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1. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, inwieweit nutritive Supplementie-
rung mit Vitamin E bei Alzheimer Patienten zu einem therapeutischen Ef-
fekt fuhrt.

Der Schwerpunkt der Betrachtung liegt dabei auf den biochemischen
Auswirkungen im Sinne einer Senkung der Lipoproteinoxidation, die wie in
der Einleitung erlautert wird, in grolRem Malde fur die spezifischen intraze-
rebralen Veranderungen der Alzheimer Patienten verantwortlich gemacht
wird. Das Ziel der Untersuchung war es nicht, Auswirkungen auf den Klini-
schen Status der supplementierten Patienten zu erfassen.

Zunachst soll gepruft werden, ob ein oral verabreichtes lipophiles Antioxi-
dans wie Vitamin E (a- Tocopherol) tatsachlich in den Liquor cerebrospi-
nalis (CSF) gelangt, und ob dann mit den etablierten MelRmethoden eine
antioxidative Wirkung festgestellt werden kann, d.h. die Plasma- und Li-
quor Oxidation abnimmt.

Eine parallele Messung von hydrophilen und lipophilen Antioxidantien so-
wohl im Blutplasma, als auch im Liquor wird durchgefuhrt vor dem Hinter-
grund, dal® noch sehr wenig Uber die Verteilungsmechanismen und die
Passage der Blut-Hirn-Schranke dieser Substanzen bekannt ist, so dafl
ein Vergleich von Konzentrationen in Plasma und Liquor wichtige Hinwei-
se auf Verteilungsvorgange liefern kann.

Des Weiteren ware es wunschenswert, symmetrische Verteilungen in bei-
den Kompartimenten nachzuweisen, da sich eine Uberpriifung des Thera-
pieeffektes damit auf das Plasma beschranken konnte, welches einfacher
zu gewinnen und damit fur den Patienten weniger belastend ware.

Somit ergeben sich folgende Fragestellungen:

Hat die orale Vitamin E Supplementierung einen Einfluss auf die Oxidati-
onsvorgange im Plasma und CSF, kann die Rate der Lipidoxidation ge-
mindert werden?

Kann nach Vitamin E Supplementierung ein signifikanter Anstieg der Kon-
zentrationen von a-Toc im Plasma und im Liquor cerebrospinalis nachge-

wiesen werden?



Hat die Verabreichung eines Antioxidans Auswirkungen auf die Konzent-

rationen der Ubrigen Antioxidantien im Sinne einer Akkumulation, bzw.

einer protektiven Wirkung?

Lassen sich Plasma- und Liquorkonzentrationen der Antioxidantien an

zwei Zeitpunkten signifikant korrelieren?

2. Einleitung

2.1. Die Alzheimersche Erkrankung

2.1.1. EinfUhrung

Die Alzheimer Demenz, eine progredient verlaufende neurodegenerative

Erkrankung, ist in den letzten Jahren zunehmend in das Blickfeld des 06f-

fentlichen Interesses und der wissenschaftlichen Forschung gerickt.

Seit der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer 1907

erstmals detailliert das Auftreten einer sogenannten ,progressiven De-

menz* beschrieb, sind unzéhlige Thesen und Erklarungsversuche zu Athi-

ologie und Pathogenese dieser Erkrankung unternommen worden.

Alzheimer selbst beschrieb zunachst nur den klinischen Krankheitsverlauf

und die Pathomorphologie der
Gehirne der an der spater nach
ihm benannten Erkrankung ver-
storbenen Patienten.

Die morphologischen Charak-
teristika bestehen zum Ersten
aus den typischen Neurofibrillen,
die sich mit Silberfarbung histo-
logisch darstellen lassen, zwei-
tens aus spezifischen strukturel-
len Veranderungen, die im Fol-
genden als senile Plaques be-
zeichnet wurden und drittens aus

dem Verlust kortikaler Neuronen.

Abb.1: Alzheimer Plaque, Silberfarbung
(aus: C.Thomas, Histopathologie, Schat-
tauer Vrlg., 2001)



Wahrend Anfang des Jahrhunderts cerebrale Arteriosklerose als ursach-
lich fur die Erkrankung angesehen wurde, begann die Wissenschaft erst
in den 60er und 70er Jahren den Morbus Alzheimer ( Alzheimer's disease,
AD ) als eigene Entitat mit eigenen Ursachen anzusehen (Markesbery et
al., 1996)

2.1.2. Epidemiologie

In Deutschland sind von den ca. 1,5 Millionen an einer Demenz leidenden
Menschen 60-70% vom  Morbus Alzheimer betroffen, die
restlichen 30-40% verteilen sich auf vaskulare Demenzen, andere neuro-
degenerative Erkrankungen, systemische Grundkrankheiten sowie intrace-
rebrale Raumforderungen.

Die AD steht an vierter Stelle der Todesursachen in der westlichen Hemi-
sphare, nur noch Ubertroffen von kardiovaskularen, apoplektischen und
onkologischen Erkrankungen.

Die Pravalenz ist deutlich altersabhangig und zeigt bei dem sogennanten
late-onset-Typ (> 65) ab dem 7. Lebensjahrzehnt einen steilen Anstieg,
die Rate liegt hier bei 3,2%, bei den Uber 80jahrigen schon bei 10,8%
(Lautenschlager et al.,1999).

Abb.2: prominente Alzheimer Patientin Rita Hayworth
(aus: Moller/Laux/Deister, Psychiatrie, Hippokrates
Vrlg., 1995)



2.1.3. Klinische Kriterien und Diagnostik

Die Diagnose der AD wird anhand standarisierter Diagnosekriterien im
Sinne einer Ausschlul3diagnose gestellt, wobei der endgultige Nachweis
fur das Vorliegen der Erkrankung nach wie vor erst post mortem neuropa-

thologisch geliefert werden kann.

Arzl. »Zeichnen Sie
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Abb.3: Test zur Beurteilung von Stérungen héherer kortikaler Leistungen (aus: Mol-
ler/Laux/Deister, Psychiatrie, Hippokrates Vrlg., 1995)

Als diagnostische Instrumentarien stehen der DMS-IV (Version 1994) so-
wie die Kriterien der NINCDS-ADRDA-Arbeitsgruppe (McKhann et al.,
1984) zur Verfugung. Als EinschluRkriterien gelten unter anderem das
Vorliegen einer progressiven Demenz mit kognitiven Defiziten, die zu
Einschrankungen bei der Bewaltigung von beruflichen oder privaten Aktivi-
taten fuhren, der Ausschlul einer hirnorganischen Stérung, das Fehlen
einer Bewultseinsstorung sowie der Beginn der Erkrankung zwischen

dem 40. (early-onset-Typ) und dem 90. Lebensjahr.

2.1.4. Pathogenese und Athiologie

Obwohl die Entstehung der AD noch immer als multifaktoriell angesehen
wird (Hardy et al., 1997), ricken zum einen diejenigen Veranderungen, die
ihr pathomorphologisches Korrelat in den senilen Plagues und Neurofibril-
len (Neurofibrillary Tangles - NFT) haben, zum anderen die intrazerebra-
len Oxidationsvorgange in den Vordergrund (Markesbery et al., 1997,
Multhaup et al., 1997).

Die senilen Plaques, ubiquitar im Gehirn, vor allem aber in der Hirnrinde

(Limbischer- und Assoziationskortex) vorkommende extrazellulare Ablage-



rungen, bestehen aus Amyloid B (AB), einem durch Abspaltung aus sei-
nem Vorlauferprotein Amyloid-Precursor-Protein (APP) hervorgehendem
Polypeptid. Ap hat eine Lange von 39-43 Aminosauren, es kommt in Form

von Amyloid-Fibrillen (7-10 nm)

und als Einzelfragment innerhalb
der Plaques vor (Selkoe, 1999).
Auch intravaskular kénnen Amy-
loidablagerungen mittels Kongo-
rotfarbung nachgewiesen werden,
diese Veranderung wird als kon-
gophile Angiopathie bezeichnet
(Muller-Hill et Beyreuther, 1989).

Die physiologische Funktion des

Abb. 4: Alzheimer Fibrille, Braun-
muhlfarbung (aus: C.Thomas, Histo-

A ist noch nicht geklart; da in den pathologie, Schattauer Vrlg., 13.Aufl.,

Projektionsfeldern der senilen Plaques jedoch die fur die AD typischen
neurodegenerativen Bezirke liegen, kann von einer pathogenen Funktion
ausgegangen werden (Sandbrink et Beyreuther, 1997).

Das Absterben der Neurone ist wahrscheinlich nicht Folge einer direkten
Neurotoxizitat des Amyloids, sondern resultiert aus der Nervenschadigung
durch freie Radikale, die vom AP gebildet werden (Mark et al., 1996, Hens-
ley et al., 1996).

Die AB induzierte Membranlipid-Oxidation von Neuronen bewirkt eine se-
lektive Storung von lonen-Pumpen (ATPase), welches eine Depolarisation
der Membran, einen vermehrten Ca?+ Einstrom und damit letztlich eine
Dekompensation der elektrophysiologischen zellularen Homoostase sowie
eine Enstehung von zytotxischen Substanzen (Peroxinitrit) zur Folge hat
(Mark et al., 1996).

Bekanntermalen ist das Gehirn mit seinem grol3en Sauerstoffbedarf und
—verbrauch besonders anfallig flr oxidativen Strel3. Hinzu kommt der hohe
intracerebrale Anteil von leicht oxidierbaren Lipiden und Metallionen bei
neurologisch gesunden Menschen (Spector, 1977; Bush, 2000).

In Gehirnen von Alzheimer Patienten hat sich zusatzlich eine erhdhte

Konzentration von Produkten der Lipidperoxidation (Sayre et al., 1997)



sowie ein deutlich erniedrigter Spiegel von Ascorbat gezeigt (Schippling et
al., 2000).

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Uberlegung, Alzheimer Patienten mit
Antioxidantien in Form von Vitamin E zu supplementieren, und so die Neu-
ronen schadigende Oxidation zu reduzieren (Sano et al., 1997).

Das zweite morphologische Charakteristikum der AD, die neurofibrillaren
Blndel, bestehen hauptsachlich aus pathologisch verandertem tau-
Protein, einem strukturellen Protein, welches wahrscheinlich fur die Stabi-
lisierung des Zellgerustes, der Mikrotubuli, zustandig ist (Mandelkow,
1997). Bei der AD liegt es nicht in geldster, sondern in hochgradig
phosphorylierter unléslicher Form vor. Es stellt allerdings keinen Alzheimer
spezifischen Marker dar, vielmehr gilt die Hypothese, dal} das pathologi-
sche tau-Protein von untergehenden Neuronen freigegeben wird und so-
mit ein gemeinsames Merkmal neurologischer Erkrankungen wie z.B. der
vaskularen Demenz, der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung oder der Menin-
goenzephalitis darstellen konnte (Selkoe et al., 1982).

Einen Zusammenhang zwischen dem pathologischen tau-Protein und den
bei Alzheimerpatienten vermehrt vorkommenden Advanced Glycation
Endproducts (AGEs) sieht Smith et al., 1995. Die AGEs, die zu einer oxi-
dativen Glykolisierung von Membranproteinen und Lipiden fuhren, bewir-
ken die Umwandlung des normalen I6slichen Taus in das pathologische
unlosliche.

Somit stehen die beiden morphologischen Hauptmerkmale der AD in en-
gem kausalem Zusammenhang zu oxidativen Vorgangen.

Dieselben pathogenetischen Vorgange laufen auch bei der genetisch de-
terminierten Form des M.Alzheimer, die sich in Form der early-onset-AD
manifestiert, ab. Von dieser familiaren Variante, die sich durch Mutation
dreier Gene auf verschiedenen Chromosomen charakterisieren laf3t, sind
nur etwa 5-10 % der Patienten betroffen, allen gemeinsam ist ein vermehr-
tes Auftreten von AB (Selkoe, 1997). Die Erkrankungswahrscheinlichkeit
der von der Mutation betroffenen Menschen liegt bei ca. 50 %.

Durch die Mutation des fur BAPP (Amyloid-Precursor-Protein) codierenden

Gens auf Chromosom 21 wird durch Abspaltung von der veranderten



APP-Variante vermehrt das etwas langere BA42 gebildet, welches eine
hdhere Potenz zur Plaquebildung besitzt (Citron et al., 1992).
Die gleichen Auswirkungen haben Mutationen der Gene Presenilin 1 auf

Chromosom 14 und Presenilin 2 auf Chromosom 1.

Als Risikofaktor sowonhl flr die sporadische late-onset Form, als auch fir
die familiare early-onset Form gilt das Vorhandensein des ApoE (Apoli-
poprotein E) Allels ¢4, welches einhergeht mit einer Zunahme der Dichte

der Amyloidplaques (Selkoe, 1997).

2.2. Oxidationsvorgange in vivo

2.2.1. Oxidation und freie Radikale

Die ersten Uberlegungen zum chemischen Vorgang der Oxidation stellte
vor ungefahr 200 Jahren Lavoisier an. Er stellte fest, dal bei der Verbren-
nung von Stoffen an der Luft Sauerstoff (Oxygenium) verbraucht wird und
die Stoffe dadurch ihre chemischen Eigenschaften verandern.

Im menschlichen Koérper finden ubiquitdr Oxidationsvorgange statt, die
nicht zwingend zu einem Verbrauch von O:2 fuhren, aber in denen die
beteiligten Substanzen (Lipide, Proteine, etc.) ihre Struktur und Eigen-
schaft verandern.

Diejenigen Stoffe, die oxidiert werden, geben Elektronen ab, die Stoffe, die
die Oxidation bewirken, nehmen Elektronen auf und werden damit redu-
Ziert.

Im Korper gibt es Molekille, die mindestens ein ungepaartes Elektron be-
sitzen (Halliwell et al., 1989) und damit besonders reaktiv sind — die freien
Radikale. Sie kdnnen andere Substanzen besonders leicht oxidieren.
Auch der molekulare Sauerstoff, der im Ruhezustand kaum oxidativ wirkt,
kann durch externe Einwirkungen, wie z.B. UV-Strahlung oder Reaktion
mit Metallionen, in das sehr reaktive Hydroxylradikal Gbergehen.

Die freien Radikale |6sen kaskadenartige Oxidationsvorgange aus, die nur
durch Reaktion der Radikale miteinander oder die Wirkung eines Antioxi-

dans gestoppt werden konnen.



Die Oxidation von Lipiden, Proteinen und Lipoproteinen bewirkt degenera-
tive Prozesse, wie z.B. Gefal3sklerose (Esterbauer et al., 1992) oder neu-
rodegenerative Prozesse, weshalb ein therapeutischer Ansatz mit Antioxi-

dantien in der Behandlung des M. Alzheimer sinnvoll zu sein scheint.

2.2.2. Lipoproteine

Lipoproteine haben im Korper die Funktion des Transportes von Lipiden
und anderen lipophilen Substanzen im wassrigen Milieu des Blutes. Sie
bestehen aus einer hydrophilen Hulle aus Proteinen, Phospholipiden und
Cholesterin und einem lipophilen Kern aus Cholesterinestern und Triglyze-
riden. Aulerdem enthalten die Lipoproteine Antioxidantien — im Kern z.B.
Ubichinol-10, in der Hulle vor allem a-Tocopherol.

Die in der Hulle lokalisierten Proteine, die sogennanten Apolipoproteine,
sind zustandig fur die rezeptorvermittelte Aufnahme in die Zielzelle. Zu
ihnen zahlt auch das in Leber und Gehirn synthetisierte Apo E, dessen
Allel 4 einen Risikofaktor fur die Entstehung der AD darstellt (s.0.).

Die Phospholipide sind ein Bestandteil von Zellmembranen, aus Choleste-
rin werden Gallensauren, Steroidhormone und vor allen Dingen auch
Zellmembranen synthetisiert. Triglyzeride sind die Hauptenergielieferanten
und bilden die Grundlage fur die Bildung weiterer Lipide.

Die Lipoproteine werden in verschiedene Klassen abhangig von ihrer
Dichte eingeteilt. Nach aufsteigender Dichte unterteilt man sie in Chylo-
mikronen, Very-Low-Density-Lipoproteine (VLDL), Intermediate-Density-
Lipoproteine (IDL), Low-Density-Lipoproteine (LDL) und High-Density-
Lipoproteine (HDL).

Abhangig von ihrer Klassifikation haben die Lipoproteine ein unterschiedli-
ches Potential zur Atherogenitat, d.h. zur Bildung von Atherosklerosepla-
ques an den Gefallwanden, wobei das LDL, welches 70% des Plasma-
cholesterins transportiert, die hochste atherogene Potenz besitzt. Als pro-
tektiver Faktor hingegen gilt eine hohe Konzentration an HDL. In zahlrei-
chen Untersuchungen (z.B. Steinberg et al., 1989) konnte gezeigt werden,

dafl vor allem die Lipidperoxidation, die sowohl im Plasma als auch im

10



CSF ablauft, eine Rolle bei der Entstehung von atherosklerotischen Pla-

ques spielt.

2.2.3. Lipidperoxidation

Als Lipidperoxidation bezeichnet man die oxidative Umwandlung der in
Lipoproteinen enthaltenen Fettsauren zunachst in sogenannte konjugierte
Diene, in einem weiteren Reaktionsschritt in Lipid-Peroxiradikale. Beson-
ders anfallig fur die oxidative Umwandlung durch freie Radikale sind die
mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFAs = poly unsaturated fatty acids)
mit ihnrem hohen Anteil an Doppelbindungen, da am zwischen zwei Dop-
pelbindungen liegenden C-Atom eine Instabilitat entsteht, die die Abspal-

tung des H-Atoms durch ein Hydroxyperoxidradikal erleichtert.

0 , @
Fq MRZ -H R, %CH-/\\\\/RQ
) loﬁ

Ry Rz
(6) W‘\,\\/
QOoH

Lipidperoxid

Abb. 5: Mechanismus der Lipidperoxidation ( nhach Gutteridge, 1995)
(1) PUFA, (2) Lipidradikal, (3) Reaktion mit Sauerstoff, (4) Peroxylradikal, (5) Kettenreak-
tion (6) Lipidperoxid

Die entstehenden konjugierten Diene konnen als Indikator fur in vitro ab-
laufende Oxidationsvorgange herangezogen werden, da sie sich bei ei-
nem Absorptionsmaximum von 234nm photometrisch nachweisen lassen.
Die Menge der durch Oxidation entstandenen Lipid-Hydroperoxide lasst
sich somit darstellen als die Anderung der Absorption der Proben bei

234nm Wellenlange. Die Lipidperoxidation ist deshalb von so grol3er Be-
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deutung, weil die im Folgenden durch die Reaktion mit O2 entstehenden
Lipid-Peroxidradikale (LOO-) eine Kettenreaktion mit weiteren Fettsauren
ausbilden, wodurch es wie beschrieben zu Membrandefekten, bzw. all-
gemein- und neurodegenerativen Prozessen kommen kann. Des Weiteren
kann das entstehende Lipid-Hydroperoxid (LOOH) zu zytotoxischen Sub-
stanzen zerfallen. Die Oxidationskaskade kann beendet werden durch
Reaktion der Lipid-Peroxiradikale miteinander oder mit antioxidativ wir-

kenden Substanzen, die unter 2.4. genauer erldutert werden.

2.3. Oxidationskinetik des Liquors

Die oxidative Modifikation der Liquor Lipoproteine, die in ihren Eigenschaf-
ten den High-Density-Lipoproteinen des Plasmas sehr ahnlich sind (Borg-
hini et al., 1995), verlauft in drei Phasen und resultiert in der Bildung von
Lipid-Hydroperoxiden in Form konjugierter Diene.

Die erste Oxidationsphase wird Lag-Phase genannt. In dieser Phase ist
die Oxidationsrate annahernd Null, die endogenen Antioxidantien werden
verbraucht. Sie dauert ca. 5-7 h. Die unmittelbar folgende Propagation-
Phase stellt die Phase der maximalen Oxidation dar und dauert ca. 8-10
h. In der anschlieRenden Plateau-Phase betragt die Oxidationsrate erneut

etwa Null, d.h. die Oxidationsvorgange sind abgeschlossen.

O0E

y P lateauphase

b4 Timel

ithon Bl 234 nm

Abanng

-200 a 200 400 00 200 4000 1200
Cwidationsdaver, min

Abb. 6: Schematischer Verlauf der Liquoroxidation, Absorptionséanderung bei 234 nm
(aus K. Semmler, Diss. 2003, Universitat Hamburg)
Die Oxidationskinetik des Liquors verlauft sehr ahnlich der des gesamten

Plasmas (Kontush und Beisiegel, 1999), wie auch der Kinetik der Plasma

Lipoproteine (Esterbauer et al., 1989).
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2.4. Antioxidantien

Antioxidantien sind niedermolekulare Substanzen, die in samtlichen liqui-
den Kompartimenten des Korpers, sowie in geringerem Malde auch intra-
zellular vorkommen und durch ihre Eigenschaft, mit freien Radikalen zu
reagieren und durch diese oxidiert zu werden, protektiv auf labile Mem-
branbestandteile wie z.B. ungesattigte Fettsauren wirken.

Entscheidend fur die Durchfuhrung dieser Arbeit ist die Tatsache, dass
einige Antioxidantien substituiert werden kdnnen, so dal} ihre Wirkungs-
weise sowohl in physiologischer als auch in erhdohter Konzentration unter-
sucht werden kann, und zwar in diesem Falle speziell in Blutplasma und

Liquor cerebrospinalis.

2.4.1. Hydrophile Antioxidantien

Die hydrophilen Antioxidantien befinden sich in der wassrigen Phase des

Blutplasmas und des CSF.

Ascorbat

Das effektivste von ihnen ist die Ascorbinsaure (Vitamin C), die als ihr Salz
Ascorbat mit 30-150 pM im Plasma (Niki, 1987) und mit ca. 200 yM im
CSF vorliegt (Stocker et al., 1991). Die hohe Konzentration wird im Liquor
durch aktiven Transport in den Plexus choroidei erreicht (Lénnrot et al.,
1996) und ist beim M. Alzheimer deutlich erniedrigt.

Im Plasma reagiert das Ascorbat direkt mit hydrophilen Radikalen, das
entstehende Ascorbyl-Radikal kann mit anderen Reduktionsmitteln zu
nicht radikalischen Produkten umgewandelt werden, das entstehende de-
hydro-Ascorbat kann in Erythrozyten wieder zu Ascorbat regeneriert wer-

den.
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CiHZOH CIH::’OH
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Ascorbinséure Ascorbinséure

Abb. 7: Ascorbat und dehydro-Ascorbat (aus: G.Loéffler, Funktionelle Biochemie Springer
Vrlg., 1993)

In Lipoproteinen wirkt Ascorbat als Coantioxidans des a-Tocopherols, in-
dem es durch Reaktion mit a-Toc-Peroxylradikalen a-Toc regeneriert (Sto-
cker, 1994).

Die hydrophilen Ascorbylradikale konnen trotz des lipophilen Milieus der
Lipoproteine durch Interaktion mit a-Toc antioxidativ wirken, da sie die
Elektronen aus den Lipoproteinen in das wassrige Medium transportieren

konnen.

Urat

Ein weiteres hydrophiles Antioxidans, die Harnsaure, die im Plasma in
Form des Urats vorliegt, stellt das Abbauprodukt der Purine dar. Es liegt in
einer Konzentration von 160-400 uM vor (Classen et al 1993).

Auch Urat kann auf zwei unterschiedliche Weisen antioxidativ wirken:
Primar bewahrt es Membranen und Lipoproteine vor der Modifikation
durch Sauerstoffradikale, indem es diese in der wassrigen Phase abfangt.
AulRerdem Ubt es einen indirekten antioxidativen Effekt aus durch Regene-
ration des Ascorbats (Sevanian et al 1985), wahrend eine Interaktion mit
dem lipophilen a-Toc nicht moglich ist, wodurch sich die geringere antioxi-

dative Potenz gegenuber Ascorbat erklaren lasst ( Ma et al., 1994).
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Bilirubin

Bilirubin, als drittes hydrophiles Antioxidans zu nennen, liegt im Plasma in
einer Konzentration von 5 - 20 uyM vor (Classen et al 1993). Es stellt das
Abbauprodukt des menschlichen Blutfarbstoffes Ham dar und liegt auf-
grund seiner schlechten Wasserl6slichkeit im Plasma fest an Albumin ge-
bunden vor.

Sowohl Bilirubin, als auch die Vorstufe, das Biliverdin kann als Radikal-
fanger fungieren und dadurch antioxidativ wirken. Bilirubin kann zwei
Hydroperoxidradikale einfangen und wird dabei zu Biliverdin oxidiert, das
dann rasch wieder zu Bilirubin reduziert wird. Bezogen auf molare Ver-
haltnisse besitzt albumingebundenes Bilirubin als Schutz vor wasserlosli-
chen Peroxiden etwa ein Zehntel der Wirksamkeit des Ascorbats (Stryer,
1994).

Wie auch das Ascorbat kann Bilirubin zur Regeneration von a-Tocopherol-
Peroylradikalen zu a-Toc beitragen und dadurch die Lipidperoxidation ver-

langsamen.

Sulfhydrylgruppen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auRerdem die Konzentration der Sulf-
hydrylgruppen (SH-Gruppen) bestimmt. Diese, meist in Form von Albumin
oder Gluthation vorliegend, spielen eine grol3e Rolle bei der intrazellularen
Antioxidation. Im Plasma liegen sie gewdhnlich in einer Konzentration von
400-600 uM vor.

2.4.2. Lipophile Antioxidantien

Die wichtigsten lipophilen Antioxidantien, deren Konzentrationen vor und
nach Vitamin E Supplementierung im Plasma gemessen wurden, sind die
Tocopherole, vor allem das a-Toc als Hauptform des Vitamin E, die Caro-
tinoide und die Ubichinole.

Im Liquor hingegen konnte aufgrund der etwa 100-500-mal niedrigeren
Lipidkonzentration nur a-Toc relevant detektiert werden.

a-Toc leistet als Membranbestandteil einen wichtigen Beitrag zum Schutz

vor Lipidperoxidation. Es reagiert in einem ersten Schritt mit einem Per-
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oxylradikal zu einem a-Tocopheroxylradikal und einem Hydroperoxid, in
einer Folgereaktion entstehen durch Anlagerung eines Peroxylradikals an
ein a-Tocopheroxylradikal nicht-radikalische Produkte, oder aber es wird

durch weitere Antioxidantien, vor allem das hydrophile Ascorbat, wieder

regeneriert.
In hoher Konzentration vorliegend kann
4
_ . . . o ML i oy &,
a-Toc allerdings auch prooxidativ wir oAb e EoH oMo o
ken (Bowry and Stocker, 1993), wes- e, 55
halb in dieser Studie die Gabe von }r H,0
400 mg gegenuber den von Sano et o
. HEre il i, m
al.1997 verabreichten 2000mg vorge- ;rg TSP I
. YT Wb OH BH, g
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]?“: 2|H]
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Carotinoide Abb.8: a-Tocopherol als Redox-

ystem (aus: G.Loffler, Biochemie,

Zu den Carotinoiden gehdren unter Spriger Vrlg., 1993)

anderem a-Carotin und B-Carotin. Letz-

teres wird auch Provitamin A genannt, da durch Spaltung der zentralen
Doppelbindung zwei Molekule Vitamin A entstehen. Die antioxidative Wir-
kung beruht auf der Bildung eines stabilen B-Carotinylradikals durch Ab-
fangen von freien Radikalen, welches im relativ sauerstoffarmen Milieu

des Blutplasmas zum Tragen kommt (Burton et al., 1988).

Ubichinole

Ubichinole kommen im menschlichen Organismus in Form des Ubichinol-
10 in allen Zellmembranen und im Plasma vor. Sie gehen Redoxverbin-
dungen ein, dabei wird Ubichinol-10 zu Ubichinon-10 oxidiert, welches
ebenfalls eine antioxidative Wirkung hat, allerdings in erst in deutlich ho-
heren Konzentrationen als den physiologischen in Plasma und CSF (Kon-
tush et al., 1995a).

Die auch in niedrigen Konzentrationen sehr effektive antioxidative Wirkung

des Ubichinol-10 kommt nicht so sehr durch die direkte Interferenz mit
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freien Radikalen zustande, im Sinne der von a-Toc bekannten Kettenreak-

tion, sondern durch seine Funktion als Co-Antioxidans von a-Toc.

3. Material und Methoden

3.1. Gerate

HPLC — System:

LKB 2249 HPLC Pump (LKB-Producter AB, Bromma, Schweden)

LKB 2156 Solvent Conditioner (LKB-Producter AB, Bromma, Schweden)
Elektrochemischer Detektor Coulochem II (Enviromental Sciences Associ-
ation, Bedford, USA)

Analytical Cell Modell 5011 (Enviromental Sciences Assoc., Bedford, USA)
Conditioning Cell Modell 5020 (Enviromental Sciences Assoc., Bedford,
USA)

HPLC-Saule LiChroCart 125-4, LiChrospher 100 RP-18,5 uym Partikel-
grosse (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Gaschromatographisches System:

Gaschromatograph Hewlett-Packard 5890 Series |l (Hewlett-Packard Palo
Alto, USA)

Massenspektrometer 5972 Series (Hewlett-Packard, Palo Alto,
USA)

Gaschromatographische Saule HP-5MS, 30m Lange, 0,25 mm
Innendurchmesser, 0,25 pm Filmdicke

Laborzentrifuge Biofuge fresco (Haereus, Deutschland)

Laborzentrifuge Labofuge Haereus Christ (Haereus, Deutschland)
Spektralphotometer UV2 (ATl Unicam, Grossbritannien) mit Kivetten-
wechsler fur 8 Kivetten

Quarzglaskuvetten, Volumen 700 pl (Hellma, Deutschland)
Spektralphotometer Modell 150-20 (Hitachi, Japan)
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3.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chelex 100 resin, 50-100 mesh (Bio-Rad, Munchen, Deutschland)
Natriumetoxid (Alltech, Unterhaching, Deutschland)

Lipoxygenase aus Sojabohnen und Ap-Peptid 1-40 (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland)

DTNB  (5,5°-Dithiobis-(2-nitrobenzoylsaure)) (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland)

PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung)

BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyltrifluoracetamid) Sigma, Deisen-hofen,
Deutschland)

Granutest® 25 Plus (Merck, Deutschland)

Alle anderen Chemikalien und Lésungsmittel sind von Sigma (Deisenho-

fen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen worden.

3.3. Gewinnung und Vorbereitung des Probenmaterials

Blutproben und Liquor cerebrospinalis wurden 10 an der Alzheimer De-
menz leidenden Patienten zu jeweils zwei Zeitpunkten parallel entnom-
men. 1 ml Liquor wurde durch Lumbalpunktion zwischen L3 und L4 ge-
wonnen, 10 ml EDTA Blut durch periphere Venenpunktion der Vena cubi-
talis. Die Proben wurden unmittelbar nach der Gewinnung mit Argon be-
gast und bei —80°C eingefroren, um einer unkontrollierten Oxidation vor-
zubeugen. Zusatzlich wurden die fur die Ascorbinsaurebestimmung vor-
gesehenen Plasma- und Liquorproben nach der Gewinnung mit 10%iger
meta-Phosphorsaure im Verhaltnis 1:1 gemischt und 3 min. bei 4°C und
13.000rpm zentrifugiert (Biofuge fresco) um einen enzymatischen Abbau
der Ascorbinsaure zu verhindern.

Die Proben wurden nicht langer als drei Monate gelagert und die einzel-

nen Arbeitsschritte auf Eis durchgeflhrt.

3.4. Das Patientenkollektiv

Die an der Studie teilnehmenden Patienten wurden aus der Gedachtnis-

sprechstunde der Psychiatrischen Klinik des Universitatskrankenhauses
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Eppendorf, Hamburg rekrutiert, nach ausfihrlicher Aufklarung Uber den
Studienablauf und schriftliche Einverstandniserklarung. Ein Ethikvotum der
Ethikkommission Hamburg liegt vor.

Vier der Probanden waren weiblich, sechs mannlich. Die Altersverteilung
erstreckte sich von 55 bis 76 Jahren, der Schweregrad der Erkrankung,
dargestellt durch die sogenannte Severity, reichte von 1 (leichte dementi-
elle Symptomatik) bis 3 (mittelschwere dementielle Symptomatik). Befragt
hinsichtlich ihrer Lebensgewohnheiten gaben zwei der Patienten an, zum
Studienzeitpunkt zu rauchen, vier tranken gelegentlich Alkohol. Ebenfalls
erfasst wurden internistische Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus,
Hypertonus und andere kardiovaskulare Erkrankungen. Alle Patienten leb-
ten zu hause und waren mobil und in einem guten Ernahrungszustand

(BMI von 25kg/m?) mit normalen Blutfettwerten.

PatientNr. | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Geschlecht | m m W W m m W W m m
Alter 60 76 72 68 75 55 59 68 56 56
Severity 3 3 1 1 1 1 1 2 1 2
Nikotin nein ja nein nein nein nein nein nein ja nein
Alkohol ja ja nein nein nein nein nein nein ja ja
Hypertonus | nein nein nein nein nein nein ja nein nein ja

Tab. 1: Charakteristika des Kollektivs

Die erste Probenentnahme erfolgte unmittelbar zu Beginn der Studie, die
zweite jeweils nach einer genau vierwochigen Supplementierung mit 400
mg Vitamin E (La Roche, Schweiz) taglich. Die Einnahme erfolgte als ein-

malige Dosis am Morgen.

3.5. Messung der oxidativen Parameter im Plasma

Jede Probe wurde in einem Doppelansatz bestimmt, um den Messfehler

moglichst klein zu halten. Der Messwert ermittelt sich aus dem Mittelwert.
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3.5.1. Bestimmung der hydrophilen Antioxidantien

3.5.1.1. Bestimmung der Ascorbinsaure Konzentration

Prinzip:  Ascorbinsdure reduziert den Farbstoff DCIP (2,6-
Dichlorphenolindophenol) und bewirkt dadurch eine Abnahme der Licht-
absorption bei einer Wellenlange von 520 nm.

Zunachst werden 400 pl des bereits nach der initialen Probengewinnung
mit 10%iger meta-Phosphorsaure versetzten Plasmas (sh. 3.3) mit 200 pl
eines Citrat-Acetat-Puffers in Reagenzglasern gemischt. Fur die Herstel-
lung des Puffers werden 22 g Trinatriumcitratdihydrat in 40 ml Wasser ge-
|6st, der pH wird mit Eisessig auf 4,15 titriert und das Volumen auf 100 ml
aufgefullt. Direkt vor dem Einbringen der Losung in das Photometer wer-
den 200ul DCIP zugegeben und das Rdhrchen gemischt, nach genau 30
sec. erfolgt die Messung der Extinktion bei 520 nm. Nun gibt man wenige
Ascorbatkristalle hinzu, mischt durch leichtes Schitteln und mifdt bei ein-
getretener Entfarbung der Losung nochmals die Extinktion bei gleicher
Wellenlange, wodurch man den Probenleerwert erhalt.

Zur Erstellung einer Eichkurve werden Standards einer definierten Vitamin
C Losung in absteigender Konzentration hergestellt. Daftir werden 200mg
Ascorbat mit einer 5%igen m-Phosphorsaure auf 10ml aufgefallt, 200ul
dieser Losung werden mit 5%iger m-Phosphorsaure auf 2000ul aufgefullt,
dieser Schritt wird noch zweimal wiederholt, so daf® nun eine Eichldésung
mit einer Konzentration von 20 pg/ ml vorliegt. Von dieser Eichlésung wird
eine Verdunnungsreihe in funf 1:1 Schritten angefertigt, indem 1 ml Lo-
sung mit 1 ml 5%iger m-Phosphorsaure versetzt werden. Abschliel3end
erhalt man Konzentrationen von 20 pg/ ml, 10 ug/ ml, 5 ug/ ml, 2,5 pg/ mi
und 1,25 ug/ ml, von denen jeweils 400ul verwendet werden.

Als Reagenzienblindwert dient ein Doppelansatz von 400 ul einer 5%igen
m-Phosphorsaure. Sowohl Standards als auch Blindwerte werden wie die
Proben mit Citratpuffer und DCIP gemischt und die Absorption bei 520

nm gemessen.

Zur Berechnung der Extinktion dient folgende Formel:
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Extinktion520 = (RB — RBb) — (S — Sb)

RB = Reagenzienblindwert vor Reduktion
RBb = Reagenzienblindwert nach Reduktion
S = Absorption der Probe vor Reduktion
Sb = Absorption der Probe nach Reduktion

FUr Proben und Standards werden gleichermalien die Extinktionswerte
berechnet, anhand der Standardwerte kann dann die Eichkurve erstellt
werden, mit deren Hilfe schlielRlich die Ascorbatkonzentration im Plasma

bestimmt wird.

3.5.1.2. Bestimmung der Urat Konzentration

Zur Messung der Urat Konzentration im Plasma wird der Granutest®
25Plus (Merck, Deutschland) verwendet und gemall der beiliegenden
Versuchsanleitung verfahren. Als Probenmaterial werden 20ul Plasma pro

Messung bendtigt.

3.5.1.3. Bestimmung der Sulfhydrylgruppen Konzentration

Zur photometrischen Messung der SH-Gruppen in den Proben werden
jeweils 50 ul Plasma mit 50ul 0,9% NaCl, 900ul EDTA und 20ul DTNB
(5,5°- Dithio- bis-2- nitrobenzoylsaure) versetzt, desgleichen werden fur
die Probenleerwerte 50ul Plasma mit NaCl und EDTA, aber ohne DTNB
gemischt, um die individuelle Absorption des Plasmas, die nicht von der
Reaktion des DTNB mit den SH- Gruppen zu 2- Nitro- 5- Mercaptoben-
zoylsaure herrihren, auszuschalten. Stattdessen werden zu den Leer-
wertproben 20ul Phosphatpuffer 0,025M hinzu gegeben.

Beide Ansatze werden fur 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schlieffend bei 412nm gegen Luft photometrisch gemessen.

Als Eichleerwert dient eine Losung aus 900ul EDTA, 100ul NaCl und
200ul DTNB.

Die Konzentration der SH- Gruppen Errechnet sich wie folgt:
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Konzentration ¢ [uM] = Absorption  x 1500

Absorption = AbsSprobe - AbSProbenleerwert

Herstellen der Lésungen :

EDTA 2mM - 74, 44 mg in 100 ml Na2HPO4 (pH 9,0)

Phosphatpuffer - 30, 5 ml Na2HPO4 0,2 M mit 19,5 ml NaH2POa

(0,025 M, pH 7,0)

DTNB 10 mM - 40 mg DTNBin 10 ml Phosphatpuffer 0,025 M,
10min. mischen, filtrieren

3.5.14. Bestimmung der Bilirubinkonzentration

Zur photometrischen Messung der Bilirubinkonzentration wird zunachst
die zu verwendende Reagenzl6sung wie folgt angesetzt. 100ul Etyl-
anthranilat werden in 10ml 0,15M Salzsaure suspendiert und mit 300yl
einer 10% NaNO:2 Losung versetzt. Diese Losung wird 5 min. bei Raum-
temperatur inkubiert und anschlieRend mit 100ul einer 1% Ammoniumsul-
fatldsung versetzt und ist unmittelbar nach Herstellung zu verwenden.

Im Folgenden mischt man fir die Probenansatze 100ul Plasma mit 1ml
DMSO (Dimethylsulfoxid) und gibt 400ul der Reagenzldésung hinzu. Das
Gemisch wird 10 min. bei 4°C und 13000rpm zentrifugiert, der Uberstand
in Einwegkuvetten abdekantiert und die Absorption der Probe bei Wellen-
langen von 530nm und 650nm gegen den Blindwert gemessen.

Zur Herstellung des Blindwertes werden 100ul NaCl 0,9% mit 1ml DMSO
und 400ul Reagenzlésung gemischt.

Fir die Ermittlung der Eichwerte wird aus einer 500uM Bilirubin Stamml6-
sung in DMSO eine Verdinnungsreihe erstellt. Zunachst mischt man
100ul der Stammlésung mit 900ul DMSO, aus der entstandenen 50uM
Ldsung wird eine Verdlinnungsreihe im Bereich von 1,563uM bis 50uM

erstellt. Jeweils 100ul aus der Verdiunnungsreihe werden mit 900ul DMSO,
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100ul NaCl 0,9% und 400ul Reagenzldsung versetzt und die Absorption
ebenfalls bei 530nm und 650nm gemessen.

Um die Eichgerade zu erstellen, werden die Differenzen der Absorption
der Standards bei den beiden gemessenen Wellenlangen gegen die Kon-
zentration der Standards aufgetragen. Die Konzentration des Bilirubins der
Plasmaproben errechnet sich aus der Differenz der Absorptionen bei

650nm und 530nm und der Regressionsgeraden der Eichkurve.

3.5.2. Bestimmung der lipophilen Antioxidantien

Die im menschlichen Plasma enthaltenen lipophilen Antioxidantien o~ To-
copherol, y- Tocopherol, Ubichinol-10 und, als dessen primares Oxidati-
onsprodukt, Ubichinon-10, a- Carotin und - Carotin werden mittels der
reversed-phase HPLC (High-Performance Liquid-Chromatography) mit
Farbdetektion bestimmt (Finkh et al., 1995).

Als interne Standards dienen 3- Tocopherol, Ubichinol-9 und Ubichinon-7,
die durch Verdlinnung mit Ethanol in bekannter Konzentration vorliegen.
FUr den Probenansatz werden 100ul Plasma mit 500ul Hexan, 30ul Etha-
nol, 40ul Ubichinol-9 und 30ul Ubichinon-7 versetzt, 1 min. mittels Vortex
gemischt und im Anschluf3 3 min. bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert.

Das Ethanol dient der Proteinausfallung, Hexan extrahiert die Lipide.

Nun werden 400ul der Hexanphase (obere Phase) abpipettiert in ein Ep-
pendorftube und 10 min. unter Stickstoff abgedampft, der Niederschlag
wird daraufhin in 1ml Ethanol durch Schitteln geldst, 150ul dieser Losung
werden in das HPLC-System injiziert.

Bei verzogerter Messung, die aber in jedem Falle noch am selben Tag
erfolgen sollte, werden die Proben erneut unter Argonbegasung bei -80°C
eingefroren.

Das Laufmittel (mobile Phase) des HPLC-Systems, welches mit Helium
entgast wird, setzt sich zusammen aus einer Ethanol-Methanol-2-
Propanol-Losung im Verhaltnis 18 : 5 : 2 und einem Zusatz von 1,425 Li-

thiumperchlorat.

23



Die Laufgeschwindigkeit der mobilen Phase betragt 1,3 ml/ min., die Mes-
sung erfolgt Uber eine C18-RP Saule mit einem Druck von ca. 8Mpa.

Die Detektion der lipophilen Antioxidantien findet in einem elektrochemi-
schen Detektor und zwei Zellen, die nach dem Oxidations- Reduktions-
modus arbeiten, statt. Die erste, so genannte conditioning-cell (model
5020), hat ein Potential von E =-600mV, die zweite, die analytic-cell (mo-
del 5011), wird an der ersten Elektrode auf ein Potential von E1 = -150mV,
an der zweiten Elektrode auf ein Potential von E2 = +600mV eingestellt.
Die Konzentrationen der Antioxidantien errechnen sich durch Integration
der graphischen Darstellung der gemessenen Volumina anhand der durch

die Standards ermittelten Eichkurve.

3.5.3. Bestimmung der Fettsaurekonzentration

Die in den Plasmaproben enthaltenen Lipide werden in einem mehrschrit-
tigen Verfahren der gaschromatographischen Bestimmung zuganglich
gemacht.

Zunachst erfolgt die Extraktion der Lipide nach Folch (Folch et al., 1957).
100ul Plasma werden mit 25ul einer Standard Heptadecansaurel6sung,
25ul des Antioxidans BHT und 2000ul eines Methanol : Toluol Gemisches
im Verhaltnis 4 : 1 versetzt und mit dem Vortexrihrer 1 min. gemischt.
Wahrend des Mischvorganges werden tropfenweise 200ul Acetylchlorid
hinzu gegeben. Fur die acide Methylierung wird diese Losung 60 min. bei
80°C inkubiert und nach 5minttiger Abkuihlung auf Raumtemperatur mit
5ml einer wassrigen 6%igen Natriumcarbonatldsung versetzt, mit dem
Vortexruhrer kurz gemischt und anschlielend 10 min. mit 4000rpm zentri-
fugiert. Von der oberen, die Lipide enthaltenen Phase werden ca. 300ul
abgenommen, unter Stickstoff abgedampft und das Pellet in 20ul Toluol
aufgenommen. Nach kurzem Durchmischen (Vortex) werden 2ul dieser
Lésung in den Gaschromatographen injiziert zur Quantifizierung der Lipi-
de.

Die Auftrennung der Lipide erfolgt Uber eine Saule von 30m Lange und

einem Innendurchmesser von 0,25mm. Helium dient als mobile Phase mit
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einer Flussgeschwindigkeit von 1,2ml/ min. und einem Initialdruck von 140
kPa bei einer Temperatur von 300°C.

Die Identifizierung der Lipide erfolgt in einem Massenspektrometer Uber
eine HP-5MS-Saule gleicher Eigenschaften.

Die Berechnung der Fettsdurekonzentration wird anhand der graphischen

Darstellung unter Bezug auf die Standardkurve vorgenommen.

3.5.4. Bestimmung der Gesamtlipidkonzentration

3.5.4.1. Bestimmung der Triglyceridkonzentration

Die Messung der Triglyceride wurde mit dem enzymatischen Farbtest
Triglycerids-GPO-PAP® vorgenommen, die Durchfuhrung erfolgte gemalf}

den Instruktionen des Herstellers.
3.5.4.2. Bestimmung der Gesamtcholesterinkozentration

Die Messung des Cholesterins erfolgte mit dem enzymatischen Farbtest
Monotest Cholesterin® (Bohringer Mannheim, Deutschland) nach vorge-

gebener Anweisung.

3.5.5. Bestimmung der Plasmaoxidierbarkeit

Als MaR fur die Oxidierbarkeit des Plasmas wird die Akkumulation der
konjugierten Diene bestimmt, die nach Zugabe von bestimmten Oxidan-
tien im Plasma anfallen.

Pro Probe werden jeweils 2 x 20ul natives Heparinplasma mit 2950ul
PBS-Puffer verdunnt. Einem dieser Ansatze werden 30ul AAPH als Oxi-
dans hinzugefugt, dem zweiten 30ul Lipoxygenase. Ein dritter Ansatz, be-
stehend aus 20ul Plasma und 2980ul PBS ohne Zugabe von Oxidantien
dient der Bestimmung der Autooxidation. Des Weiteren werden zur Be-
stimmung des Leerwertes zwei Ansatze ohne Plasma erstellt, indem je-
weils 30ul AAPH und 30ul Lipoxygenase mit 2970ul PBS verdinnt wer-
den. Die verschiedenen Ansatze werden kurz per Vortex gemischt und in
die Quarzglaskivetten des Spektralphotometers pipettiert. Die Messung

der Extinktion erfolgt bei einer Wellenlange von 234nm und einer Tempe-
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ratur von 37°C Uber einen Zeitraum von 12h, das Melintervall betragt 60
sec.

Die Konzentration der konjugierten Diene errechnet sich aus deren Extink-
tionskoeffizient von ¢ = 29.500M — 1cm —1 (Esterbauer et al., 1989,
Regnstroem et al., 1993).

3.6. Messung der oxidativen Parameter im Liquor cerebrospinalis

3.6.1. Bestimmung der hydrophilen Antioxidantien

Die Konzentrationen der wichtigsten hydrophilen Antioxidantien im Liquor -
Ascorbat und Urat- werden synchron mit der reversed-phase HPLC mit
UV- Detektion bei einer Wellenlange von 280nm bestimmt (Barja et al.,
1994).

Far die Messung werden 300ul des nach der Probengewinnung mit
10%iger meta-Phosphorsaure 1:1 verdunnten Liquors (sh. Kap. 3.3)
mittels HPLC analysiert, als mobile Phase dient eine wassrige Lésung aus
0,1M Naz2HPO4, 2,5M Na2EDTA und 2,0mM Tetrahexylammoniumchlorid
(pH 3,0) mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1,0ml/min.

Die Konzentration errechnet sich aus der graphischen Darstellung anhand

einer Standardkurve.

3.6.2. Bestimmung der lipophilen Antioxidantien

Die Konzentrationen von a- Tocopherol, y-Tocopherol und Ubichinon- 10
werden im Liquor mit elektrochemischer Detektion der reversed-phase
High—Performance—Liquid—Chromatography (HPLC/ECD) bestimmt (Finkh
et al., 1995, Kontush et al., 1996). Fur die Probenansatze werden 450pl
Liquor mit 450ul Ethanol, 2250ul Hexan und 50ul Ubichinol-7 als interner
Standard versetzt, 1min. mit dem Vortexgerat gemischt und 10min. bei
4°C und 4000rpm zentrifugiert. Von der oberen Hexanphase werden 2ml
abgenommen und unter Stickstoff abgedampft. Der Niederschlag wird in
150ul Ethanol aufgenommen und in einer mobilen Phase aus 13,5nM Li-
thiumperchlorat in Methanol, Ethanol und Iso-Propanol im Verhaltnis

18:5:2 analysiert. Die Laufgeschwindigkeit betragt 1,0 ml/min.
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Die Konzentrationen errechnen sich wie oben beschrieben anhand der

graphischen Darstellung.

3.6.3. Bestimmung der Fettsauren und des Gesamtcholesterins

Die Messung der Fettsduren und des Cholesterins im Liquor erfolgt durch
die Capillary-Gas-Chromatography nach dem Prinzip der Flame-
lonisation-Detection (GC-FID) (Kontush et al., 1996). Pro Ansatz werden
100ul Liquor mit 2ml Chloroform zur Lipidextraktion, 100ul Heptadecan-
saure (200ug/ml) und 25ul 5-a-Cholestan (100ul/ml) als interne Standards
und 25ul BHT (T-Butylhydroxytoluen) als Antioxidans versetzt und 1min.
gevortext. Danach wird die Lésung 10min. bei 2500rpm zentrifugiert, um
die wassrige Phase von der alkoholischen Phase zu trennen. Analog wird
mit 100ul 0,9% NaCl als Leerwert verfahren.

Aus der unteren Chloroformphase werden 1,3ml abpipettiert und unter
Stickstoff bis zur Trockne abgedampft. Das trockene Pellet wird mit 250ul
Toluol aufgenommen. Die Methylierung der Lipide erfolgt durch Zugabe
von 500ul Natriummethoxid und 15mindtiger Inkubation bei 50°C. Nach
Zugabe von 1ml 2,5% Essigsaure und 250ul Hexan wird die Probe 1min.
gevortext und erneut 10 min. bei 2500rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und unter Stickstoff eingedampft. Dem Niederschlag
werden 100ul DMFA und 100ul BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracet-
amid)) hinzugefugt, die Sylilierung erfolgt wahrend einer 30minutigen In-
kubation bei Raumtemperatur. Nach einer letzten Eindampfung unter
Stickstoff wird die Probe in 20ul Toluol aufgenommen, 2ul werden in den
Gaschromatographen injiziert.

Der Identifizierung der einzelnen Lipide und des Cholesterols mittels
gaschromatographischer Massenspektromie (GC/MS) folgt die Messung
im GC/FID. Die Konzentration der mehrfach ungesattigten Fettsauren er-

rechnet sich aus der Summe der Linol- und Arachidonsaurekonzentration.

27



3.6.4. Bestimmung der Liquoroxidierbarkeit

Die Liquoroxidierbarkeit wird durch die Konzentration der akkumulierten
konjugierten Diene beschrieben, die Produkte der Peroxidation mehrfach
ungesattigter Fettsauren darstellen (Esterbauer et al., 1989).

Fir jede Probe wird jeweils die Oxidationskinetik des Liquors unter Zuga-
be des Antioxidans EDTA, des Prooxidans AAPH (Cu(ll),2,2"-azobis-(2-
amidinpropan)Hydrochlorid) und ohne Zusatz zur Bestimmung der Auto-
oxidation durchgefuhrt. Pro Probe werden jeweils 2 x 100ul Liquor mit
800ul PBS verdunnt, dem einen Ansatz werden 100ul EDTA, dem zweiten
100ul AAPH hinzugefiigt. Fir die Autooxidation wird ein dritter Ansatz mit
100wl Liquor in 900ul PBS ohne Zusatz erstellt. Als Leerwert dient ein
Doppelansatz von 900ul PBS und 100ul AAPH. Die Loésungen werden
gemischt und in verschlieRbare Quarzglaskivetten gefullt, um einer Ver-
dunstung der Proben wahrend des 24-stindigen Melvorganges entge-
genzuwirken. Die Kinetik der Oxidation, die sich in der Menge der konju-
gierten Diene widerspiegelt, wird kontinuierlich uber 1440 min. bei 37°C in
einem Spektralphotometer mit einer Wellenlange von 234nm gemessen.
Die initiale Verdlinnung des Liquors erfolgt, um den Oxidationsvorgang zu
beschleunigen und die bendtigte Probenmenge madglichst klein zu halten.
Die Konzentration der Diene berechnet sich aus deren Extinktionskoeffi-

zienten.

3.7. Statistische Auswertung der Daten

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm Statisti-
ca® (StatSoft, Inc., USA). Die Signifikanz der MeRwerte und Korrelationen

wurde anhand des Wilcoxon Tests fur gepaarte Stichproben ermittelt.

4. Ergebnisse

4.1. Die Studienpopulation

Hinsichtlich der Analyse von Komorbiditat und Lebensgewohnheiten gab

es keine besonderen Auffalligkeiten innerhalb der Population. Zusammen-
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fassend seien die unter Material und Methoden bereits dargestellten Da-

ten hier noch einmal kurz aufgefuhrt.

Merkmal Wert
Alter 64,5 + 8,2
Geschlecht (m/w) 6/4

BMI (kg/m?) 248+25
Nikotinabusus (j/n) 2/8
Koronare Herzkrankheit (j/n) 1/9
Diabetes mellitus (j/n) 1/9

Mini Mental Status 20,3+4.4
Alter bei Erkrankungsbeginn 60,0 £ 8,3
Apo E €4 Allel Frequenz 0,40

Tab. 2 : Charakteristika des Patientenkollektivs

4.2. Die hydrophilen Antioxidantien im Plasma

Ausgewertet wurden 10 Plasmaproben bezuglich ihres Ascorbatgehaltes
vor und nach Vitamin E Supplementierung. Es konnte eine signifikante
Zunahme der Ascorbatkonzentration nach Supplementierung gemessen
werden. Die folgende Grafik zeigt die Ascorbatkonzentration des Plasmas
in uM zu den beiden Messzeitpunkten anhand einer Box-Plot Analyse.

Vor Supplementierung liegt die durchschnittiche Konzentration bei
33,01uM, nach Supplementierung bei etwa 37,75uM, somit liegt eine Stei-
gerung um 14,3 % vor, das entspricht p = 0,011. a-Tocopherol scheint
also sowohl direkt Uber seine eigene antioxidative Wirkung, als auch tber

die Erhdhung der Ascorbatkonzentration antioxidativ wirken zu kdnnen.

29



100

90
80
70 *
60
50
40
30

20 _T_ Non-Outlier Max
Non-Outlier Min

O Median

# Extremes

vor Suppl. nach Suppl. #  Extremes

10

Plasmaascorbatkonzentration in uM

Abb. 9: Ascorbatkonzentration (uM) im Plasma vor und nach Vitamin E Supplementierung

Die ubrigen hydrophilen Antioxidantien, die bestimmt wurden, zeigen kei-
ne signifikante Veranderung ihrer Konzentration vor und nach Supplemen-
tierung. Dargestellt werden in folgenden Grafiken die Verlaufe von Urat-,

SH-Gruppen- und Bilirubinkonzentrationen jeweils in uM.
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Abb. 10: Bilirubinkonzentration (uM) im Plasma vor und nach Vitamin E Supplementie-
rung
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Abb. 11: Urat-und SH-Gruppenkonzentration (uM) im Plasma vor und nach Vitamin E
Supplementierung

Antioxidans Minimum Maximum Mittelwert Std. abw. p
Ascorbat vor 19,13 70,46 33,01 =+ 14,15

Asocorbat nach 26,89 82,92 37,75 + 16,50 0,011
SH-Gruppen vor 379,50 613,50 476,51 + 62,06
SH-Gruppen nach 370,50 528,00 449,04 + 49,96 >0,05
Urat vor 160,60 331,60 264,33 + 53,23

Urat nach 235,10 332,70 275,16 + 32,60 >0,05
Bilirubin vor 9,57 19,45 14,08 + 2,82

Bilirubin nach 9,74 20,15 15,71 + 3,08 >0,05

Tab.3: Hydrophile Antioxidantien im Plasma vor und nach Supplementierung, Werte in
UM, n=10

4.3. Die lipophilen Antioxidantien im Plasma

Interessanter ist das Verhalten der lipophilen Antioxidantien, v.a. des a-
Tocopherols. Der a-Tocopherolgehalt ist nach Supplementierung erhoht,
und zwar um 44,6%, so dal festzustellen ist, dal} sich eine orale Substitu-
tion mit Vitamin E in objektivierbaren MelRparametern zumindest im Plas-
ma darstellen lasst. Ob auch im Liquor, dem eigentlichen Zielkomparti-
ment dieser Untersuchung, verifizierbare Mengen des a-Tocopherols zu

finden sind, wird an spaterer Stelle aufgezeigt.
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Die durchschnittliche a-Tocopherolkonzentration im Plasma vor Supple-
mentierung liegt bei 22,79uM, nach Supplementierung bei 32,96uM,
p=0,014.
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Abb.12 : a-Tocopherolkonzentration (uM) im Plasma vor und nach Vitamin E Supplemen-
tierung

Hinsichtlich der Konzentration von Ubichinol-10 und a-Carotin ergab sich
keine signifikante Anderung im Zusammenhang mit der Supplementie-

rung, lediglich B-Carotin zeigte einen grenzwertig signifikanten Konzentra-

tionsabfall.

Antioxidans Minimum Maximum Mittelwert Std. abw. p
o-Toc vor 5,92 46,07 22,79 + 13,77

a-Toc nach 6,78 59,46 32,96 + 19,75 0,014
a-Carotin vor 0,06 0,25 0,13 =+ 0,06

a-Carotin nach 0,06 0,26 0,12 + 0,07 >0,05
B-Carotin vor 0,04 0,83 0,39 = 0,26

B-Carotin nach 0,03 0,52 0,31 = 0,17 >0,05
Ubichinol-10 vor 0,43 1,56 0,83 + 0,39
Ubichinol-10 nach 0,42 1,33 0,87 + 0,33 >0,05

Tab.4: Lipophile Antioxidantien im Plasma vor und nach Supplementierung, Werte in uM,
n=10
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4.4. Die Plasma Lipide

Die Analyse des Gesamtcholesterol- und des Triglyceridspiegels, sowie
der Fettsauren im Plasma zeigte keinen hinweisenden Unterschied vor
und nach Vitamin E Gabe. Auch wenn hinsichtlich der prozentualen Antei-
le der Fettsdureuntergruppen am Gesamtlipidgehalt differenziert wurde,
konnten keine signifikanten Unterschiede verifiziert werden. Die folgende
Tabelle zeigt die Lipidanalytik des Kollektivs im Detail. Gemessen wurden
neben Gesamtcholesterol und Triglyceriden auch die Gesamtmenge der
Fettsauren (TFA = total fatty acids) und der prozentuale Anteil von mehr-
fach ungesattigten Fettsauren (PUFA = polyunsaturated fatty acids), ein-
fach ungesattigten Fattsauren (MUFA = monounsaturated fatty acids) und

gesattigten Fetsauren (SFA = saturated fatty acids).

Plasmalipide vor nach
Supplementierung Supplementierung

Cholesterol (mg/dl) 220 £ 51 222 + 57
Triglyceride (mg/dl) 150 + 63 154 + 86
TFA (mg/dl) 651 + 368 677 + 366
PUFA, % 40,0+5,9 39,5+39
MUFA, % 25,8+3,3 26,729
SFA, % 342+3,0 33,7+2,1
ApoE (mg/l) 106 + 36 108 £ 49

Tab. 5 : Plasmalipide vor und nach Vitamin E Supplementierung in mg/dl, bzw. %, n=10

45. Die Plasmaoxidierbarkeit

Zunachst ist festzustellen, dal} die Oxidationskinetik sich in dieser Arbeit
nicht von der bereits in anderen Untersuchungen (Schippling et al., 2000)
gemessenen Kinetik unterscheidet. Im Vergleich zu gesunden Kontroll-
Kollektiven ist die durchschnittliche Oxidationsrate bei Alzheimer Patienten
— wie auch in diesem Kollektiv- deutlich erhoht (Kontush et al., 1999). Ob-
wohl a- Tocopherol als wirkungsvolles Antioxidans bekannt ist (Sano et

al., 1997) hat es in vitro scheinbar keinen Einflul® auf die Oxidationsrate
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des Plasmas. Es findet allenfalls eine sehr diskrete, nicht signifikante Sen-
kung der Oxidationsrate statt.
Im Folgenden dargestellt ist die Rate der Autooxidation des Plasmas, die

anhand der Menge der entstandenen Diene in nM/min gemessen wird.
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vor Suppl. nach Suppl. O Outliers

Abb.13 : Autooxidation des Plasmas vor und nach Vitamin E Supplementierung

Unter Zugabe von AAPH als Oxidans ist eine diskrete, aber ebenfalls nicht
signifikante Zunahme der Oxidationsrate nach Vitamin E Supplementie-
rung festzustellen, offensichtlich kann a-Tocopherol allein nicht der oxida-
tiven Wirkung von AAPH entgegen wirken (sh. Abb. 14).
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Abb. 14 : Plasmaoxidation mit AAPH vor und nach Vitamin E Supplementierung

Gleiches gilt fur die Plasmaoxidierbarkeit unter Zugabe von Lipoxygenase

als Oxidans.

34



Zusammenfassend lasst sich also bezuglich der Analyse der Oxidations-
parameter des Plasmas feststellen, dal} eine signifikante Beeinflussung
einzig des a- Tocopherolspiegels und der Ascorbatkonzentration stattfin-
det.

Erklarungen hierfir und mogliche Beeinflussungen werden im Diskussi-
onsteil der Arbeit erlautert. Anzunehmen ist jedoch, dal} eine alleinige ora-
le Vitamin E Supplementierung zumindest im Kompartiment Plasma keine
signifikante therapeutische Relevanz besitzt.

Die Ergebnisse der Analyse der Oxidationsparameter des Liquor ce-

rebrospinalis werden im Folgenden dargestellt.

4.6. Die hydrophilen Antioxidantion im Liquor cerebrospinalis

Die hydrophilen Antioxidantien des Liquors, Urat und Ascorbat, die syn-
chron mit der HPLC mit UV-Detektion (Barja et al., 1994) bestimmt wur-
den, zeigen keine statistisch signifikante Veranderung ihrer Konzentration
in Abhangigkeit von der Vitamin E Supplementierung. Die Ascorbatkon-
zentration zeigt einen Abfall um 11% nach Vitamin E Gabe, p>0,05 , Urat

zeigt einen sehr diskreten, jedoch nicht signifikanten Anstieg.
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Abb. 15 und 16 : Ascorbat- und Uratkonzentration (uM) im Liquor vor und nach Vitamin E
Supplementierung
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Antioxidans Minimum Maximum Mittelwert  Std. abw. P
Ascorbat vor 92,85 173,38 50,97

Ascorbat nach 74,30 153,85 38,87 >0,05
Urat vor 14,60 28,76 10,27

Urat nach 17,63 28,44 8,19 >0,05

Tab.6: hydrophile Antioxidantien im Liquor in uM, Ascorbat n= 10, Urat n= 9

4.7.

Die lipophilen Antioxidantien im Liquor cerebrospinalis

Von den lipophilen Antioxidantien, detektiert mit elektrochemischer Detek-
tion in der HPLC (Kontush et al., 1994, Finckh et al., 1995) liel3 sich ledig-

lich a-Tocopherol detektieren und zeigte, ahnlich wie im Plasma, eine sig-

nifikante Erhdhung nach Vitamin E Supplementierung, die allerdings mit

11% etwas weniger ausgepragt ist, als im Plasma. Die Werte vor Supple-

mentierung liegen im Liquor im Median bei etwa 63,53nM, nach Supple-

mentierung bei etwa 70,91nM, p= 0,002.

Liquortocopherolkonzentration in nM
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Abb. 17 : a-Tocopherolkonzentration (nM) im Liquor vor und nach Vitamin E Supplemen-

tierung

y-Tocopherol konnte aufgrund der sehr geringen Liquorkonzentration nicht

reproduzierbar detektiert werden.

Korreliert man die Konzentration von a-Tocopherol in Plasma und Liquor

nach Supplementierung miteinander, zeigt sich eine signifikante negative
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Liquortocopherolkonzentration in nM

Korrelation, p = 0,027. D.h. je hdher der Plasmaspiegel des a-Tocopherols
nach Supplementierung, desto niedriger dessen Liquorspiegel. Dargestellt
anhand einer Regressionsgraden bei einem Konfidenzintervall von 95%

auf folgender Grafik.
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Abb. 18: Korrelation von a-Tocopherol Plasma- und Liquorkonzentration nach Vitamin E
Supplementierung, Liquorkonzentration in nM, Plasmakonzentration in uM

Korreliert man hingegen die a-Tocopherolspiegel im Liquor vor und nach
Supplementierung miteinander, zeigt sich eine signifikante positive Korre-
lation, p = 0,002, d.h. je héher die a-Tocopherolkonzentration vor Supple-

mentierung, desto hoher ist sie auch nach Supplementierung.
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Abb. 19 : Korrelation von a-Tocopherol im Liquor vor und nach Vitamin E Supplementie-
rung, a-Tocopherol Konzentration in nM
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Abb. 20: a-Tocopherolkonzentration der einzelnen Liquorproben vor und nach Vitamin E
Supplementierung

Bezuglich der ubrigen lipohilen Antioxidantien- y-Tocopherol, Ubichinon-
10 und B-Caroten- konnten keine signifikanten Anderungen der Konzent-

rationen gemessen werden.

4.8. Die Liquor Lipide

Die Konzentrationen der Liquorlipide, gemessen mit der Gaschroma-
tographie (GC/FID) (Kontush et al., 1996) werden durch Vitamin E
Supplementierung nicht beeinflult. Dargestellt werden in folgender Tabel-
le die absoluten Cholesterol- und Fettsaurewerte sowie die prozentualen
Anteile der PUFAs, MUFAs und SFAs.

Im Liquor ist die Cholesterolkonzentration etwa 40fach geringer als im

Plasma, die Konzentration der Gesamtfettsauren sogar um ein 120faches.

Liquorlipide vor nach
Supplementierung Supplementierung
Cholesterol (mg/dl) 5,25+ 1,40 4,29 £ 1,07
TFA (mg/dl) 5,27 £ 0,99 5,83 + 2,60
PUFA, % 13,5+ 6,1 11,9157
MUFA, % 40,8 +4,8 421+5,9
SFA, % 45,6 + 3,1 46,0+ 4,6

Tab. 7 : Liquorlipide vor und nach Vitamin E Supplementierung in mg/dl, bzw.%, n=10
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4.9. Die Liquoroxidierbarkeit

Die Oxidierbarkeit des Liquors, photometrisch gemessen (Kontush et al.,
1996; Kontush et al., 1997) zeigt in dieser Studie den bekannten dreipha-
sischen Verlauf (Arlt et al., 2000) mit der Lag-Phase zu Beginn, der Pro-
pagation-Phase als Zeitspanne der maximalen Oxidation und der Plateau-

Phase zum Abschluss des Oxidationsvorganges.
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Abb. 21: Oxidationskinetik der AAPH induzierten Liquoroxidation bei 234nm vor und nach
Supplementierung

Die Berechnung der Kinetik in der Lag- und Propagation Phase erfolgt
durch zwei Geraden, die den Kurven angelegt werden. Mittels linearer
Regressionsanalyse konnen dann anhand der Kurven die Werte ermittelt
werden, wie bereits beschrieben fur die Lag-Phase der Lipoproteinoxidati-
on (Finckh et al., 1999; Regnstrom et al. 1993; Kontush et al., 1999). Die
Dauer der Lag-Phase wird durch eine Abszisse im Schnittpunkt beider
Geraden definiert.

Erfolgt eine nicht lineare Regressionsanalyse der gesamten Oxidations-
kurve, ergeben sich fur die Dauer der Lag-Phase sehr ahnliche Werte. Fur
die Korrelation der beiden Rechenverfahren ergibt sich ein Wert von r =
0,93 bei der Auswertung von 10 Oxidationskurven.

In dieser Untersuchung kann keine signifikante Beeinflussung der AAPH
induzierten Liquoroxidation festgestellt werden. Auf folgender Grafik (Abb.

22) abgebildet ist die Dauer der Lag-Phase der Liquoroxidation nach
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AAPH Zugabe, die sich nach Supplementierung nicht signifikant veran-

dert.
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Abb 22: Dauer (min.) der Lag-Pase der AAPH induzierten
Liquoroxidation vor und nach Vitamin E Supplementierung

038

04

0,0

04

Oxidationsrate in Dienen nM/min.

0,8

Oxi Rate vor Suppl

Oxi Rate nach Suppl

—T_ Non-Outlier Max
Non-Outlier Min

. 75%
25%

O Median

Abb. 23: Rate der Oxidation in der Lag-Phase der AAPH in-
duzierten Liquoroxidation vor und nach Vitamin E Supplemen-

tierung

Auf Abb. 23 ist die Rate dargestellt der AAPH induzierten Oxidation, aus-

gedrickt in nM Diene/min. Auch hier kann keine signifikante Veranderung

durch Vitamin E Supplementierung bewirkt werden.
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Propagation Phase in Minuten

Lag Phase in Minuten

Wertet man die nachste Phase der Liquoroxidation, die Propagation Pha-

se, hinsichtlich der Dauer und der Menge der entstandenen Oxidations-

produkte unter AAPH Zugabe aus, kann hier ebenfalls keine Wirksamkeit

der Supplementierung festgestellt werden.
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Abb. 24: Dauer der Propagation-
Phase der AAPH induzierten Liquor-
oxidation vor und nach Vitamin E
Supplementierung
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Abb. 25: Oxidationsrate der Propaga-
tion-Phase der AAPH induzierten
Liquoroxidation vor nach Vitamin E
Supplementierung

Untersucht wurde des Weiteren die Liquorautooxidation, d.h. die Kinetik

der Liguoroxidation ohne pro-/antioxidative Substanzen, sowie das Verhal-

ten der Kinetik unter Zugabe von EDTA als Antioxidans.

Die Autooxidation zeigt sich unbeeinflusst durch Vitamin E Supplementie-

rung, sowohl den zeitlichen Ablauf, als auch die Oxidationsrate betreffend.
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Abb. 26: Dauer der Lag-Phase der
Liquorautooxidation vor und nach
Vitamin E Supplementierung
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Abb. 27: Rate der Liquorautooxi-
dation vor und nach Vitamin E
Supplementierung
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Dargestellt ist im Saulendiagramm (Abb.26) die Dauer der Lag-Phase der
Liquorautooxidation. Sie liegt vor Supplementierung im Median bei 318
min. und zeigt nach Supplementierung eine diskrete, nicht signifikante
Verkirzung auf 310 min. Abb. 27 stellt die Oxidationsrate des Liquors dar,
die zum ersten Messpunkt bei durchschnittlich 7,6nM/min. Dienen liegt
und nach Supplementierung abfallt auf 6,4nM/min. Diene (nicht signifi-
kant).

Die Verlaufe der Propagation Phase sind vergleichbar und zeigen eben-

falls keine signifikante Reaktion auf die Behandlung mit Vitamin E.

5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten von a-Tocopherol und weiteren
lipophilen und hydrophilen Antioxidantien in Plasma und Liquor von Alz-
heimer Patienten sowie das Oxidationsverhalten im Sinne einer Senkung
der Lipidoxidation in diesen beiden Kompartimenten nach 4wochiger
Supplementierung mit 400mg Vitamin E zu untersuchen.

Es sollte gezeigt werden, ob eine orale Supplementierung sich tatsachlich
in erhéhten Liquorkonzentrationen widerspiegelt, ob eine Beeinflussung
der Ubrigen Antioxidantien stattfindet und drittens, ob die Verlaufe der o-
Tocopherolkonzentration sich in Plasma und Liquor korrelieren lassen.
Kritisch anzumerken ist, daf® sich mit einem kleinen Kollektiv von 10 Pati-
enten nur Tendenzen darstellen lassen, die sich auch bei rechnerischer
Signifikanz nicht ohne weiteres auf den klinischen Alltag Ubertragen las-
sen. Dieses sollte aber auch nicht Ziel der Arbeit sein.

Die erste Fragestellung konnte nach Auswertung der Messergebnisse ein-
deutig beantwortet werden: Die Empfindlichkeit der Lipoproteine gegen-
uber oxidativem Stress kann durch die 4wochige Vitamin E Supplementie-
rung nicht gesenkt werden, obwohl diese einen signifikanten Anstieg der
Plasma- und vor allem auch der Liquorkonzentration des a-Tocopherols
bewirkt.

Allerdings reicht die alleinige Zunahme der a-Toc Konzentration, bzw. die
isolierte Vitamin E Substitution offensichtlich nicht aus, um die Konzentra-

tionen anderer Plasma- und Liquorantioxidantien zu erhdhen.
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Es konnte kurzlich gezeigt werden, dal3 Lipoproteine im menschlichen Li-
quor wahrend einer Inkubation bei 37°C (Arlt et al., 2000) durch Oxidation
modifiziert werden, und dal die in vitro Oxidierbarkeit von Plasma und
Liquor bei Alzheimer Patienten signifikant héher ist, als in gesunden Kon-
trollgruppen (Schippling et al., 1999, Schippling et al., 2000, Kontush et
al., 1999). Diese Daten konnten auch von anderen Arbeitsgruppen besta-
tigt werden (Basset et al., 1999). Passend dazu konnte gezeigt werden,
dal® sowohl die Konzentration der PUFAs des Liquors, die das Hauptsub-
strat der Lipidperoxidation darstellen, als auch die Konzentrationen der
antioxidativ wirkenden Vitamine bei Alzheimer Patienten im Verhaltnis
niedriger sind, als im Normalkollektiv. Auch dazu Ubereinstimmende Arbei-
ten (Montine et al.,1997).

Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese der Oxidation als wichtigem
Faktor der Pathogenese des M. Alzheimer.

Auch durch mehrere in den letzten Jahren veroéffentlichte Studien, die zei-
gen konnten, dal® Hirngewebe von Alzheimer Patienten héhere Anteile an
oxidativ modifizierten Biomolekilen, sowie eine hohere Basalrate der Li-
pidperoxidation aufweist, als Gehirne von Kontrollkollektiven, wird die Oxi-
dationshypothese der Alzheimerschen Erkrankung weiter gestutzt (Smith
et al.,1991/1995; Montine et al., 1997; Lovell et al., 1995; Sayre et al.,
1997). Das gultige Konzept der Oxidation bei AD wurde in letzter Zeit um
einen wichtigen Aspekt erweitert. Neben der bekannten Problematik der
Lipidoxidation werden die Lipoproteine als neues Ziel der Oxidation be-
schrieben. Die Liquor Lipoproteine stellen einen essentiellen Transporter
der Lipide im Gehirn dar (Pitas et al., 1987; Krapp et al., 1995, Fagan et
al., 1996). Durch oxidative Modifikation kdnnen ihre normale Funktion und
cerebrale Entwicklungsvorgange gestort werden. Aul3erdem kdnnen oxi-
dierte Lipoproteine toxisch auf neuronale Zellen wirken (Bassett et al.,
1999; Draczynska-Lusiak et al., 1998).

Zusatzlich zur Zunahme der Lipoprotein Oxidierbarkeit kann eine Abnah-
me der Konzentrationen der Antioxidantien in Plasma und Liquor bei AD

Patienten gezeigt werden.
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Ascorbat, das wichtigste hydrophile Antioxidans, ist signifikant erniedrigt
und a-Tocopherol, das wichtigste lipophile Antioxidans, ist im Liquor von
AD Patienten ebenfalls erniedrigt (Schippling et al., 1999 et 2000).
Aufgrund dieser Phanomene entschlossen wir uns im Rahmen dieser Ar-
beit zu der Supplementierung mit a-Toc, bzw. Vitamin E. In einer Folgear-
beit wurde dann zusatzlich mit Ascorbat, bzw. Vitamin C supplementiert,
wie weiter unten noch beschrieben wird.

Die hier erhobenen Daten zeigen, dal} der antioxidative Effekt der Vitamin
E Supplementierung die gesteigerte Lipoprotein Oxidierbarkeit der AD Pa-
tienten nicht kompensieren kann, wenn sich auch die a-Tocopherol Spie-

gel in Plasma und Liquor anheben lassen.

Da die alleinige Supplementierung mit Vitamin E keinen suffizienten Effekt
auf die Hemmung der Oxidationsvorgange in Plasma und Liquor von Alz-
heimer Patienten hat, lag die Uberlegung nahe, die Supplementierung zu
erweitern.

Die auf diese Arbeit folgende Untersuchung im Jahre 2000 durch Ujeyl et
al. wertete Plasma- und Liquorproben von 10 Alzheimer Patienten aus, die
4 Wochen mit einer Kombination aus 400mg Vitamin E und 1000mg Vita-
min C supplementiert wurden (Ujeyl, A. Diss. 2000). Im Gegensatz zu der
isolierten Vitamin E Supplementierung konnten hier signifikante Senkun-
gen der Lipoprotein Oxidierbarkeit sowohl im Plasma als auch im Liquor
gemessen werden.

Die Plasma- und Liquor Konzentrationen von Ascorbat konnten auf das
Normalniveau angehoben werden, auch der a-Toc Spiegel zeigte in bei-
den Kompartimenten einen signifikaten Anstieg (Kontush et al., 2001).

Die kombinierte Supplementierung kann also die bei der Alzheimer De-
menz erhdhte Rate der Oxidierbarkeit der Lipoproteine und die erniedrigte
Konzentration der Antioxidantien kompensieren.

Die geringe Antioxidantienkonzentration in Plasma und CSF bei AD Pati-
enten kann sowohl durch ihren erhéhten Verbrauch - als Konsequenz ho-
her Level an oxidativem Stress in vivo — als auch durch ihre insuffiziente

diatetische Verabreichung herrihren. In jedem Falle ist nach unserer Da-
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tenlage eine Normalisierung der Konzentrationen durch orale Substitution
moglich.

Der hohe Sauerstoffverbrauch des zentralen Nervensystems hat eine ver-
starkte Bildung von freien Radikalen zur Folge, wodurch der groRe Bedarf
an antioxidativ wirkenden Molekulen erklarbar ist. Allerdings ist nur die
Ascorbatkonzentration im Liquor 3-5-mal hoher als im Plasma (Lonnrot et
al., 1996), wahrend alle lipophilen Molekule im Liquor 100-500-mal niedri-
ger konzentriert sind als im Plasma. Daher ist anzunehmen, dal® Ascorbat
im Liquor eine spezielle Rolle in der Protektion der Lipoproteine einnimmt.

Ascorbat ist bekannt als das wichtigste hydrophile Antioxidans des Liquors
(Schippling et al., 2000; Lnnrot et al., 1996). Es ist das Antioxidans, wel-
ches wahrend der Plasma- (Frei et al., 1989) und Liquoroxidation (Arlt et
al., 2000) als erstes verbraucht wird und die erste Linie ihrer antioxidativen
Verteidigung darstellt.

o- Toc ist eines der wichtigsten lipophilen Antioxidantien im Menschen
(Vatassery, 1998).

Der Hauptmechanismus seiner antioxidativen Wirkung beruht in der Inak-
tivierung von einem freien Radikal durch die Reduktion eines a- Toc Mole-
kils zu a- Tocopheroxyl und der unmittelbar folgenden Reaktion eines
weiteren freien Radikals mit dem entstandenen a- Tocopheroxyl Radikal
zu einem nichtradikalischen Produkt.

Dieser Mechanismus lauft nur ab bei einer hohen Rate von freien Radika-
len, also unter stark oxidativen Konditionen. Unter schwach oxidativen
Bedingungen kann sich die antioxidative Aktivitat des a- Tocopherols auch
in eine prooxidative Aktivitdt umwandeln; wenn keine weiteren freien Ra-
dikale auf ein Lipoprotein treffen und mit dem o- Tocopheroxyl Radikal
interagieren, kann dieses unter Umstanden direkt zu einer H-Abstraktion
an PUFAs fuhren, d.h. der Oxidation eines Lipoproteinpartikels. Dieses
Schema der a- Tocopherol induzierten Peroxidation (McKhann et al.,
1984) macht deutlich, da® das Schicksal des a- Tocopheroxyl Radikals
ausschlaggebend flr die antioxidative Wirkung des a- Tocopherols ist.

o- Tocopheroxyl Radikale mussen wieder zu a-Toc regeneriert werden,
damit das a-Toc seine antioxidative Wirkung entfalten kann. Die Eliminie-

rung des o- Tocopheroxyl Radikals durch direkte Wiederumwandlung in a-
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Toc reprasentiert einen wichtigen Mechanismus einer grol3en Gruppe von
Verbindungen, den sog. a-Tocopherol Co-Antioxidantien (Bowry et al.,
1995). Unter diesen scheint Ascorbat wegen seiner hohen Konzentration
im Plasma und vor allem Liquor im physiologischen Ablauf das wichtigste
Zu sein.

Daraus lasst sich erklaren, warum eine kombinierte Supplementierung mit
Vitamin E und C gegenuber der alleinigen Vitamin E Supplementierung
uberlegen ist.

Ein anderer Grund fiur die insuffiziente Wirkung des Vitamin E konnte in
dem signifikant niedrigeren Erkrankungsalter der Vitamin E supplementier-
ten Patientengruppe (60,0+8,3 Vit. E vs. 67,15+7,6 Vit. C+E) liegen, wel-
ches zwar ein frlhes Stadium bei einer aber schwerer verlaufenden Er-
krankung anzeigen konnte, bei der Vitamin E nicht ausreichend wirken

kann.

Bei einer progredient verlaufenden Erkrankung wie dem M. Alzheimer wa-
re wahrscheinlich eine langer andauernde und/oder hoher dosierte
Supplementierung indiziert, um einen protektiven Effekt ahnlich dem von
Sano et al.1997 klinisch beobachteten Benefit zu erzielen.

Die optimale Dosierung und Dauer der Supplementierung musste an gro-
Reren Fallzahlen Uber einen langeren Zeitraum als 4 Wochen gegen ein
nicht supplementiertes Kontrollkollektiv getestet werden. Fraglich ware in
einer derartigen Studie allerdings die ethische Vertretbarkeit, da dem Kon-
trollkollektiv ein zumindest biochemisch nachgewiesener positiver Effekt
der Vitamin E+C Supplementierung vorenthalten wirde.

Weiter Uberdacht werden musste auch die Methode der Therapiekontrolle,
da eine Lumbalpunktion erstens flr die Patienten relativ belastend ist, und
zweitens nur der Kotrolle der biochemischen Verlaufsparameter dient.

Die dritte Frage, die wir uns zu Beginn der Arbeit gestellt hatten war, ob
sich Plasma- und Liquorspiegel des a-Tocopherols korrelieren lassen, um
so eine weniger invasive Moglichkeit der Therapiekontrolle zu haben. Es
hat sich aber gezeigt, dal eine negative Korrelation vorliegt. Dazu sei hier
noch einmal die bekannte Abbildung 18 von S. 37 dargestellt.

46



Scatterplot
y=106,855-0,714*x+eps
130

120

110

100

90

80

a-Toc Liquor nach Suppl.

70

60

o

50

(0] 10 20 30 40 50 60 70

a-Toc Plasma nach Suppl.

Unklar ist, wie es zu dieser negativen Korrelation kommt. Messmethodi-
sche Fehler sind sehr unwahrscheinlich, da die getrennt beurteilten
Messwerte fur Plasma und Liquor signifikante und homogene Ergebnisse
ergeben.

Naher liegt die Vermutung, dall Transportmechanismen der Blut-Hirn-
Schranke obiges Phanomen verursachen: a-Tocopherol wird ublicherwei-
se durch Plasma Lipoproteine transportiert. In den liquiden Kompartimen-
ten spielt auch Afamin als spezifisches a-Tocopherol Bindungsprotein eine
entscheidende Rolle (Voegele et al., 2002). Afamin ist ein 87kDa Plasma
Glycoprotein welches 1997 charakterisiert wurde (Jerkovic et al., 1997;
Voegele et al., 1999). Es ist ein genetisch ein Mitglied der Albumin Fami-
lie, und hat spezifische Bindungsstellen fur a-Tocopherol und vy-
Tocopherol mit einer sehr hohen Bindungskapazitat (Voegele et al., 2002).
Es konnte gezeigt werden, daly Afamin unter oxidativen Bedingungen in
vitro einerseits durch Vitamin E-Bindung und Transport eine neuroprotek-
tive Funktion hat, es allerdings auch ungebunden kortikale Zellen vor oxi-
dativem Schaden schitzen kann (Heiser et al., 2002).

Bei den Patienten, die nach Substitution hohe a-Tocopherol Spiegel im
Plasma, aber niedrige Liquorspiegel aufweisen, kdonnte eine Insuffizienz
des Afamin Transportsystems vorliegen, wahrend hohe Liquorspiegel und
niedrige Plasmaspiegel nach Supplementierung hinweisend fir einen sehr
effektiven Transport durch Afamin sein konnten. Auf mogliche Ursachen

hierfur soll an dieser Stelle nicht weiter eingegangen werden.
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Selbst ohne das Wissen uber die genauen Transportmechanismen, die
effizienteste Verabreichungsart und Unklarheit GUber Menge und Dauer der
Supplementierung lasst sich fur den klinischen Alltag diese einfach anzu-
wendende, wenig kostenintensive und nebenwirkungsarme Therapie fur
Alzheimer Patienten empfehlen, sei es auch nur als supportive Begleitthe-

rapie.
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6. Zusammenfassung

Die Alzheimer Demenz ist eine Erkrankung mit multifaktorieller Genese,
nach wie vor ist aber der endiltige Pathomechanismus unklar. Dennoch
scheinen die Oxidationsvorgange im Liquor cerebrospinalis eine entschei-
dende Rolle zu spielen.

Aufgrund dessen sollten in dieser Studie die Oxidationsraten mit antioxida-
tiv wirkenden Substanzen reduziert werden.

Es sollte ein Antioxidans eingesetzt werden, welches seine antioxidative
Wirksamkeit in vitro gezeigt hat, nebenwirkungsarm und leicht verfigbar
ist; Kriterien, die auf das lipophile Antioxidans Vitamin E in Form des a-
Tocopherol zutreffen.

Wir supplementierten 10 Alzheimer Patienten fur 4 Wochen mit
400mg/die Vitamin E und erhoben die Messwerte fur die Konzentrationen
der hydrophilen und lipophilen Antioxidantien in Plasma und Liquor ce-
rebrospinalis vor und nach Supplementierung. Au3erdem wurden die Oxi-
dationskinetik von Plasma und Liquor sowie die Lipidkonzentrationen zu
beiden Zeitpunkten gemessen.

Gezeigt werden konnte ein signifikanter Anstieg der a-Tocopherol Kon-
zentration sowohl im Plasma als auch im Liquor nach Supplementierung.
Der Plasmaascorbatspiegel zeigte ebenfalls einen signifikanten Anstieg,
der im Liquor nicht zu finden war. Die Ubrigen Antioxidantien zeigten keine
Beeinflussung durch die Vitamin E Gabe, ebenso wenig wie die Lipide
(Plasma und CSF). Auch die Oxidationskinetik von Plasma und Liquor
konnte durch die Supplementierung nicht verandert werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die orale Vitamin E Substitution zwar zu
einem Anstieg der Plasma- und Liquor Level desselben fuhrt, fur eine Be-
einflussung der globalen Oxidationsablaufe aber offensichtlich nicht aus-
reichend ist.

Insgesamt ist die Vitamin E Supplementierung bei Alzheimer Patienten
somit sinnvoll, es besteht aber noch erheblicher Bedarf an Studien mit
grolReren Kollektiven und an Langzeituntersuchungen, um diese labor-

chemischen Ergebnisse auf den klinischen Alltag Gbertragen zu kénnen.
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