regression des a-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten mit der

gemessenen TRAP bel Patienten mit Morbus Crohn

W85 L T A —— S — - — T

a-Tocopheral (prmall)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
TRAPmeas (pmolfl)

Abbildung 14: Korrelation des a-Tocopherol-Cholesterin-Quotienten mit der

gemessenen TRAP bel Patienten mit Morbus Crohn. . ) )
Lineare Regression des Q10,44-Cholesterin-Quotienten mit der

gemessenen TRAP bel Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildung 15: Korrelation des Q10.-Cholesterin-Quotienten mit der gemessenen
TRAP bel Morbus Crohn.
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Lineae Regresson des Ubichinon-10 mit der

gemessnen TRAP be Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildungl6: Korrelation des Ubichinon-10 mit der gemessenen TRAP bei
Patienten mit Morbus Crohn

Lineae Regresson der Harnsdure mit der gemessenen TRAP
bei Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildungl7: Korrelation der Harnsaure mit der gemessenen TRAP bei Patienten
mit Morbus Crohn



56
3.6.1.2 Colitis ulcerosa
Bei den Colitis ulcerosa Patienten fand sich eine hoch signifikante Korrelation der gemes-
senen TRAP mit der errechneten TRAP und der Harnsdure (siehe Abbildung 18 und 19).
Die Ubrigen Parameter zagten keine signifikante Korrelation, bis auf die unidentifizierten
Antioxidantien, die ja aus der TRAP s errechnet wurden (siehe Tabelle 18).

Tabelle 18: Korrelationen der gemessnen TRAP mit den
Plasmaantioxidantien bel Patienten mit Colitis ulcerosa

Antioxidans (Anzahl) Korrelation (r) [Signifikanz (p)
TRAP:4:(n=19) 0,86 0,0001
Unidentifizierte Antioxidantien (n=19) (0,92 0,0001
SH-Gruppen (n=20) 0,14 0,57
Vitamin C (n=19) 0,0034 0,99
a-Tocopherol (n=20) 0,13 0,59
a-Tocopherol-Cholesterin (n=20) 0,21 0,37
y-Tocopherol (n=20) 0,22 0,36
y-Tocopherol-Cholesterin (n=20) 0,27 0,26
Q-10ua (n=20) -0,31 0,19
Q-10a-Cholesterin (n=20) -0,32 0,16
Ubichinol-10 (n=20) -0,34 0,15
Ubichinon-10 (n=20) -0,072 0,76
Bilirubin (n=21) -0,007 0,98
Harnsdure (n=21) 0,91 0,0007
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Lineae Regresson der errechneten TRAP mit der gemessenen TRAP bal Patienten
mit Colitis ulcerosa
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Abbildungl18: Korrelationvon gemessener TRAP mit der erredhneten TRAP bei
Patienten mit Coliti s ulcerosa

Lineae Regresson der Harnsdure mit der gemessenen TRAP bei Patienten mit Colitis
ulcerosa
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Abbildung19: Korrelation von gemessener TRAP mit der Harnsaurekonzentration
bei Patienten mit Coliti sulcerosa
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3.6.2 Korrelationen mit dem PCDAI bei Morbus Crohn

Bei der Morbus Crohn Gruppe korrelierte die Krankheitsaktivitét signifikant negativ mit
der Vitamin C-Konzentration (siehe Abhildung 20).

Ein Korrelationstrend des PCDAI mit der TRAP e (r=-0,57; p=0,19) ist bel den Patienten
mit hoher Krankheitsaktivitéat (n=7) im Vergleich zu denen mit méRiger (n=14; r=-0,02;
p=0,95) und niedriger Aktivitéat (n=8; r=-0,25; p=0,55) zu erkennen (siehe Abbildung 21).

Die Korrelationen mit den tbrigen Parametern waren nicht signifikant (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: Korrelationen der Krankheitsaktivitét- PCDAI - mit den
Plasmaantioxidantien bel Patienten mit Morbus Crohn

Antioxidans (Anzahl) Korrelation (r) [Signifikanz (p)
TRAPes (=29) 0,003 0,99
TRAP:4:(n=21) -0,13 0,58
Unidentifizierte Antioxidantien (n=21) |-0,067 0,77
SH-Gruppen (n=29) -0,12 0,53
Vitamin C (n=25) -0,53 0,008
a-Tocopherol (n=29) -0,11 0,57
a-Tocopherol-Cholesterin (n=29) -0,11 0,59
y-Tocopherol (n=29) -0,007 0,97
y-Tocopherol-Cholesterin (n=29) -0,005 0,98
Q-10ua (n=29) -0,16 0,40
Q-10ua-Cholesterin (n=29) -0,15 0,45
Ubichinol-10 (n=29) -0,15 0,45
Ubichinon-10 (n=29) -0,17 0,39
Bilirubin (n=26) -0,32 0,11
Harnsaure (n=27) 0,20 0,31
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Lineae Regresson der Vitamin C-Konzentration mit der
Krankheitsaktivitét - PCDAI - bel Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildung20: Korrelation der Vitamin C-Konzentration mit der Krankheitsaktivitat
- PCDAI - bei Patienten mit Morbus Crohn

Streuungsdiagramm der gemessenen TRAP mit der Krankheitsaktivitdt - PCDAI -bei
Morbus Crohn
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Abbildung21: Streuung dr gemessenen TRAP mit der Krankheitsaktivitat bei
Patienten mit Morbus Crohn
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3.6.3 Korrelationen mit dem CUAI bea Colitis ulcerosa

Bei den Colitis ulcerosa Patienten fand sich eine positive Korrelation des CUAI mit dem
Bilirubin (sehe Abbildung 22). Die Korrelationen mit den tbrigen Parametern waren nicht
signifikant (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Korrelationen der Kranheitsaktivitét - CUAI - mit den
Plasmaantioxidantien bel Patienten mit Colitis ulcerosa

Antioxidans (Anzahl) Korrelation (r) [Signifikanz (p)
TRAP e (N=16) 0,20 0,45
TRAP4(n=15) 0,32 0,25
Unidentifizierte Antioxidantien (n=15) |0,09 0,76
SH-Gruppen (n=16) 0,21 0,43
Vitamin C (n=15) -0,25 0,36
a-Tocopherol (n=16) 0,28 0,30
a-Tocopherol-Cholesterin (n=16) 0,07 0,80
y-Tocopherol (n=16) 0,27 0,32
y-Tocopherol-Cholesterin (n=16) 0,16 0,55
Q-10ua (N=16) 0,39 0,13
Q-100a-Cholesterin (n=16) 0,15 0,57
Ubichinol-10 (n=16) 0,38 0,15
Ubichinon-10 (n=29) 0,27 0,32
Bili rubin (n=16) 0,53 0,037
Harnsaure (n=16) 0,31 0,24
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Korrelation der Kranheitsaktivitat mit dem Bili rubin

bei Colitis ulcerosa
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Abbildung22: Positive Korrelation des Coliti s ulcerosa Aktivitatsindex mit dem
Bilirubin bei Caliti s ulcerosa.
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3.7 Wirkung von Medikamenten

Bei unserer Untersuchung fanden wir keinen Einflul3 von Medikamenten auf die gemess-
nen Parameter.

Von den 29 Morbus Crohn Patienten erhielten 7 keine Medikamente, einer Sulfasalazn, 11
5-Aminosalycylsdure, 8 Prednisolon, 2 Cyclosporin und 8 Metronidazol.

Wir fanden keine Korrelation mit den gemessenen Parametern, es zdagte sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Patienten mit und ohne Medikation, die Daten sind daher
hier nicht aufgeftihrt.

Von den Colitis ulcerosa Patienten erhielten 4 keine Medikamente, 3 Sulfasalazn, 10 5-
Aminosalycylsdure, 9 Prednisolon, 3 Cyclosporin und 5Metronidazol.

Wir fanden eine Korrelation des Prednisolons mit der TRAP e (r=-0,68; p<0,05). Mit den
Ubrigen gemessenen Parametern fanden wir keine Korrelation. Es zagte sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Patienten mit und ohne Medikation, die Daten sind daher

hier nicht aufgeftihrt.
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4 Diskussion

4.1 Gemessene TRAP

Mit der von uns verwendeten Methode oder einer dhnlichen wurde bisher noch keine Un-
tersuchung im Blutplasma von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten gemadt.
Damit ist dies die erste uns bekannte umfassende Studie Uber die Radikalfangeraktivitét im
Plasma von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten. Vergleiche mit Ergebnissen aus
anderen Untersuchungen sind deshalb schwierig.

Vor unserer Untersuchung hatten wir eine verringerte antioxidative Kapaatéat bei Patienten
mit chronisch entztindlichen Darmerkrankungen erwartet, dhnlich den Ergebnissen von
Studien bei rheumatoider Arthritis [78], die in einigen Bereichen grof3e pathogenetische
Anhnlichkeiten wie die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen aufweist und mit hnli-
chen Medikamenten behandelt wird.

Unsere Ergebnisse zeigen im Plasma bei den Colitis ulcerosa Patienten eine um 20% und
bei den Morbus Crohn Patienten um 31% erhohte gemessene TRAP im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Somit haben Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
eine unerwartet hohe Radikalféangerkapaatat im Plasma.

Buffinton fand 1995 mit einer anderen Messnethode fir die totale Radikalfangeraktivi-
téat (TRAPg ) as der von uns angewandten, in entziindlich veranderter Darmschleimhaut
von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu normaler
Darmschleimhaut derselben Patienten eine Erniedrigung der Radikalfangerkapaztét [14].
Eine mdgliche Erklérung fur die erhdhte gemessene TRAP im Plasma unserer Patienten ist
die Aktivierung der gesamten korpereigenen Antioxidantien durch den lokalen oxidativen
Stref in der entziindlich betroffenen Darmschleimhaut bei einer Uberproduktion von freien
Radikalen und dem damit verbundenen relativen Mangel an Antioxidantien. Mdglicher-
weise komnt es dabei zu einem dhnlichen Prozel3, wie bel der Erhéhung von Akutepha-
seproteinen im Blutplasma bel Entziindungsprozessen. Die in den zahlreichen Untersu-
chungen im Blutkreidauf gemessnen Erhéhungen der frelen Radikale und der Oxidati-
onsprodukte, sowie die Erhohungen von Entzindungsmediatoren im Blut erkrankter Pa-
tienten, kdnnten Uber einen noch unbekannten Weg direkt oder indirekt an der Aktivierung
der TRAP betelli gt sein.
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Eine mogliche Rolle in der Regulation der oxidativen Abwehr spielen Cytokine. Reimund

et al. konnten 1998nad Gabe von Antioxidantien in vitro eine Inhibition einiger Cytokine
(Interleukin-1f3 und -6) in Blutmonozyten um bis zu 50% und in Colonbiopsien von Mor-

bus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten (Interleukin-13 und Tumornekrosefaktor-a) um
bis zu 70% nachweisen [70].
Es ist bekannt, dal3 Antioxidantien die Expresson des ,Nuclea Fador Kappa B“(NF-B)

hemmen. Der NF-B ist en zentraer Mediator in der Immunantwort, er aktiviert die Ex-

presson von verschiedenen inflammetorischen Cytokinen [82]. Auf der anderen Seite wird

die Expresson von NF-.B und damit die Produktion von Cytokinen auch direkt durch freie
Radikale ehoht [72].

Die Aktivierung von Cytokinen durch oxidativen Stref3 hétte nur dann einen Sinn, wenn
durch die Aktivierung der Cytokine die korpereigene Abwehr gegen freie Radikale akti-
viert wirde. Durch einen solchen Aktivierungsmedanismus kdnnte auch die Erhdhung der
TRAPess bel unseren Patienten erklart werden.

Ein Beweis fur die Aktivierung der antioxidativen Abwehr durch Cytokine miifdte in einer
weiteren Untersuchung erfolgen, durch Mesaung der TRAP, moglicher Antioxidantien im
Einzdnen und Korrelation mit verschiedenen Cytokinen. Die Frage ware auch, ob es ein
speafisches Cytokin fUr oxidativen Stref3 gibt.

Die Korrelation der TRAP e mit der TRAP4. weist darauf hin, dal3 bel unseren Patienten
dieselben Antioxidantien an der TRAPs beteiligt sind wie bisher aus anderen Untersu-
chungen bekannt war.

Eine hochsignifikante Korrelation hat sich mit der Harnsdure gezagt, die mit ca 40% in

unserer Untersuchung das wichtigste an der TRAP.s beteiligte Antioxidans in alen
Gruppen ist. Ebenso zegte sich eine Korrelation mit dem a-Tocopherol bei der Morbus

Crohn Gruppe. Harnsaure und a-Tocopherol scheinen aso die bevorzugten Antioxidantien
bei einer Aktivierung der oxidativen Abwehr zu sein.

Die negative Korrelation mit dem Prednisolon bei den Colitis ulcerosa Patienten scheint
eher zufdllig zu sein, denn bei den Morbus Crohn Patienten zagte sich kein solcher Trend.
Prednisolon ist auch kein potentielles Antioxidans. Wenn ein Zusammenhang besteht, dann
eher aufgrund der antiinflammeatorischen Wirkung des Prednisolons, die sekundér die Bil-
dung freler Radikale durch ihre hemmende Wirkung auf die Entziindungszdlen erniedrigt.
Auf diese Weise konnte éoenfalls die Aktivierung der TRAP erniedrigt sein.
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4.2 Errechnete TRAP und unidentifizierte Antioxidantien

Die errechnete TRAP fanden wir im Patientenplasma nicht signifikant erhoht gegentiber
der Kontrollgruppe.

Die unidentifizierten Antioxidantien, als Differenz zwischen gemessener und errechneter
TRAP, waren bei den Patienten um 24% bei Colitis ulcerosa und um 2% bei Morbus
Crohn erhdht gegentiber den Kontrollpersonen. Wie bereits im Ergebnistell beschrieben,
hatten wir Schwierigkeiten Signifikanzen fUr die unidentifizierten Antioxidantien zu be-
rechnen. Ursadche war die organisatorisch bedingte lUckenhafte Bestimmung der einzenen
Parameter bel der Kontrollgruppe.

Die aus den Mittelwerten der drei Gruppen beredhneten unidentifizierten Antioxidantien
zdgten einen sehr deutlichen Unterschied. In der Kontrollgruppe fand man einen deutlich
geringen Anteil unidentifizierter Komponenten der TRAPnezs.

Dies weist darauf hin, dal3 aul3er den uns bekannten Antioxidantien, die bei den gesunden
Probanden den Grof¥eil der TRAP. ausmadien bei Patienten mit chronisch entziindli-
chen Darmerkrankungen zusétzlich andere Antioxidantien eine Rolle spielen. Dies zagt
auch, dal3 die einfach zu bestimmende errechnete TRAP.4 nicht gedgnet ist eine Aussge
Uber die antioxidative Abwehr von Patienten mit chronisch entztindlichen Darmerkran-
kungen zu treffen, daflr eignet sich die Mesaung der TRAPmes Mit unsere Methode besser,

da unbekannte Antioxidantien miterfaldt werden.

4.3 Vitamin C

Wir fanden ein um 29% erniedrigtes Vitamin C im Plasma der Morbus Crohn Gruppe, die
Erniedrigung um 21% bel der Colitis ulcerosa Gruppe war nicht signifikant. Hoffenberg
kam zu dhnlichen Ergebnissen [44]. FernandezBanares fand einen signifikant erniedrigten
Vitamin C Spiegel im Plasma beider Patientengruppen [27].

Bei dem Myocadinfarkt [62], der rheumatoiden Arthritis [78] und der Eklampsie [46]
fand man ebenfalls erniedrigte Vitamin C-Konzentrationen im Plasma, bei frih- und ter-
mingeborenen Neugeborenen [55] und Diabetikern [7] erhéhte und bel Pneumonie [2] und
einer anderen Untersuchung von Diabetikern[17] unverdnderte Vitamin C-Konzentratio-
nen.Vitamin C wird bel oxidativem Stref3 as erste Antioxidans verbraucht [32]. Dies
scheint auch bel unseren Patienten der Fall zu sein, insbesondere bei den Morbus Crohn

Patienten.
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Der Vitamin C Spiegel korrelierte in unserer Untersuchung negativ mit der Krankheitsak-

tivitdt bal Morbus Crohn. Dies weist auf einen Verbrauch des Vitamin C be stérkerer
Krankheitsaktivitét hin.

4.4 a-Tocopherol

Die Plasmakonzentrationen des a-Tocopherols war bel den Morbus Crohn Patienten um
78% und die des a—Tocopherol-Cholesterin-Quotienten um 117% erhoht. Zum gleichen
Ergebnis kam Hoffenberg, er fand eine Erhéhung der Plasmakonzentrationen des a—To-
copherols um 30% und des a—Tocopherol-Lipid-Quotienten um 29% [44]. Fernandez
Banares fand keine signifikanten Veranderungen des a—Tocopherols, jedoch eine Ernied-
rigung des a—Tocopherol-Cholesterin-Quotienten im Plasma [27]. Im Gegensatz zu uns
fand Kuroki eine Erniedrigung des Vitamin E im Plasma [53]. Bei Untersuchungen ent-
zindeter Darmmucosa fand Buffinton keine Verénderung des a—Tocopherols[14].

Bei der Coalitis ulcerosa fanden wir eine Erhohung des a—Tocopherols und des a—Toco-
pherol-Cholesterin-Quotienten im Plasma. Zu einem dhnlichen Ergebnis kam Hoffenberg,
er fand eine nicht signifikante Erhdhung des a—Tocopherols und des a—Tocopherol-Lipid-
Quotienten [44]. Ramakrishna fand das Vitamin E unverandert [68]. FernandezBanares
fand eine Erniedrigung des a-Tocopherols bei normalem a-Tocopherol-Cholesterin-
Quotienten [27]. In entziindeter Darmmucosa fand Buffinton keine Veranderungen des a—
Tocopherols[14].

Bei anderen Erkrankungen fand man unterschiedliche Ergebnise im Blutplasma (siehe
auch Einleitung): bel der Eklampsie [46] und der rheumatoiden Arthritis [78] fand man er-
niedrigte Plasmaspiegel von a—Tocopherol, nur bel dem Diabetes mellitus war das a—To-
copherol in zwei Untersuchungen erhoht [7, 17], bei dem Myokardinfarkt [62] und der
Pneumonie [2] unverandert. Bei frih- und termingeborenen Neugeborenen fand man ein
erniedrigtes a—Tocopherol im Vergleich zu Erwadhsenen [55]. Eine dtersbedingte Ab-
hangigkeit des Plasmaspiegels ist bekannt, Neugeborene haben nur etwa 30% des miitter-
lichen Blutspiegels. Fir Erwadsene werden Normwerte im Mittel von 13,7 [56] und 24,3
[12] pmol/l angegeben. Unsere Ergebnis liegen bei den Patienten deutlich Gber diesen
Werten, wahrend die Kontrollgruppe im gleichen Bereich liegt.
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Wir nehmen an, dal3 das a—Tocopherol regtiv durch den oben beschrieben Aktivie-

rungsmedhanismus erhéht ist. Da der menschliche Korper selbst kein Vitamin E bilden
kann, sondern a—Tocopherol in Chylomikronen aufnimmt, muf3 die Aufnahme des Toco-
pherols gesteigert oder der Verbrauch verringert sein.

Ein moglicher Medhanismus der Erhohung des a—Tocopherol-Plasmaspiegels ware tber

die Expresson der a—Tocopherol-Transferproteinsin der Leber denkbar. Diesesist fur das

transferieren des a—Tocopherols auf die ,very low density Lipoproteine“ (VLDL) zustan-
dig. Es gibt eine Krankheit (Ataxie mit isoliertem Vitamin E Defizit — AVED), bel der
aufgrund des Fehlens des a—Tocopherol-Transferproteins kaum a—Tocopherol im Plasma
mef3bar ist.

Der umgekehrte Fall einer verstarkten Aktivitét des Transferproteins wére denkbar, ein
Bewelis dafir konnte in unserer Untersuchung nicht erbradhit werden. Vorstellbar wére
auch die Aktivierung der Expresson dieses Transferproteins durch Cytokine, wie oben
beschrieben.

Fur zukinftige Studien wére eine Bestimmung des a—Tocopherol-Transferproteins in Zu-
sammenhang mit oxidativem Stref3 oder der Bestimmung der Radikalfangerkapaaztét inte-

ressant.

4.5 y-=Tocopherol

Wir fanden keine Veranderungen des y-Tocopherols im Patientenplasma, zum gleichen
Ergebnis kam Hoffenberg [44].

y—Tocopherol ist nur zu einem sehr geringen Teil an der oxidativen Abwehr beteiligt, ob-
wohl esin vitro ein hervorragender Radikalfanger ist. Dies liegt hauptsadlich an seiner im
Vergleich zum a—Tocopherol um 20fach niedrigeren Konzentration in vivo.

Es scheint auch keine re&tive Erhéhung des y—Tocopherol durch die oben beschriebene
Aktivierung zu geben.

Daraus schlief3en wir, dal3 y—Tocopherol als Antioxidans fr die Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen nicht so wichtig ist, dies ist auch wegen seiner physio-

logisch geringen Konzentration nicht sinnvoll.
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4.6 Q-100ta, Ubichinol-10 und Ubichinon-10

Das Q-104a fanden wir bel beiden Patientengruppen unverandert gegentiber der Kontroll-
gruppe. Buffinton fand in der Darmmucosa bei beiden Patientengruppen eine Erniedrigung
des Ubichinol-10[14]. Uns snd keine weiteren Studien bekannt, die das Ubichinol-10 oder
das Ubichinon-10 bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen bestimmt haben.
Betradhtet man Ubichinol-10 und Ubichinon-10 einzeln bei unseren Patienten, so 183t sich
kein Hinweis flr einen Verbrauch derselben finden.

Bei den Patienten ist der Anteil des Ubichinol-10 am gesamten Q-10qa niedriger, dies fallt
insbesondere bel den Morbus Crohn Patienten auf, mdglicherweise ist dies die Folge von
oxidativem Stref3. Mit unseren Daten lassen sich jedoch keine statistischen Bewelse daflr
fuhren, da die Erhebung der Kontrollgruppe leider zu ltckenhaft war.

Die positive Korrelation der TRAPmes mMit dem Ubichinon-10 ohne Korrelation mit dem
Ubichinol-10 zegt moglicherweise ebenfalls einen Trend zu dem Ubichinon-10 bei oxida-
tivem Stref3 und der dadurch re&tiv erhbhten TRA Press.

Das Ubichinol-10 wird vor dem a—Tocopherol in spdteren Phasen der oxidativen Abwehr
verbraucht [57].

Bei unseren Patienten lag ebenfals keine Erhdhung des Q-1044 durch Aktivierung der
korpereigenen Synthese vor. Daraus schlief3en wir, dal3 Ubichinol-10 fir die oxidative

Abwehr bel chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eher unwichtig ist.

4.7/ Harnsaure

Die Harnsaure ist das wichtigste wasserlodliche Antioxidans mit einem Antell in unserer
Untersuchung von ca 40% an der TRAPes |m Plasma der Morbus Crohn Patienten fan-
den wir eine Erhéhung um 31%.

Bei den Colitis ulcerosa Patienten fanden wir eine nicht signifikante Erhdhung der Harn-
saure um 7%.

Wir fanden keine Untersuchung der Harnséure als Antioxidans im Plasmas bei chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen. Buffinton fand in entzindeter Mucosa bei beiden Er-
krankungen eine Erniedrigung der Harnsdure [14].

Auch hier nehmen wir den oben beschriebenen Medanismus der Aktivierung durch loka

len Mangel an Antioxidantien an.
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Harnsaure entsteht bekanrtlich beim Purinabbau, Purine werden bel der Proteinsynthese

und der Zelltellung bendtigt. Ist die Aktivitdt des NF-.B durch den oxidativen Stref3 ge-
steigert, komnt es zu einem erhéhten Umsatz von Ribonukleinsauren und damit zu einer
Erhéhung der Purinsynthese. In entzindlich veranderter Darmschleimhaut ist der Zellum-
satz ebenfalls gesteigert und auch die Produktion von Entziindungszdlen erhdht die Pu-
rinproduktion. Andere Medanismen fir eine Erhdhung der Harnsdure im Plasma, zum
Beispiel verminderte renale Cleaence oder purinreiche Diét, sind unwahrscheinlich.

Bei Diabetes mellitus [17] und der Eklampsie [46] fand man erniedrigte Harnséurekon-
zentrationen im Plasma, bel der Pneumonie [2], frih- und termingeborenen Neugeborenen
[55], Myokardinfarkt [62] und der rheumatoiden Arthritis [78] keinen signifikanten Un-
terschied. Alle diese Erkrankungen spielen sich im gesamten Organismus ab. Cytokine
spielen dabei eine eher untergeordnete Rolle. Lediglich bei der Rheumatoiden Arthritis
handelt es sch um einen @hnlichen Prozel3 mit lokalen Entziindungsreaktionen.

Die Korrelation der Harnsaure mit der TRAPqe bel beiden Patientengruppen zegt ihren
wichtigen Antell an der Radikaledbwehr und die mogliche Aktivierung bel zunehmenden
oxidativem Stref3.

4.8 Protein-SH-Gruppen

Wir fanden eine Erniedrigung der SH-Gruppen im Plasma beider Patientengruppen, dies
weist moglicherweise auf einen Verbrauch von SH-Gruppen enthaltenden Proteinen bei
der Abwehr freler Radikale hin. Wie oben Beschrieben werden die SH-Gruppen wie das
Vitamin C in der initidlen Abwehr gegen freie Radikale verbraucht.

SH-Gruppen sind vor alem auch im Glutathion bel der oxidativen Abwehr prasent. Hof-
fenberg fand das Glutathion bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
nicht signifikant verandert [44]. Buffinton fand eine Erhdhung des Glutathions in der Mu-
cosa bei Morbus Crohn und eine Erniedrigung bei Colitis ulcerosa[14].

Messungen der SH-Gruppen fanden wir sonst nur bei anderen Erkrankungen. Bei Diabetes
mellitus [17], rheumatoider Arthritis [78], frih- und termingeborenen Neugeborenen [55]
und Eklampsie [46] fand man ebenfalls erniedrigte SH-Gruppen, bei dem Myokardin-
farkt [62] und der Pneumonie [2] keine Verdnderungen. Die beiden letztgenanrten Er-
krankungen sind eher akute Geschehen, im Gegensatz zu den erstgenannten und den

chronisch entztindlichen Darmerkrankungen.
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4.9 Bilirubin

Das Bilirubin im Blutplasma fanden wir bei den Morbus Crohn Patienten um 32% ernied-
rigt gegentiber der Kontrollgruppe, die Colitis ulcerosa Patienten zeigten keine Verande-
rungen.

Ob die Bilirubinerniedrigung bel den Morbus Crohn Patienten pathognomonisch ist kann
hier nicht geklart werden. Fir die oxidative Abwehr ist das Bilirubin in den Konzentratio-
nen, die wir bei den Mesaungen fanden kaum relevant, esist in diesen niedrigen Konzen-
trationen nur zu etwa 1-2% an der TRA Prexs beteili gt.

4.10 Cholesterin

Wir fanden ebenso wie FernandezBanares [27] eine Erniedrigung des Cholesterins im
Plasma beider Patientengruppen.

Cholesterin spielt fir den Antioxidantienstatus eine indirekte Rolle as Tell der Lipopro-
teine, welche Carrier der fettloglichen Antioxidantien sind.

Die Erniedrigung des Cholesterins bei den Patienten mit chronisch entziindlichen Darmer-

krankungen konnte so mitverantwortlich sein, dal3 a—Tocopherol und Ubichinol-10 keine

adaguaten Konzentrationen in der Darmmucosa areichen.
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4.11 Schluf¥folgerungen

Wie in der Einleitung beschrieben, konnten Frel et al. eine Rethenfolge im Verbrauch der
Antioxidantien zegen [29]. Dabel steht Vitamin C an erster Stelle der oxidativen Abwehr.
Wir nehmen an, das die Ursadhe der Erniedrigung des Vitamin C, insbesondere bel den
Morbus Crohn Patienten, im Verbrauch bei der Abwehr von freien Radikalen zu sehen ist.

Das a-Tocopherol kann regeneriert werden, solange noch ausreichende Konzentrationen
von Vitamin C vorhanden sind.

Fur einen Bewels dieser These mifite die Untersuchung vor allem bei Patienten im akuten

Schub durchgefuhrt werden, vielleicht wéare dann auch ein Verbrauch des a—Tocopherols
festzustellen.

Die Harnsureehdhung unserer Patienten scheint hauptverantwortlich fir die Erhéhung
der TRAP zu sein, daneben spielen moglicherweise auch nicht identifizierte Antioxidantien
eine entscheidende Rolle, dennihr Antell an der TRAPqe ist flr ca ¥4 der Radikalfanger-
kapaatéat verantwortlich.

Wir sehen lokalen oxidativen Stref3 in der Darmschleimhaut als Ursadhe fur die von uns
gemessene Erhdhung der TRAP, iIm Blutplasma an. Die Aktivierung der oxidativen
Abwehr erfolgt moglicherweise durch Cytokine. Die Aktivierung der Radikalfanger betrifft

in unserer Untersuchung vor alem das a—Tocopherol, sein Antell an der TRAP ist ge-
genliber der Kontrollgruppe deutlich hoher.

Von beiden Patientengruppen scheinen die Morbus Crohn Patienten von den beschriebenen
Veranderungen stérker betroffen zu sein. Bel ihnen sind sowohl die SH-Gruppen as auch

das Vitamin C stérker erniedrigt as bel der Colitis ulcerosa Gruppe und auf der anderen

Seite sind die gemessene TRAP, die errechnete TRAP, das a—Tocopherol und die Harn-
sdure starker erhoht. Dies zusammen konnte durch den bel Morbus Crohn Patienten hohe-
ren oxidativen Stref3 bedingt sein.

Zeichen der trotz Aktivierung immer noch inadaquaten oxidativen Abwehr sind die Er-
niedrigung des Vitamin C und der SH-Gruppen.

Daraus folgend scheint es trotz der erhohten gesamten Radikalfangerkapaatéat immer noch
einen hoheren Bedarf an Antioxidantien, insbesondere an Vitamin C zu geben.
Abad-Laauz konnte 1988keinen eindeutigen Effekt von Vitaminsubstitutionen in Gblicher
Doserung auf den Vitaminstatus von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-

kungen nachweisen [1].
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Wir meinen, dal3 moglicherweise die Gabe von lokal wirksamen Antioxidantien sinnvoll

sein kann. Ein Schritt in diese Richtung wurde mit der Einflihrung der lokalen Behandlung
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen mit 5-Aminosalicylséureklystieren ge-
madt, denn wie Ahnfeld-Ronne 1987 nachweisen konnte, hat 5-Aminosalicylsdure in vivo
gute Radikalfangereigenschaften [3].

Fur zukunftige Studien ist eine gleichzetige Mesaung der oxidativen Schadigungen, zum
Beispiel durch Untersuchung des Fettsduremusters oder der Malondialdehydaktivitat
wunschenswert. Eine Bestimmung der Parameter in entzindlich verénderter Darm-
schleimhaut wére ebenfals sinnwvoll, jedoch ist die bei erwadsenen Patienten durchge-
fuhrte routinemél3ige Coloskopie bei Kindern nicht durchfiihrbar.
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5 Zusammenfassung

In Blutkreidauf und Darmmucosa von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen konnten in Studien erhohte Spiegel freier Radikale und eine Erhéhung von
Oxidationsprodukten nadhgewiesen werden, das normalerweise bestehende oxidative
Gleichgewicht scheint gestort zu sein. Nur wenige Untersuchungen beschéftigten sich bis-
her mit den Antioxidantien.

In dieser Untersuchung gingen wir der Frage nadh, ob die Antioxidantien im Plasma von
Patienten mit Morbus Crohn und Caolitis ulcerosa gegeniiber gesunden Kontrollpersonen
erniedrigt sind und ob ein Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitét besteht.

Mit einer den gesamten Antioxidantienstatus messenden Methode bestimmten wir die so-
genannte TRAP (aus dem Englischen: Tota radicd-trapping antioxidant parameter) im
Blutplasma erkrankter Kinder im Vergleich zu gesunden Kindern. Auf3erdem haben wir die
wichtigsten bekannten Antioxidantien im Blut bestimmt und konnten damit eine theoreti-
sche TRAP errechnen.

Bei den 29 Morbus Crohn Patienten fanden wir gegeniber den Kontroll personen Erho-

hungen von gemessener TRAP (985:272 gegen 753t197 pumol/l, p<0,0001), a-Tocophe-
rol (39,2+17,7 gegen 22+12,6 pmol/l, p<0,0001) und Harnsaure (5,16+1,11 gegen
3,95+0,97 mg/dl, p<0,0007), Erniedrigungen von Vitamin C (64,8+23,9 gegen 91,2+50,2
pmol/l, p<0,05), SH-Gruppen (393t70 gegen 5374100 pumol/l, p<0,0007), Bilirubin
(0,28£0,15 gegen 0,36+0,15 mg/dl, p<0,05) und Cholesterin (150t36 gegen 182+42
mg/dl, p<0,0005 und keine Unterschiede bel y-Tocopherol, Ubichinon, Ubichinol und die
errechnete TRAP. Wir fanden eine negative Korrelation der Krankheitsaktivitét mit der
Vitamin C-Konzentration, keine mit den Ubrigen Parametern.

Bei den 21 Coalitis ulcerosa Patienten fanden wir gegeniiber den Kontrollpersonen Erho-

hungen von gemessener TRAP (900289 gegen 753t197 pmol/l, n.s.) und a-Tocophe-
rol (31,5+8,4 gegen 22+12,6 umol/l, p<0,0005, Erniedrigungen von Vitamin C
(72,2£25,2 gegen 91,2+50,2 umol/l, n.s.), SH-Gruppen (44770 gegen 537£100 pumol/l,
p<0,0005 und Cholesterin (158:36 gegen 182+42 mg/dl, p<0,005 und keine Unter-
schiede bei y-Tocopherol, Ubichinon, Ubichinol, Harnsaure, Bilirubin und der errechneten
TRAP.

Die erhdhte Differenz von errechneter und gemesener TRAP bel den Patientengruppen

weist auf bisher unbekannte antioxidative Komponenten im Plasma hin.
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Die erhohte Radikalfangerkapaztét im Plasma von Patienten mit chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen ist tUberraschend. Moglicherweise ist sie reaktiv auf einen lokalen oxi-
dativen Stref3 im Darm erhéht. Die Regulierung der oxidativen Abwehr kdnnte dabei durch
Cytokine wie zum Beispiel den Nuklea Faktor Kappa B erfolgen. Die Erhohung der
TRAP konnte so indirekt ein Hinweis auf einen erhéhten lokalen Bedarf an Antioxidantien

bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sein.
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