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Einleitung 1

1  Einleitung

Das Element Sauerstoff existiert in der Luft als zweiatomiges Molekiil O,. Aufler einigen an-
aeroben und aerotoleranten einzelligen Organismen bendtigen alle Bakterien, Pflanzen und
Tiere Sauerstoff fiir eine effiziente Energiegewinnung. Diese lduft z. B. bei eukaryontischen
Zellen in den Mitochondrien iiber eine O,-abhéngige Elektronentransportkette ab. Durch die
Verwendung des reaktiven Gases O, als Elektronenakzeptor werden die aeroben Organismen
einem oxidativen Stress in Form von so genannten ,,Reaktiven Sauerstoffspezies® (ROS) aus-
gesetzt. Diesen oxidativen Stress versuchen die Lebewesen mit einer starken antioxidativen
Abwehr auszugleichen. In gesunden aeroben Lebewesen hélt sich die Bildung von ROS und
das abwehrende, antioxidative System etwa die Waage.

Zu den ROS gehoren neben Hydroxy-, Alkoxy- und Superoxidanion-Radikal auch Was-
serstoffperoxid, Singulettsauerstoff und Ozon. Diese schidigenden Molekiile werden durch
enzymatische und nicht-enzymatische Abwehrmechanismen abgefangen, die dem oxidativen
Stress protektiv entgegenwirken (primdrer antioxidativer Schutz). Die enzymatische Abwehr
wird z. B. durch die Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase vermit-
telt, die die ROS in weniger reaktive Molekiile umwandeln. Unter nicht-enzymatischem
Schutz versteht man das Abfangen reaktiver Spezies z. B. durch Radikalfinger wie Vitamin
A, Vitamin C und Vitamin E, sowie Harnsdure und Glutathion. (Halliwell & Gutteridge,
1999)

Ubersteigt die ROS-Produktion die priméren antioxidativen Schutzmechanismen, dann wer-
den nicht alle ROS abgefangen, sondern schiadigen direkt oder indirekt zelluldre Bestandteile.
Hier kommt das sekundére antioxidative Schutzsystem zum Einsatz, das die Schiden entwe-
der repariert oder die geschadigten Molekiile ersetzt, da sie sonst akkumulieren. Ein starker
Uberschuss prooxidativer Prozesse kann iiber den oxidativen Stress zu schweren Dauerschi-
den fiihren.

Durch den oxidativen Stress werden Proteine, Lipide und DNA modifiziert. Die DNA-
Schédden konnen durch direkte Reaktion von ROS mit der DNA entstehen. Auch im Zuge des
Stoffwechsels gebildete Sekundirprodukte konnen die DNA schiadigen, wodurch Mutationen
induziert werden konnen. ROS sind deshalb bei der Tumorinitiation und -promotion relevant
(Klaunig et al., 1998; Loft et al., 1996). Eine chronische Exposition mit ROS fiihrt zur Oxida-
tion von Lipiden (Lipidperoxidation, LPO), was zu Verdnderungen der Zellmembranviskosi-
tat und des Zytoskeletts sowie zur Erhohung des Anteils oxidierter Lipoproteine fiihrt. Vorzei-

tiges biologisches Altern und verringerte Reaktivitit phagozytierender Zellen gehdren eben-
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falls zu den Folgen (Peuchant et al., 1994; McGrath et al., 1995; Beckman et al., 1998; Van-
holder et al., 1993). Werden Proteine durch ROS oder Folgeprodukte geschédigt, konnen En-
zyme ihre Aktivitdt verlieren. Es kann weiterhin zu Verdnderungen von Rezeptoren und
Transportproteinen kommen, so dass diese Vorgéinge den gesamten Zellstoffwechsel beein-
flussen (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Durch eine verstirkte Bildung von ROS oder eine verminderte antioxidative Leistung des
Korpers kommt es zu pathophysiologischen Erscheinungen (s. Tabelle 1.1). Bei Erkrankun-
gen wie z. B. theumatoider Arthritis, himorragischem Schock, Kardiomyopathie oder Athe-
rosklerose bis zu AIDS (weitere Beispiele s. Tabelle 1.1) scheinen ROS eine Rolle zu spielen.

Allerdings ist oft unklar, ob sie Ursache oder ein begleitender Faktor sind.

Tabelle 1.1: Beispiele fiir pathologische Verinderungen, bei denen oxidativer Stress auf-
tritt (nach Halliwell & Gutteridge, 1999)

Kategorie Beispiel

Niere Glomerulonephritis, Niereninsuffizienz, Himodialyse, Transplantation

Ischdmie-Reperfusion Schlaganfall, Organtransplantation
Xenobiotika-Toxizitit Tetrachlorkohlenstoff, Paraquat, Ethanol, Paracetamol,
Erythrozyten Bleivergiftung, Malaria, Sichelzellandmie

Gehirn M. Alzheimer, M. Parkinson, Schlaganfall, multiple Sklerose

Auch die Niereninsuffizienz ist mit einem erhohten oxidativen Stress verbunden. Unter Nie-
reninsuffizienz versteht man jede Verringerung der Nierenleistung bis hin zur Urdmie (termi-
nale Niereninsuffizienz, Harnvergiftung). Die Nierenfunktion wird dabei {iber die Blutwerte
von Harnstoff und Kreatinin bestimmt. Je hoher die Gehalte dieser Substanzen im Plasma,
desto schlechter ist die Nierenfunktion. Eine Urdmie hat Auswirkungen auf den gesamten
Organismus: z. B. Magen-Darm-Trakt (Erbrechen), Blutsystem (Anédmie), Nervensystem (Po-
lyneuropathien) bis hin zum urdmischen Koma. Behandelt wird die Urdmie durch streng bi-
lanzierte Didten und Nierenersatztherapien wie Himodialyse (HD) oder Nierentransplantation
(NT). (Sarre et al., 1988; Hildebrandt et al., 1993; Hasselwander et al., 1998; Canaud et al.,
1999; Galli et al., 2000)

Der erhohte oxidative Stress bei Dialysepatienten wird fiir eine Reihe gehéuft auftretender
Folgeerkrankungen mitverantwortlich gemacht. An erster Stelle stehen hier kardiovaskuldre
Erkrankungen, einschlieBlich beschleunigter Atherosklerose, die bei diesen Patienten 10 bis

20 Jahre friiher auftreten als bei der Normalbevdlkerung und die fiir ca. 60% der Todesfille
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verantwortlich sind (Canaud et al., 1999). Weiterhin treten gehéuft Infektionen aufgrund einer
verringerten Immunkompetenz auf. Auch das Krebsrisiko ist bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen erhdht, wobei liberwiegend Niere, Blase, Schilddriise und andere endokrine

Organe betroffen sind (Maisonneuve et al., 1999; Vamvakas et al. 1997).
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Reaktive Sauerstoffspezies, ihre Reaktionen und die Folgen

Unter oxidativem Stress versteht man das Ungleichgewicht in der Entstehung und der Besei-
tigung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in Organismen. Da ROS ein hohes Potential
besitzen Gewebe und Zellbestandteile wie Membranen, DNA und Proteine zu schédigen,
steht der oxidative Stress im Mittelpunkt zahlreicher Forschungsaktivititen. (Kelly et al.,
1998)

Im Folgenden werden ROS, ihre Bedeutung fiir einige Erkrankungen und antioxidative Ab-

wehrmechanismen (Ubersicht s. Abbildung 2.1) niher erliutert.
NADP* NADPH

%

FAD FAD

red ox

Lipidperoxidation
Redox- Semichinon-

Chinon Cycling radikal
Proteinoxidation 9,
\ HO' Haber-Weiss "Leckagen" in
Reaktion / Atmungskette
_.
O ‘\\ cYp
DNA-Schaden J SOD .
Fenton Reaktion 2
HZOZ
GSH NADP*
O, CAT
GPx GSR
GSSG NADPH

H,O
Abbildung 2.1:  Beispiele fiir die Entstehung verschiedener ROS, Abwehrmechanismen und
Schidigungen (griin: Entgiftung, rot: direkte Folgen von ROS-Reaktionen;
modifiziert nach Kelly et al., 1998; Sies, 1985); CAT: Katalase, GSH: redu-
ziertes Glutathion, GSSG: oxidiertes Glutathion, GPx: Glutathionperoxidase,
GSR: Glutathionreduktase, SOD: Superoxiddismutase, CYP: Cytochrom
P450 abhiingige Monooxygenasen
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Der Begriff ,,ROS* ist eine Sammelbezeichnung fiir radikalische und nicht-radikalische Sau-

erstoffderivate (s. Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Beispiele fiir radikalische und nicht-radikalische ROS; R: Alkylrest
radikalische ROS nicht-radikalische ROS
Superoxidradikalanion (O;™*) Wasserstoffperoxid (H,O;)
Hydroxyl-Radikal (OH®) Ozon (03)

Alkoxyl-Radikale (RO®) Alkylhydroperoxide (ROOH)
Alkylperoxyl-Radikale (ROO®) hypochlorige Sédure (HOCI)
Peroxynitrit (ONOO)

Das O,-Molekiil zeigt im Grundzustand mit zwei ungepaarten Elektronen (Triplettzustand)
radikaldhnliche Eigenschaften und reagiert bevorzugt mit Radikalen. In der Atmungskette
entsteht durch Einelektronen-Reduktion von O,™°, durch Zwei Elektronen-Reduktion mit an-
schlieBender Protonierung H,O; (s. Abbildung 2.2). Aus H,O; kann entweder das hochreakti-
ve OH® tiber die Fentonreaktion (s. Gleichung 2.2) entstehen, oder durch Reduktion mit zwei

Elektronen schlieB3lich H,O.

O, SHE 02_. £ » H,0, S » OH* SA— H,O

Abbildung 2.2: Reduktion von O, zu H,0

Das Hydroxylradikal OH® wirkt als reaktivste Sauerstoffspezies (Sies, 1991) mit einem
Standardreduktionspotential von 2,31V stark oxidierend (Halliwell & Gutteridge, 1999). OH®
kann in vielen biologisch relevanten Systemen entstehen wie z. B. durch die Schwermetallio-
nen-katalysierte Haber-Weiss-Reaktion (z. B. Kupfer oder Eisen, Gleichung 2.3) aus O,™* und
H,0,. Die Eisenionen-katalysierte Teilreaktion wird auch als Fentonreaktion bezeichnet (s.

Gleichung 2.1 und 2.2, Eisenbrand & Metzler, 2001).

2.1  O,°+Fe" — 0, +Fe*
22  Fe*' + H0, »OH® + OH + Fe**
2.3 02_. + HzOz — OH*®* + OH + 02
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Durch UV-Licht-induzierte homolytische Spaltung von H,O, oder durch die Zersetzung von
Wasser durch ionisierende Strahlung wird ebenfalls OH® gebildet (Halliwell & Gutteridge,
1999).

OH’-Radikale bevorzugen drei Reaktionstypen, die u. a. bei der Autoxidation von Fetten eine

Rolle spielen: Wasserstoffabstraktion, Addition und Elektronentransfer.

Das Superoxidradikalanion O, wird im Organismus durch einige Enzyme gebildet, die O,

zu O,™® reduzieren (s. Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Beispiele fiir Enzyme, die O, generieren (nach Halliwell & Gutteridge, 1999)
Enzym Lokalisation

Peroxidasen Pflanzen, Bakterien, Tiere (Myeloperoxidase in Leukozyten)
Xanthin-Oxidase Darm, ischdmisches Gewebe

Tryptophan-Dioxygenase | Leber
Aldehyd-Oxidase Leber

Die Xanthin-Oxidase katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin zu Xanthin. Dabei werden
Elektronen zu geringen Anteilen auf O, anstatt auf NAD" iibertragen. Hamproteine, die O,
nach O,-Bindung und Elektronentransport von Fe’" zu O, freisetzen, und Elektronentrans-
portketten, wie in Cytochrom P450-Enzymen oder in den Mitochondrien, gelten als wichtigs-
te Oy°-Quellen. Hier kommt es durch ,Leckage“ zur direkten Elektroneniibertragung auf
Sauerstoff. Etwa 1-3% des in den Mitochondrien verbrauchten O, wird zu O, ® reduziert, wo-
durch die erhohte oxidative Schadigung der mitochondrialen DNA erklért wird. (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Wei, 1998)

Des Weiteren wird O, durch Autoxidationsreaktionen einiger Molekiile wie flavinenthalten-
de Reduktionsdquivalente, Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin gebildet (Sies, 1991).
Xenobiotika generieren durch so genanntes ,,Redox-Cycling® ebenfalls O,™°. Hierbei nimmt
ein Chinon von einer Reduktase ein Elektron auf, das dann auf O, {ibertragen wird. Dieser

Prozess ist fiir die Toxizitét vieler Stoffe mitverantwortlich. (Eisenbrand & Metzler, 2001)

Singulettsauerstoff 'O, entsteht durch Lichtanregung und ist hinsichtlich Reaktionen mit
Molekiilen im Singulettzustand (z. B. Fettsduren) wesentlich aktiver ist als der Grundzustand
von O,. 'O, reagiert mit ungesittigten Fettsduren in einer Art ,,.Cyclo-Addition®. (Belitz et al.,

1992)
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Wasserstoffperoxid H,O, wird durch enzymabhingige Prozesse gebildet. Guanyl-Cyclase,
Glucose-Oxidase, Monoamin-Oxidase oder Superoxiddismutase (SOD, s. Kapitel 2.2) gene-
rieren H,O,, das nur noch schwach oxidierend wirkt und somit nur schwach reaktiv ist (Sies,
1991; Kelly et al., 1998; Halliwell & Gutteridge, 1999). Es kann direkt keine DNA und Lipi-
de oxidieren. Bei manchen Proteinen lassen sich durch H,O, Thiol-Gruppen oxidieren, die
dadurch auch inaktiviert werden kénnen. Die wesentliche Schadigung durch H,O, beruht auf
der Bildung von hochreaktiven OH®, die durch Metallionen-katalysierte Reaktion wie der

Fentonreaktion entstehen (s. Gleichung 2.2).

Die Reaktivitit der verschiedenen ROS spiegelt sich in der Halbwertszeit wieder (s. Tabelle
2.3): das hochreaktive OH® besitzt die kiirzeste Halbwertszeit, wohingegen aus H,O, stabile

Losungen herstellbar sind.

Tabelle 2.3: geschitzte Halbwertszeiten einiger ROS (nach Sies, 1991)
Halbwertszeit

OH* 107s

Alkyl-Radikal 1078

'0, 10°s

Alkoxyl-Radikal 10

Alkyl-Peroxyl-Radikal | 7s

0,* spontane und enzymatische Dismutation
HyO; stabil

Im Korper entstehen ROS durch die oben geschilderten Prozesse. Sie sind nicht immer nur
schiadigende Nebenprodukte einer Enzymreaktion, sondern werden z. B. aktiv von Leukozy-
ten gebildet, um Mikroorganismen zu bekdmpfen (Delves et al., 2000). Des Weiteren werden
ROS bei der Synthese der Entziindungsmediatoren Prostaglandine, Leukotriene und Throm-

boxane aus Arachidonsdure benotigt (Halliwell & Gutteridge, 1999).

2.2 Antioxidative Abwehrmechanismen

Da Sauerstoff und ROS sehr reaktive Molekiile sind, brauchen aerobe Organismen effiziente

Schutzmechanismen.
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a) Enzymatischer Abbau von ROS
In Eukaryonten sind drei Isoformen der so genannten Superoxiddismutase (SOD) be-
kannt: Mangan-SOD, Kupfer/Zink-SOD und extrazelluldre SOD (Kelly et al., 1998).
Alle drei Formen besitzen die Fahigkeit, O,™* zu H,O, und O, zu dismutieren (s. Glei-

chung 2.4).

24 0,*+2H"— H,0,+0,

Die Katalase (CAT) kann das von der SOD gebildete H,O, schnell und effektiv zu
Wasser und O, umsetzen (s. Gleichung 2.5). Sie enthalten entweder Mangan oder eine
Ham-Gruppe im katalytischen Zentrum und kommen hauptsichlich in den Peroxisomen

vor (Halliwell & Gutteridge, 1999).

2.5 2 H,0O, - 2 H,O + O,

Glutathionperoxidasen (GPx) reduzieren organische Peroxide (ROOH) und H,0,. Die
Reduktionsidquivalente werden von dem nicht-enzymatischen Antioxidanz Glutathion

(GSH) bereitgestellt (s. Gleichung 2.6, Kelly et al., 1998).

2.6 GSH+ROOH — GSSG + ROH + H,O

Wichtig fiir die Funktion der GPx ist die Glutathion-Reduktase (GSR), die mit NADPH
als Kofaktor das oxidierte Glutathion (GSSG) wieder zu GSH reduziert (s. Abbildung
2.1).

b) Proteine, die die Aktivitit von Prooxidantien (z. B. Eisen-, Kupferionen) minimieren
Das Glykoprotein Transferrin fingt freie Eisenionen im Blutplasma ab (Konzentration:
1,2-3,7g/1), die in gebundener Form nicht mehr redoxaktiv sind. Die Eisenionen werden
anschliefend in das Speicherprotein Ferritin eingebaut. (Roob et al., 2000; Fresenius

Kabi, 1999; Eisenbrand et al., 1995a)

Kupferionen binden an das Plasmaprotein Albumin und an das spezifische Transport-
und Speicherprotein Caeruloplasmin und werden so inaktiviert (Halliwell & Gutterid-

ge, 1999).
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¢) Proteine, die andere Biomolekiile durch andere Mechanismen vor Schiden schiitzen
Einige Hitzeschockproteine wie die Chaperone schiitzen neu gebildete Proteine vor ihrer

Umgebung, so dass sie sich richtig falten konnen (Stryer, 1996).

d) niedermolekulare Substanzen, die ROS abfangen konnen:
Die Eigenschaft dieser ,,Radikalfinger* beruht i. A. auf der Bildung von resonanzstabi-
lisierten Radikalen, die nicht zu Wasserstoffabstraktionen oder Elektronentransfers fahig
sind. Diese Stoffe unterteilen sich in exogene, iiber die Nahrung aufgenommene Stoffe,

und endogene, also vom Korper selbst produzierte Antioxidantien:

Die wasserlosliche Ascorbinsiure (Vitamin C) wird liber die Nahrung aufgenommen.
Obst und Gemiise wie Apfel, Zitrusfriichte, Kartoffeln oder Tomaten enthalten 10-
50mg/100g Vitamin C. Ascorbinsdure kann direkt ROS abfangen und ist auch Kofaktor
zahlreicher Enzyme (z. B. Prolin- und Lysin-Hydroxylase). Durch Abgabe eines Elek-
trons entsteht ein resonanzstabilisiertes Radikalanion (Semidehydroascorbinsdure), bei
Abgabe von zwei Elektronen Dehydroascorbinsdure (s. Abbildung 2.3, Belitz et al.,
1992). HO

HO e HO
o " 0, © : o
= +e-, +H* +e
O OH Q o o O O
HO )
Ascorbat \)\;—Z/ Dehydroascorbat

(@)
HO\)\E_\(O
o O

Semidehydroascorbat

Abbildung 2.3:  Struktur von Ascorbat, Resonanzstabilisierung von Semidehydroascor-
bat und Oxidation zu Dehydroascorbat (nach Halliwell & Gutteridge,
1999)
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In vitro zeigte Ascorbinsdure wie auch andere Antioxidantien prooxidative Eigenschaf-
ten, da es Fe’* zu Fe*" reduzieren und damit die Bildung von OH® aus H,O, fordern

kann (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Das fettlosliche Vitamin E (Sammelbezeichnung fiir a-, B-, y-, 8-, e-Tocopherole und
Tocotrienole) wird vor allem iiber Fette und Ole aufgenommen (z. B. Butter: 2,2mg a-
Tocopherol/100g, Olivendl: 12mg a-Tocopherol/100g). Vitamin E besteht aus einem
Chromanring (mit unterschiedlichem Methylierungsmuster) und einer lipophilen Phytol-
seitenkette (s. Abbildung 2.4). Es wirkt wie das Antioxidanz Ascorbinsdure als Radikal-
fanger, allerdings schiitzt es als lipophiles Molekiil vor allem Membranlipide und LDL
vor der Oxidation (Eisenbrand et al., 1995a). Vitamin E unterbricht die Lipidperoxidati-
on, iibernimmt die Energie der angeregten Elektronen von 'O, und gibt diese Energie
strahlungslos ab (Quenching) oder fingt 'O, durch Addition ab. Tocopheryl-Radikale
werden mit einem Ascorbat-abhidngigen Redoxsystem wieder regeneriert. (Kelly et al.,
1998; Halliwell & Gutteridge, 1999)

Der Plasmaspiegel liegt etwa bei 10mg/l (Diem et al., 1975). Vitamin E besitzt wie Vi-
tamin C durch Reduktion von Metallionen in vitro auch prooxidative Eigenschaften

(Halliwell & Gutteridge, 1999).

Abbildung 2.4:  Reaktion eines Peroxyl-Radikals mit a-Tocopherol und das entstehende
Tocopheryl-Radikal (nach Belitz et al., 1992)

Viele pflanzliche, farbgebende Phenole gelten als Antioxidantien, da sie nach Wasser-
stoffabstraktion resonanzstabilisierte Radikale bilden und auch mit Metallionen Chelat-
Komplexe eingehen (Hollmann et al., 1999). Obst- und Gemiiseséfte gelten daher als

antioxidativ wirksame Lebensmittel.
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Beispiele fiir Phenole und deren Vorkommen sind in Tabelle 2.4 und Abbildung 2.5

dargestellt.
Tabelle 2.4: Einige Quellen pflanzlicher Phenole (nach Hollmann et al., 1999; Halli-
well & Gutteridge, 1999)

Pflanzliche Phenole Hauptvorkommen

Flavone Petersilie, Stangensellerie, Thymian

Flavonole Zwiebeln, Beeren, Brokkoli, Apfel, Kirschen,
Tee, Rotwein

Flavanone Zitrusfriichte

Flavanole griiner & schwarzer Tee, Rotwein

Catechine Apfel, Tee

Anthocyanidine rote Trauben, Rotwein, Kirschen, Himbeeren,
Erdbeeren

Isoflavone Sojabohnen, Leguminosen

OH O
Flavon (Apigenin) Flavonol (Quercetin)

OMe OH

OMe OH

HO i (0] O HO o OH
OH

OH O OH

Flavanon (Naringenin) Catechin (Gallocatechin)

OH

Anthocyanidin (Cyanidin) Isoflavon (Genistein)

Abbildung 2.5:  Strukturen einiger pflanzlicher Phenole (nach Belitz et al., 1992; Eisen-
brand et al., 1995a)
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Bilirubin ist das Endprodukt des Hidmabbaus und hat eine intensiv gelbe Farbe. Es liegt
im Plasma hauptsdchlich albumingebunden in Gesamtkonzentrationen von 3-21uM vor
(Fresenius Kabi, 1999; Halliwell & Gutteridge, 1999). In vitro wurde gezeigt, dass Bili-
rubin Peroxyl-Radikale und 'O, abfangen kann. So kann es sowohl Albumin als auch
albumingebundene Fettsduren schiitzen. Die Bedeutung in vivo ist allerdings noch un-

klar (Stryer, 1996; Halliwell & Gutteridge, 1999).

Harnséure (s. Abbildung 2.6) wird durch Xanthin-Oxidase aus Hypoxanthin oder Xan-
thin im Zuge des Purinabbaus gebildet. In vielen Spezies (nicht in Menschen und in
Primaten) wird sie iiber Allantoin zu Harnstoff und Glyoxylat abgebaut. Im Menschen

liegt Harnsdure normalerweise in Plasmakonzentrationen von 119-357uM vor (Freseni-

us Kabi, 1999).

Allantoat

Abbildung 2.6: Harnsiure und Radikalabbauprodukte (nach Becker, 1993)

Harnsédure ist aufgrund seines Reduktionspotentials (pH 7) von 0,59V und der hohen
Konzentration im Plasma ein gutes Antioxidanz. Sie bildet nach Abfangen von bzw.
Oxidation durch ROS ein resonanzstabilisiertes Uratradikalanion, das nicht mehr zu ei-
ner Wasserstoffabstraktion fahig ist. Durch Abgabe von zwei Elektronen kann Harnséu-
re zum Allantoat oxidiert werden (s. Abbildung 2.6), das dann in Harnstoff und Oxal-
sdure gespalten wird. (Becker, 1993; Stryer, 1996)

Die Thiolgruppe des Tripeptids GSH (Gly-Cys-yGlu, s. Abbildung 2.7) besitzt ebenfalls
eine antioxidative Wirkung. GSH reduziert eine Reihe ROS (102, OH*, 0,"*) und wird
dabei zu GSSG oxidiert. Intrazelluldr betridgt der Anteil von GSH am Gesamtglutathion
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(tGSH: GSH + GSSQG) etwa 90% (GSH-Status). Diese Homoostase wird durch die GSR
aufrecht erhalten. Eine Senkung dieses GSH-Status oder eine GSH-Depletion kann
durch starken oxidativen Stress verursacht werden oder eben diesen zur Folge haben.

(Kelly et al., 1998)

Gly — Cys — 7Glu

Gly Cys yGlu |
7 o) NH, ?
oy dye S
° HS ° © Gly — Cys — yGlu
GSH GSSG

Abbildung 2.7:  Struktur von reduzierten Glutathion (GSH) und oxidiertem Glutathion
(GSSG, nach Halliwell & Gutteridge, 1999)

Reaktive Elektrophile wie Aldehyde werden durch Umsetzung mit der Thiol-Gruppe
von GSH deaktiviert und konnen GSH so depletieren. Diese Reaktion kann direkt bzw.
nicht-enzymatisch oder durch eine Glutathion-S-Transferase vermittelt ablaufen (s.
Abbildung 2.8). (Eisenbrand et al., 1995b; Glaab et al., 2001; Janzowski et al., 2000;

Halliwell & Gutteridge, 1999)
SG

NN

Abbildung 2.8: Beispiel fiir Reaktion von GSH mit einem reaktiven Aldehyd (2-
Hexenal) (nach Glaab, 2001; Eisenbrand et al., 1995b)

ANyt GSH

Im Blut ist besonders viel GSH enthalten, da hier mit den O,-transportierenden Erythro-
zyten besonders gefdhrdete Zellen vorliegen. Vollblut enthdlt 1-2mM GSH, wobei im
Plasma nur 1-3uM vorhanden sind. Dies bedeutet, dass sich nahezu die gesamte Menge
in den Blutzellen befindet. (Halliwell & Gutteridge, 1999; Ross et a., 1997; Ceballos-
Picot et al., 1996; Ozden et al., 2002; Pasaoglu et al., 1996)
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2.3 Lipidperoxidation

Lipide spielen in Organismen eine wichtige Rolle als Bestandteile zelluldirer Membranen.
Deshalb kann eine starke oxidative Schadigung der Lipide zu pathologischen Folgen fiihren.
Die Oxidation von Lipiden (Lipidperoxidation, LPO) verlduft als radikalische Kettenreaktion
und wird in drei Phasen eingeteilt: Initiation, Kettenverlingerung und Termination (s.
Abbildung 2.9 und Abbildung 2.10). Die Kettenreaktion wird gestartet durch reaktive Spe-
zies, die ein Wasserstoffatom von einer Methylengruppe abstrahieren konnen (Initiation).
OH*-Radikale starten Kettenreaktionen mit allen Fettsiuren, wohingegen O,™° nur mit eini-
gen, besonders aktivierten Fettsduren reagiert (Halliwell & Gutteridge, 1999). Hierzu zihlen
mehrfach ungesittigte Fettsduren mit bis-allylischen Methylen-Gruppen. An diesen Stellen
besitzen die Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen niedrige Dissoziationsenergien, so dass
Wasserstoffabstraktionen durch Radikalreaktionen leicht mdglich sind (Kelly et al., 1998). Es
entstehen Alkyl- und Peroxyl-Radikale, die dann mit weiteren Fettsduren reagieren (Ketten-
verlangerung). Die Radikalkettenreaktion verzweigt durch Zerfall von Peroxiden, aus denen
dann je zwei Radikale entstehen. Ein Kettenabbruch geschieht durch Reaktion der Radikale
mit Molekiilen, die dann stabile Produkte bilden (Termination). (Belitz et al., 1992; Kelly et
al., 1998)

LH
R.
Initiation
RH
L.
LH 0,
Kettenverlangerung
LOOH
[ ]
LOO

X
Termination

stabiles Produkt

Abbildung 2.9:  Uberblick iiber die Lipidperoxidation (nach Kelly et al., 1998); LH: Fettsiure;
L°®: Alkyl-Radikal; LOO®: Alkyl-Peroxyl-Radikal; LOOH: Alkylhydropero-
xid; R*: reaktive Spezies; X: Molekiil, mit dem LOO*® abreagiert

Wihrend der LPO und der damit verbundenen Fragmentierung entstehen verschiedenste, ge-
sdttigte als auch ungesittigte Molekiile wie z. B. Alkane, Aldehyde, Ketone und Furane (Be-

litz et al., 1992). Neben Eigenschaften als Aromakomponenten kénnen diese reaktiven Mole-
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kiile auch zytotoxische, genotoxische und mutagene Wirkungen besitzen (Marnett, 1999). Sie

reagieren mit Proteinen und DNA und schidigen so zelluldre Bestandteile (s. Kapitel 2.4).

Als Beispiel fiir ein LPO-Produkt soll die Entstehung von Malondialdehyd (MDA) erldutert

werden:
_ — — COOCH
RO}, O, ’
ROOH Kettenverlangerung
/E/W\/\/\/\COOCH;;
QO’O
Zyklisierung
= —
/’¥(w_/¥/\/\/\/\COOCH3
0—0 ‘
0,, RH
R.
O{@\/\/\/\/\COQCH3
o OOH
‘ Hitze, H* Fragmentierung
-
O O COOCH,
Malondialdehyd OOH

Abbildung 2.10: Entstehung von MDA aus o-Linolensiure (nach Belitz et al., 1992)

MDA entsteht aus mehrfach ungesittigten Fettsduren durch Reaktion mit einem Peroxyl-
Radikal und O,, nachfolgender Zyklisierung und Fragmentierung (s. Abbildung 2.10). Dies
geschieht zum einen durch oxidativen Stress in Lipidmembranen, aber auch bei der enzymka-
talysierten Umsetzung von Eicosanoiden (Janero, 1990; Esterbauer et al., 1991). Des Weite-

ren wird MDA auch gebildet durch die Myeloperoxidase aus aktivierten Neutrophilen bei
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Entziindungen (Marnett, 1999) und durch ROS-Angriff des Zucker-Phosphat-Riickgrates der
DNA (s. Abbildung 2.15).

MDA besitzt zwei Aldehyd-Gruppen oder als Enolat eine a,B-ungesittigte Carbonylstruktur
(s. Kapitel 2.4) und ist deshalb hochreaktiv und bindet an DNA und Proteine (Esterbauer et
al., 1991).

MDA und andere Aldehyde werden hiufig als Marker fiir LPO herangezogen, indem sie nach
Umsetzung mit Thiobarbitursdure als Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen (TBARS) pho-
tometrisch bestimmt werden (s. Kapitel 2.9.3). Ein spezifischer Nachweis von MDA gelingt
durch chromatographische Trennung der TBARS per HPLC und Fluoreszenz-Detektion (Ja-
nero, 1990).

Andere Molekiile, die ausschlieBlich durch LPO entstehen und sich somit als LPO-Marker
besser eignen, sind die [soprostane. Sie dhneln strukturell dem Prostaglandin PGF,, und wer-
den widhrend der Peroxidation der Arachidonsdure gebildet (s. Abbildung 2.11). Die F,-
Isoprostane werden mit immunchemischen Methoden oder nach Derivatisierung gaschroma-
tographisch bestimmt. Dies ist verglichen mit der HPLC-Bestimmung von MDA wesentlich
aufwendiger. (Halliwell & Gutteridge, 1999)

HO HO
SSN—="""COo0H

HO OH

PGF,, 8-epi-PGF,,,

Abbildung 2.11: Prostaglandin PGF,, und das stereochemisch verwandte Isoprostan 8-epi-
PGF,, (nach Halliwell & Gutteridge, 1999)

2.4 DNA-Schidigung und Reparatur

Viele Publikationen deuten auf einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und Krebs-
entstehung hin. Der Schwerpunkt dieser Untersuchungen liegt nicht nur bei einer direkten
Schiadigung der DNA, sondern auch auf einer Beeinflussung der Zellproliferation, der
Signaltransduktion, dem Zelltod und der interzelluldiren Kommunikation (Halliwell & Gutte-

ridge, 1999; Klaunig et al., 1998; Loft et al., 1996).
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Von den ROS ist OH® fiir die meisten DNA-Schéden verantwortlich, wohingegen Peroxyl-
Radikale und H,O; nicht direkt mit der DNA reagieren. Der Angriff von OH® an den Basen
fiihrt zu unterschiedlichen Hydroxylierungen, Ringdffnungen und Fragmentierungen (s.
Abbildung 2.12). Daraus entstehen dann eine Vielzahl von Sekundédrprodukten. AuBlerdem
wird auch direkt das Zucker-Phosphat-Riickgrat geschiadigt, was zu DNA-Strangbriichen
fiihrt. (Kelly et al., 1998)

0 @) 0]
CH, CH, CH,
HN OH HN OH HN H
O)\N H O)\N OH O)\N H
H H H H H H
5-Hydroxy-6-hydrothymin Thyminglykol 5,6-Dihydrothymin
0}
NH2|_| NH, CH,OH
OH HN
N N~
A aH A | O)\Nl H
0 N 0~ "N” "OH H H
H H H
6-Hydroxy-6-hydro-cytosin ~ 5,6-Dihydroxycytosin 5-(Hydroxymethyl)-Uracil
0 0 NH,
N H N
HN HN . N~
P s S O e A
HN"NT N H,N™ N7 NH, HO” “N” N
8-Hydroxyguanin 2,6-Diamino-4-hydroxy- 2-Hydroxyadenin

5-formamidopyridin

Abbildung 2.12: Beispiele fiir oxidierte Pyrimidine und Purine (nach Laval, 1996)

OH* generiert eine Vielzahl verschiedener Produkte: es oxidiert z. B. Guanin in 4-, 5- oder 8-
Position (8-Oxo-desoxyguanin oder 8-Hydroxy-desoxyguanin, 8-OH-dG) des Purinrings, die
zu ringgedftneten Produkten wie 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPy) wei-
terreagieren (s. Abbildung 2.13). Ein Angriff an Pyrimidinen fiihrt, neben den auch moglichen
Oxidationsprodukten, zu Basendimeren. (Halliwell & Gutteridge, 1999; Kelly et al., 1998;
Jaruga et al., 1996)
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0
HN N
IS ALY
HN" N N
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Desoxyguanin
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o o lOH o)
[ ] [ ]
HNT N0 HN)EN><OH HN)t/N><OH
)\\ Ne )\\ N )\\ N
H,N" N N H,N" N7 N H,NT NN
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J+e‘ t+e' l-e',-H+
0 0 o}
N NS )tN
HN \»O0 HN OH HN \
HN"NT N H,N" "N N HN"NT N
R R R
FaPy 8-OH-dG

Abbildung 2.13: Modifikationen von Desoxyguanin durch OH°’-Radikale (nach Halliwell &
Gutteridge, 1999)

Derartige DNA-Schiadigungen induzieren die Initiation einer Reparaturkaskade. Bei der Ba-
sen-Auschneide-Reparatur (,,Base Excision Repair®) wird die fehlgepaarte Base erkannt, eine
abasische (apurine/apyrimidine, AP-) Stelle erzeugt (DNA-Glykosylase) und ein Strangbruch
eingefiihrt (Endonuklease). AnschlieBend wird durch eine Polymerase die Desoxyribose he-
rausgeschnitten und das neue, korrekte Nukleotid eingefiihrt. Eine Ligase schlieB3t die Liicke
wieder. Die Nukleotid-Ausschneide-Reparatur (,,Nucleotid Excision Repair®) funktioniert
dhnlich, ist aber aufwendiger, da das herausgeschnittene Stiick etwa 30 Basen lang ist. Wenn
der Schaden nicht erkannt und repariert wird, kann es bei der Replikation zu Basenfehl-
paarungen kommen. Je nach Basenmodifikation entstehen Transversionen oder Transitionen,

die zu Mutationen fithren kénnen. (Hoeijmakers, 2001; Halliwell & Gutteridge, 1999)
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Auch die wihrend der LPO entstehenden Produkte konnen mit der DNA z. B. zu Etheno-
oder Propano-Addukten reagieren, wie hier am Beispiel MDA gezeigt werden soll:

MDA reagiert mit den Basen dC, dA und dG u. a. zu M;dC, M;dA und dem Propano-Addukt
M;dG (s. Abbildung 2.14, Benamira et al., 1995).

| el ol
of:H + dC, dA, dG ﬁ\ /& + </ f\) + {:f;)'\:\jj
dR

M,dC M,dA M,dG

Abbildung 2.14: Strukturen von MDA-DNA-Addukten (nach Benamira et al., 1995)

Ein anderer, LPO-unabhéngiger Weg zu M;dG und anderen MDA-Addukten fiihrt {iber einen
Radikalangriff am DNA-Zuckerriickgrat in C-4’-Position. Aus dem entstehenden ,,Basen-
Propenal* kann MDA effektiv auf dG tibertragen werden (s. Abbildung 2.15). Dedon et al.
(1998) zeigten, dass die M;dG-Konzentration nach Inkubation eines definierten DNA-Stiicks
mit Adenin-Propenal hoéher als nach Inkubation mit MDA war. M;dG fiihrt bei der Replikati-
on zu Basenfehlpaarungen und ist deshalb als pramutagene Lision anzusehen. (Benamira et

al., 1995; Dedon et al., 1998; Marnett, 1999)
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Abbildung 2.15: Bildung von MDA und MDA-Addukten durch Reaktion von OH® mit dem
Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA (nach Janero, 1990; Dedon et al., 1998)
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2.5 Oxidativer Stress und Krankheiten

Oxidativer Stress wird fur tiber 100 Krankheiten als Ursache oder zumindest als krankheits-

begleitend beschrieben (s. Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5: Beispiele fiir Krankheiten und Faktoren, bei denen ein Zusammenhang mit
oxidativem Stress diskutiert wird (nach Halliwell & Gutteridge, 1999; Dando-
na et al., 1996; Collins, 1999)

Kategorie Beispiel

entziindlich Glomerulonephritis, Autoimmunkrankheiten, Diabetes, Hepatitis
Eisen-Uberladung Hamochromatose, Thalassdmie

Respirationstrakt Zigarettenrauch, Luftschadstoffe

Auge Katarakt

Haut UV-Strahlung, Hitze, Krebs

Herzkreislaufsystem  Atherosklerose, Anthracyclin-Kardiotoxizitit
Niere Autoimmun-Nephrotisches Syndrom, Hamodialyse, Transplantation

Zu oxidativem Stress bei Erkrankungen kann es durch
a) verminderte antioxidative Abwehr (z. B. durch Depletion von Antioxidantien, Muta-
tionen in Genen fiir antioxidative Enzyme) und durch
b) erhohte Produktion von ROS (z. B. erhdhte O,-Exposition, exzessive Aktivierung von

ROS-produzierenden Systemen) kommen.

Zur Verminderung des oxidativen Stresses wurde bei vielen der in Tabelle 2.5 genannten
Krankheiten/Faktoren eine Privention oder Therapie u. a. mit Antioxidantien versucht (Uber-
sicht in McCall et al., 1999). Eine Reduktion des oxidativen Stresses erscheint aber auch bei
gesunden Menschen hinsichtlich einer langfristigen Vorbeugung gegeniiber Krebs und ande-
ren Krankheiten sinnvoll (Halliwell & Gutteridge, 1999). Am Einfachsten erfolgt dies durch
die Aufnahme von protektiven Stoffen iiber die Erndhrung (z. B. Vitamine, pflanzliche Phe-
nole tiber Obst, Gemiise oder Sifte) oder iiber Nahrungsergidnzungsmittel.

Ein viel versprechender Mischfruchtsaft wurde von Prof. Dr. Dietrich, Forschungsanstalt Gei-
senheim, Fachgebiet Weinanalytik und Getriankeforschung, hergestellt, der durch Sortenaus-
wahl (alte Sorten, Wildfriichte) und technologische Verfahren besonders hohe Flavonoid-/
Polyphenolgehalte aufweist (Dietrich, 2000). Dieser Saft besteht aus 30% weillem Trauben-,

25% schwarzem Johannisbeer-, 15% Holunder-, 10% Brombeer-, 10% Sauerkirsch- und 10%
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Aroniasaft mit einem Gesamtpolyphenolgehalt von iiber 2500mg/I (nach Folin, berechnet als
Catechin) und einer auBlerordentlich hohen antioxidativen Kapazitit.

Erste Interventionsversuche mit 400ml dieses Mischfruchtsaftes zeigten innerhalb 12 Stunden
im Plasma der Versuchspersonen eine Zunahme der antioxidativen Kapazitit und eine Ab-
nahme des MDA-Gehaltes (Netzel et al., 2002).

Bei einer Intervention konnen allerdings auch negative Effekte auftreten: Zwei Studien zur
Krebsprivention bei Rauchern fanden hohere Inzidenzen fiir Lungenkrebs in der Gruppe, die
taglich das antioxidativ wirksame -Carotin einnahm (Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Can-

cer Prevention Study Group, 1994; Omenn et al., 1996).

2.6 Nieren, Niereninsuffizienz, Himodialyse und oxidativer Stress

Die sehr gut durchbluteten Nieren sind im menschlichen Korper fiir die Kontrolle der extra-
zelluldren Fliissigkeit und des Volumens des Blutes verantwortlich, das etwa 60mal pro Tag
hindurchgeschleust wird. In den Nieren werden circa /s des Blutplasmas durch Filtration im
Glomerolus von Makromolekiilen und Blutzellen abgetrennt und in den sich anschlieBenden
TubulusgefaBen essentielle Molekiile wie Wasser, Elektrolyte, Vitamine und Aminosduren
resorbiert. Die Nieren halten somit den Wasser- und Elektrolythaushalt konstant, regulieren
den Sdure-Basen-Haushalt und scheiden harnpflichtige Stoffwechselprodukte wie Harnséure
und Oxalat aus. Dadurch spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Einstellung des Blut-
drucks. Des Weiteren produzieren die Nieren Hormone wie Erythropoietin (EPO) und greifen
so in die Blutbildung regulierend ein. (Hildebrandt et al., 1993; Sarre et al., 1988; Schonweil,
1998)

Menschen, deren Nieren keine ausreichende Eliminationsfahigkeit mehr besitzen (terminale
Niereninsuffizienz, Urdmie), werden mit streng bilanzierten Didten (z. B. beschriankte Auf-
nahme von Wasser und bestimmten Ionen) und Nierenersatzverfahren wie Himodialyse (HD)
oder Nierentransplantation therapiert.

Die HD ist mit weltweit jahrlich etwa 90 Millionen Anwendungen die am haufigsten durchge-
fiihrte Behandlung zur Nierenersatztherapie (Clark et al., 2002). Hierbei wird arterielles Blut
mit Schlduchen und Schlauchpumpen zu einem Dialysegerit (extrakorporaler Blutkreislauf)
geflihrt und dabei gereinigt, bevor es wieder in den Korper zuriickgefiihrt wird (s. Abbildung
2.16). In diesem Dialysegerit findet ein Stoffaustausch durch Diffusion iiber eine semiperme-

able Dialysatormembran, die das Patientenblut von einer gepufferten Elektrolytlosung (Dialy-
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sat) trennt, statt (s. blauer Rahmen in Abbildung 2.16). Um die treibende Kraft (Konzentra-
tionsgefille) zwischen den Fliissigkeiten moglichst gro3 zu halten, werden Blut (200-
300ml/min) und Dialysat (ca. 500ml/min) im Gegenstrom gefiihrt und das Dialysat nach ei-
nem Durchfluss verworfen. Die Stoffe diffundieren passiv von der Fliissigkeit mit hoher zu
der mit niedriger Konzentration. Allerdings passieren nur Stoffe den Dialysator, deren Mole-
kulargewicht kleiner als die Ausschlussgrenze der Membran ist.

Auf diese Weise werden Urdmietoxine aus dem Blut entfernt und ein Elektrolyt- und Sdure-
Basen-Ausgleich zwischen Blut und dem gepufferten Dialysat erreicht. Patienten mit termina-
ler Niereninsuffizienz werden in der Regel dreimal pro Woche fiir vier bis flinf Stunden hi-

modialysiert. (Sarre et al., 1988)
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Abbildung 2.16: Schematischer Aufbau eines Dialysegeriites (Schonweil3, 1998): nach Austritt
aus dem Korper wird das Blut durch einen Druckmesser ®, eine Schlauch-
pumpe @, eine Heparinzufuhrstelle ® und Blasenfinger @ zum Dialysator ®
befordert. AnschlieBend gelangt es iiber einen Blasenfinger ® und eine Infu-
sionsstelle @ wieder zuriick in den Korper.

Die fiir die Urdmie verantwortliche Grunderkrankung Niereninsuffizienz kann verschiedene
Ursachen haben: (Sarre et al., 1988; Schonweil3, 1998; Schiffl et al., 1999)
(a) glomeruldre Erkrankungen: pathomorphologische Verdnderungen in den Nierenkor-

perchen sind haufig die Folge von Autoimmunreaktionen.
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(b) interstitielle und tubuldre Erkrankungen werden meist durch Bakterien oder Medika-
mente verursacht.

(c) vererbte Nierenerkrankungen.

(d) Bluthochdruck und atherosklerotische Verdnderungen kénnen die Gefdfle der Nieren
verdndern und so eine Urdmie ausldsen.

(e) sekundire Nierenerkrankungen werden durch primér-extrarenale Erkrankungen wie
Diabetes mellitus verursacht. Diabetiker stellen einen groBen Teil (bis zu 40%) der
HD-Patienten, nach 10 bis 15 Jahren nach Erkrankungsbeginn sind etwa 50% der Pati-
enten dialysepflichtig.

Als Einflussfaktoren fiir den erhohten oxidativen Stress der Patienten werden bioinkompatible
Dialysatoren (s. Kapitel 2.6.1), die Behandlung der renalen Andmie (s. Kapitel 2.6.2) und
verschiedene dialysebedingte Begleitumstidnde diskutiert:

(a) Wahrend der HD werden niedermolekulare Antioxidantien aus dem Blut entfernt oder
durch den oxidativen Stress verbraucht. Dadurch wird die antioxidative Abwehr ge-
schwicht (Canaud et al., 1999; Galli et al., 2000).

(b) Eine Mangel- oder Fehlerndhrung mit einer proteinreduzierten Diét fithrt zu entziin-
dungsdhnlichen Reaktionen im Korper (Kaysen, 2001); die einzuschrinkende Kalium-
zufuhr bedingt einen geringen Obstverzehr und somit eine geringe Aufnahme von Vi-
tamin C und pflanzlichen Phenolen (Hasselwander et al., 1998).

(c) Advanced Glycation Endproducts (AGE), Reaktionsprodukte aus Zuckern und Protei-
nen (z. B. Pentosidine, s. Abbildung 2.17), werden auch bei nicht-diabetischen Patien-
ten mit terminaler Niereninsuffizienz gebildet. Aufgrund ihrer Grofe werden die
AGE'’s bei der HD aber nur unzureichend eliminiert und aktivieren iiber spezifische
Rezeptoren (RAGE) Makrophagen und Endothelzellen. Diese beiden Zelltypen spie-
len einige wichtige Rolle bei der Entstehung der Atherosklerose, die bei diesen Patien-
ten gehduft auftritt. (Kaysen, 2000; Boaz et al., 2001; Hasselwander et al., 1998;
Weiss, 1999; Vlassara et al., 2002; Raj et al., 2000; Nawroth et al., 1999; Miyata et al.,
2000)
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Abbildung 2.17: Beispiel fiir ein AGE: Pentosidin aus einer Pentose, Lysin und Arginin
(nach Belitz et al., 1992)
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(d) Endotoxine aktivieren das Immunsystem durch mikrobiologische Kontaminationen
des Dialysates (Canaud et al., 1999; Kaysen, 2001).
(e) HD-Patienten erkranken aufgrund der beanspruchten Immunabwehr héufig an bakteri-

ellen Infektionen wie Lungenentziindungen (Canaud et al., 1999).

Dieser erhohte oxidative Stress zeigt sich bei zahlreichen biochemischen Endpunkten, die bei
den Patienten vor Beginn einer HD im Vergleich zu gesunden Menschen bereits signifikant

verdndert sind (s. Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Ubersicht verschiedener Endpunkte, die im Blut von HD-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Menschen veriindert sind (#: Erhohung in HD-Patienten;
¥: Erniedrigung in HD-Patienten)

Marker Verinde- Literatur
rung

TEAC ) Jackson et al., 1995

GSSG, GSH, SOD, GSR 4 Ceballos-Picot et al., 1996;

GSH, GPx, SOD 4 Eiselt et al., 2001

SOD, GPx 1t Eiselt et al., 2000

GSH, GSR, GPx 4 Pasaoglu et al., 1996

SOD, CAT, GPx, Vitamin E 4 Dursun et al., 2002

GSH 4 Ozden et al., 2002; Ross et al,. 1997;
Tarng et al., 2000a

GSSG * Tarng et al., 2000a

Vitamin C L 4 Clermont et al., 2000; Jackson et al.,
1995; Tarng et al., 2000a

Ascorbyl-Radikale t* Clermont et al., 2000

TBARS, MDA 1 ) Donica, 2001; Eiselt et al., 2001;
Gerardi et al., 2002; Jackson et al.,
1995; Sommerburg et al., 2000; Us-
berti et al., 1999; Weinstein et al.,

F»-Isoprostane : ) Phdlelman, 2000; Handelman et al.,
2001; Ikizler et al., 2002

Mikrokerne * Stopper et al., 1999

DNA-Strangbriiche 1t Stopper et al., 2001; Kan et al., 2002

8-OH-dG t* Tarng et al., 2000a

Auch wihrend der HD édndern sich zahlreiche Marker. So wurden im Verlauf der HD signifi-

kante Modulationen von CAT, SOD, GSH, MDA, Vitamin C und Harnsédure festgestellt. (Us-
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berti et al., 2002a; Jackson et al., 1995; Gerardi et al., 2002; Daschner et al., 1996; Ha et al.,
1996; Roob et al., 2000)

2.6.1 Dialysemembranen

Die gebrduchlichste Dialysatorform ist der Hohlkorperdialysator. Er besitzt in seinem
zylindrigen Gehiduse etwa 10.000 Kapillaren, die die eigentliche Dialysemembran mit einer
Gesamtfldche von 1,5-1,8m2 darstellen. Die Oberfldche beeinflusst entscheidend die Elimina-
tionsfahigkeit der Membran. Die Kapillaren haben einen Innendurchmesser von bis zu
200um, eine Wandstiarke von 5-40pum und einen mittleren Porendurchmesser von 0,003 pum.
Leukozyten haben im Vergleich dazu einen Durchmesser von 10-15um, Erythrozyten die
Malle 8,5x2um.

Die Dialysemembranen bestehen aus Cellulose, modifizierter Cellulose oder synthetischen
Materialien z. B. Polysulfon (PSu), Polyacrylnitril, Polymethylmethacrylat (PMMA, s.
Abbildung 2.18).

CH,OH OH
(A) _ 0
Regenerierte O /OH
Cellulose OH
o 9|
OH CH,OH
CH,OH OAc
O o
Cellulose OAc
Acetat OAc o O
OAc CH,0Ac "

(B) CH,
n
CH,

H
PolyacryInitril +CH2—¢+
n
CN
o
front s,
0" "0

|
CH

Polymethylmethacrylat

3

Abbildung 2.18: Verschiedene Dialysemembranmaterialien: (A) Modifizierte Cellulosememb-
ranen werden durch Derivatisierung der Hydroxylgruppen mit Acetat- (Ac)
Gruppen hergestellt; (B) synthetische Membranen (Bowry, 2002)
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Ein entscheidendes Kriterium fiir die Qualitét einer Dialysemembran ist neben der Entfernung
von Stoffwechselprodukten die Biokompatibilitdt der HD-Membran, worunter man das Aus-
bleiben von biologischen Reaktionen des menschlichen Organismus bei Kontakt von Blut
oder Gewebe mit dem Fremdmaterial versteht. Diese strenge Definition der Biokompatibilitit
wird gegenwirtig von keiner Nierenersatztherapie erreicht. Durch den Kontakt von Blut mit
dieser nicht-biologischen Oberfliche werden Thrombozyten aktiviert, die dann die Blutgerin-
nungskaskade in Gang setzen. Die Blutgerinnung muss durch eine stdndige Heparinisierung
verhindert werden. Die Aktivierung von Granulozyten bewirkt im Blut einen Anstieg von
Myeloperoxidasen, ROS, Interleukinen und des Tumornekrosefaktors. Das Komplementsys-
tem wird ebenfalls durch den Membrankontakt aktiviert, wodurch eine Entziindungsreaktion
imitiert wird. Als zentrale Grof3e zur Beurteilung der Biokompatibilitdt wird heute die Kom-

plementaktivierung angesehen. (Sarre et al., 1988; Schiffl et al., 1999; Bowry, 2002)

Unmodifizierte Cellulose-Membranen (Cuprophan®) verursachen durch die Interaktion von
Komplementfaktoren mit den vielen Hydroxylgruppen eine starke Aktivierung und sind somit
als wenig biokompatibel anzusehen. Sie werden heute in dieser Form nahezu nicht mehr ein-
gesetzt. Die Derivatisierung der Hydroxylgruppen z. B. mit zwei Acetat-Gruppen pro Gluco-
se-Molekiil (Baxter DICEA 170, s. Abbildung 2.18 A) vermindert die Interaktion mit den
Komplementfaktoren und somit auch deren Aktivierung. Die Firma Terumo (Terumo E15,
Japan) stellt mit Vitamin E und langkettigen, ungeséttigten Alkoholen beschichtete Cellulo-
semembranen her. Diese Modifikation soll neben der geringeren Komplementaktivierung
auch die durch Entziindungsreaktionen produzierten ROS vermindern. Synthetische Membra-
nen (z. B. Fresenius F8 aus PSu) verursachen eine sehr geringe Immunreaktion und werden
deshalb als sehr biokompatible Membranen angesehen. (Bowry, 2002; Clark et al., 2002;
MacGinley et al., 2001)

Neben der Komplementaktivierung wurden auch zahlreiche Marker fiir oxidativen Stress un-
tersucht und damit unterschiedliche Membranmaterialien meist in so genannten ,,Cross Over*
Studien (Wechsel der Patienten von Membran A zu Membran B) verglichen. Patienten, die
mit synthetischen PSu-Membranen und Vitamin E-beschichteten Cellulosemembranen be-
handelt wurden, zeigten u. a. niedrigere Gehalte an MDA, Pentosidin, 8-OH-dG und oxidier-
ten LDL im Vergleich zu Cellulosemembranen. (Buoncristiani et al., 1997; Jadoul et al.,

1999; Tarng et al., 2000b; Tsuruoka et al., 2002)
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2.6.2 Andmie in Verbindung mit Niereninsuffizienz

Die fortschreitende Niereninsuffizienz ist mit Stdrungen von Organfunktionen und Regulati-
onssystemen verbunden, was bei HD-Patienten an der Anidmie (Blutarmut, Verminderung der
Erythrozytenzahl und Hamoglobinkonzentration) deutlich wird. Das Hormon EPO, das im
Knochenmark die Produktion von Erythrozyten anregt, wird in der Nierenrinde produziert,
was bei HD-Patienten durch verschiedene Faktoren gestort ist. Auch die Lebenszeit von Ery-
throzyten ist bei diesen Patienten etwa um die Hilfte erniedrigt. Diese Effekte werden durch
einen Eisenmangel, der auf einen stindigen Blutverlust durch die HD und die notwendige
Diét zuriickzufiihren ist, verstirkt. (Hildebrandt et al., 1993; Sarre et al., 1988; Schonweil,
1998)

Therapiert wird die Andmie durch EPO-Gabe. Da aber der Eisenmangel zum begrenzenden
Faktor wird, muss Eisen in Form von Infusionen appliziert werden (Parrkinen et al., 2000).
Als Eisenpriparate stehen u. a. Eisen(IIl)-Gluconat-Losung (Ferrlecit®) und Eisen(II)-
Hydroxid-Saccharose-Komplex-Losung (Venofer”) zur Verfiigung. Die Infusionsregime vari-
ieren sehr stark von monatlich, wochentlich bis dialysetéglich, Infusion iiber die Dialysedauer
(vier Stunden) oder fiinf Minuten (McDougall, 2000; Kosch et al., 2001). Die schnelle Infusi-
on von Ferrlecit® fiihrt zu einer Transferrin-Ubersittigung (Zanen et al., 1996) und ,,Bleomy-
cin Detectable Iron* (BDI, freies Eisen im Plasma; Parrkinen et al., 2000; Gupta, 2000). Eine
Erhohung des Gehaltes an oxidierten Proteinen im Blut und MDA im Plasma weist auf eine

LPO-Induktion hin (Roob et al., 2000; Tovbin et al., 2002).

2.7 Nierentransplantation

Die Ersatztherapie Nierentransplantation (NT) bedeutet fiir den Patienten eine hohere Le-
bensqualitdt verglichen mit der zeitintensiven HD. Bis heute wurden in Deutschland {iber
60.000 Organe transplantiert, wobei die Nieren mit iiber 44.000 den groften Anteil ausma-
chen (Remuzzi et al., 2002). Bei der Nierentransplantation kommt es — wie bei der HD — zu
einem starken oxidativen Stress, der durch die Ischdmie-Reperfusion, durch immunologische
Prozesse (nicht-korpereigenes Organ) und durch die Medikation verursacht sein diirfte. Er
zeichnet sich z. B. durch erh6hte Konzentrationen an Plasma-MDA, CAT, SOD und Thymi-
dinglykol im Urin aus. (Simic-Ogrizovic et al., 1998; Thier et al., 1999; Makropoulos et al.,
2000; Taylor et al., 1993; Biernacki et al., 2002; Halliwell & Gutteridge, 1999; Perez Fernan-
dez et al., 2002)
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2.8 Molecular Adsorbent Recycling System (MARS)

Der Leber kommt im Korper als zentrales Stoffwechsel- und Syntheseorgan eine besonders
wichtige Rolle zu. Ein starker Alkoholabusus oder virale Entziindungen fiihren zu einer ver-
minderten Leistung bis hin zum Leberversagen (LV). Zur Behandlung des akuten LV wird ein
System benotigt, das geniigend Zeit fiir eine Regeneration des Organs oder fiir die Beschaf-
fung einer Spenderleber verschafft. Einige Molekiile mit geringem Molekulargewicht schei-
nen beim LV eine besondere Rolle zu spielen, wie z. B. Bilirubin, Gallensduren, aromatische
Aminosduren, Ammoniak und Laktat. Diese Stoffe werden fiir die Komplikationen wie Mul-
tiorganversagen und hepatische Enzephalopathie verantwortlich gemacht. Einige dieser endo-
genen Toxine sind wasserloslich, die meisten liegen an Albumin gebunden vor. Da aber die
Bindungsstellen im Albumin limitiert sind, wird Albumin bei verminderter Detoxifikations-
leistung der Leber stark {iberladen, was zu freien, ungebundenen Toxinen fiihrt. Weder die
HD noch andere Nierenersatzverfahren sind in der Lage, die verantwortlichen Stoffe ausrei-
chend zu eliminieren und damit das Leben solcher Patienten entscheidend zu verldngern. Ne-
ben den Versuchen mit biologischen Systemen wie primdren Schweinehepatozyten und
menschlichen Zelllinien gibt es einen technischen Ansatz, der von Stange et al. (1999) entwi-
ckelt wurde: das ,,Molecular Adsorbent Recycling System* (MARS). MARS imitiert die He-
patozytenmembran, wobei es durch Transfer von proteingebundenen und wasserldslichen
Stoffwechselprodukten aus dem Blut in ein Dialysat iiber eine speziell modifizierte, semiper-
meable Membran kommt. Das Blut wird nicht direkt — wie bei der HD — gegen Wasser dialy-
siert, sondern gegen eine Albuminlésung, die durch einen Aktivkohlefilter, einen Anionentau-
scher und eine herkdmmliche HD wieder regeneriert wird (s. Abbildung 2.19). Eine MARS-
Behandlung dauert bis zu acht Stunden und wird je nach Gesundheitszustand des Patienten
téglich oder alle zwei Tage durchgefiihrt.

Da dieses Verfahren erst gegen Ende der neunziger Jahre entwickelt wurde und zum Einsatz
kam, sind bisher noch keine Daten zur Induktion von Bioinkompatibilitdtsreaktionen und oxi-
dativem Stress bekannt. Da aber das Prinzip dieser Behandlung auf dem der HD — mit einer

modifizierten Membran — basiert, sind die gleichen pathologischen Vorginge im Patienten

denkbar.
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Abbildung 2.19: Prinzip der MARS-Therapie (nach www.leberdialyse.de): das Blut wird iiber
eine spezielle MARS-Membran gegen eine Albuminlosung (®) dialysiert. Die
Albuminlésung wird mit einer herkommlichen Dialysemembran (®), mit ei-
nem Aktivkohlefilter (®) und einem Anionentauscher (®) wieder regeneriert.

2.9 Testmethoden
2.9.1 Harnsdure-Bestimmung

Das wasserlosliche Antioxidanz Harnsédure wurde photometrisch im Blutplasma bestimmt,
das durch Zentrifugation gewonnen wurde. Hierbei wurde die Harnsdure mit dem Enzym Uri-
kase zu Allantoin und H,O, umgesetzt. H,O, oxidierte mit Hilfe einer Peroxidase 4-
Aminoantipyrin (4-AAP) und 3,5-Dichloro-2-hydroxyphenylsulfonat (DHBS) zu einem Chi-

noniminfarbstoff mit einem Absorptionsmaximum bei 520nm (s. Abbildung 2.20).
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Abbildung 2.20: Prinzip der Harnsiure-Bestimmung; 4-AAP: 4-Amino-Antipyrin, DHBS: 3,5-
Dichloro-2-hydroxyphenylsulfonat (nach Sigma Diagnostics)

2.9.2  Glutathion-Bestimmung

Das antioxidativ wirksame Glutathion wurde in Vollblutproben gemessen, wobei die GSH-
reichen Blutzellen und das GSH-arme Plasma zusammengefasst wurden. Bei der hier ange-
wendeten Glutathion-Bestimmung wurde ein weit verbreitetes und einfaches Verfahren ge-
wihlt, das sich an die Bestimmung von Akerboom und Sies (1981) anlehnte und von Gallag-
her et al. (1994) modifiziert wurde.

Es handelte sich um einen hochempfindlichen, kinetischen Assay, in dem GSH, GSSG und
Glutathionreduktase (GSR) kontinuierlich 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) in ei-
ner NADPH-abhéngigen Reaktion zum chromophoren 5-Thio-2-Nitrobenzoat (TNB) reduzie-
ren. In Abbildung 2.21 ist das Schema der Reaktion dargestellt.
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NADP* NADPH + H

DTNB 2TNB
HOOC COOH HOOC

Abbildung 2.21: Reduktion von DTNB in einer NADPH-abhiingigen Reaktion zum Chro-
mophor TNB, in Anwesenheit von GSH und GSSG

Die Bildung von TNB wurde iiber die Extinktion bei 412 nm zeitlich verfolgt. Die Geschwin-
digkeit der TNB-Bildung, also die Extinktionszunahme in einer bestimmten Zeit, war propor-
tional zur tGSH-Konzentration. Die Berechnung der tGSH-Konzentration erfolgte durch Ver-
gleich mit entsprechenden Standardlosungen.

Zur Messung von GSSG wurde GSH mit einer nukleophilen Substanz (2-Vinylpyridin) abge-
fangen (s. Abbildung 2.22) und anschlieBend wieder die obige Messung durchgefiihrt. Durch
Differenzbildung liel sich der GSH-Anteil und der GSH-Status (Quotient GSH/tGSH) be-

N\ X CH, N\ SG
| +GSH — =
4 Z

Abbildung 2.22: Derivatisierung von GSH durch Reaktion mit 2-Vinylpyridin

rechnen.

Bei dieser Bestimmung musste darauf geachtet werden, dass die Blutproben sofort nach der
Entnahme (2-3 Minuten) zur Proteinfdllung in 5-Sulfosalicylsdure (5-SSA, 10%) gegeben und
in fliissigem Stickstoff eingefroren werden mussten, um z. B. eine Oxidation von GSH zu

verhindern.
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2.9.3 Malondialdehyd-Bestimmung

Der Lipidperoxidations- und Entziindungsmarker MDA kann direkt photometrisch bei 234nm
oder nach Freisetzung aus den Lipidanteilen des Blutplasmas und Derivatisierung mit Thio-
barbitursdure (TBA) photometrisch/fluorimetrisch bestimmt werden. Da mit TBA eine ganze
Reihe von Aldehyden und Ketonen reagieren, konnte das MDA-Derivat nur durch chroma-
tographische Trennung der TBARS und Fluoreszenz-Detektion spezifisch quantifiziert wer-

den. (s. Abbildung 2.23, Janero, 1990; Esterbauer et al., 1991; Reetz, 2001).

60min s _N.__OH HO__ _N.__SH
HSYN | OH o o 95°C Y N z m/
2 + NS = —_—
N NN 2H20 Na XX N
OH OH OH
Thiobarbitursaure Malondialdehyd Derivat Ext. 532nm

Em. 553nm

Abbildung 2.23: Derivatisierung von Malondialdehyd mit Thiobarbitursiure
2.9.4 M,;dG-Bestimmung

Das Addukt M;dG wurde bisher in Geweben wie Leber, Pankreas, Brust und in weif3en Blut-
zellen iiber LC/MS, **P-Postlabelling oder immunchemisch nachgewiesen (Chaudhary et al.,
1994; Fang et al., 1996; Leuratti et al., 1998; Singh et al., 2001; Marnett, 1999; Vaca et al.,
1992). Bei Postlabelling- oder chromatographischen Untersuchungen wurden immer 10-50pug
DNA eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde das pramutagene Reaktionsprodukt M;dG
aus MDA und der DNA-Base dG mit einer immunchemischen Methode erfasst, die weniger
als S5pg DNA bendtigte (s. Abbildung 2.24; Leuratti et al., 1998; Singh, 2002). Diese Methode
besal} eine hohe Empfindlichkeit und ermdglichte einen hohen Probendurchsatz.

Die DNA wurde aus den weillen Blutzellen isoliert und auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet. Nach Fixierung der DNA im Trockenschrank wurde mit einer Milchpulverlosung
geblockt. Anschliefend wurde mit dem Primérantikdrper D10A1TH9 gegen M;dG inkubiert,
der freundlicherweise von L. J. Marnett, Nashville, USA zur Verfiigung gestellt wurde. Nach
Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikdrper gegen den Priméranti-
korper wurden in einer Chemolumineszenzreaktion (Luminol) M;dG-Intensititen bestimmt.
Diese Intensititen wurden auf die eingesetzte DNA-Menge, die nach Propidumiodidfiarbung

bestimmt wurde, bezogen und mit Standards verglichen.
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Abbildung 2.24: Prinzip des Immunoslotblot zur Bestimmung von M;dG
2.9.5 Messung von (oxidativen) DNA-Schdden

DNA-Schéden werden sehr hiufig iiber Strangbriiche gemessen. Hier kommen unterschiedli-
che Methoden zum Einsatz: Der Einbau von [*H]-Thymidin oder Bromdesoxyuridin in die
DNA ist ein MaB fiir reparatur- oder substanzinduzierte Strangbriiche. Bei der Methode der
alkalischen DNA-Entwindung passieren stark fragmentierte DNA-Proben nach Alkali-
Behandlung schneller einen Filter als intakte, hochmolekulare DNA-Proben, was durch Fluo-

reszenzderivatisierung der DNA ebenfalls erfassbar ist. Oxidativ modifizierte Purine oder
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Pyrimidine werden nach DNA-Hydrolyse mittels GC/MS oder HPLC/ECD nachgewiesen.
Der héufigste untersuchte Marker fiir oxidierte Basen ist 8-OH-dG.

Der ,,Comet Assay* ist ebenfalls eine Methode zum Nachweis von DNA-Strangbriichen und
zuriickzufiihren auf eine Beobachtung von Rydberg und Johanson (1978), dass nach Strahlen-
behandlung von Zellen die Zellkerne mit zunehmender Strahlendosis immer diffuser wurden.
Ostling und Johanson (1984) verbesserten diese Technik durch eine anschliefende Elek-
trophorese, bei der die DNA unterschiedlich weit aus dem Zellkern heraustrat.

Die zu untersuchenden Zellen wurden in ein Agarosegel eingebettet und lysiert. AnschlieBend
wurde die DNA in einer Elektrophoresekammer im alkalischen Milieu entwunden, einer E-
lektrophorese unterzogen, neutralisiert und mit Ethidiumbromid gefarbt (s. Abbildung 2.26).
An einem Fluoreszenzmikroskop wurden mit Hilfe einer Digitalkamera und einer Image Ana-
lysis Software die Zellkerne ausgewertet (s. Abbildung 2.25). Als Mal} fiir die DNA-
Strangbriiche wurden verschiedene Parameter angewandt. Die Bestimmung der Fluoreszenz-
intensitidt im Schweif oder ,,tail intensity* (T1%) (MaB3 fiir den prozentualen Anteil an DNA
im Kometen-Schweif) ist heute am weitesten verbreitet. Je hoher T1% ist, desto mehr Strang-
briiche waren vorhanden bzw. desto groer war der DNA-Schaden.

Wird der Schritt der DNA-Entwindung unter neutralen Bedingungen durchgefiihrt, werden
nur DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) erfasst. Im alkalischen Milieu liegt die DNA in Einzel-
strdnge denaturiert vor. Deshalb werden neben DSB auch Einzelstrangbriiche (SSB) und alka-
li-labile Stellen detektiert (Fairbairn et al., 1995): SSB werden ab einem pH > 12,1 detektiert,
alkali-labile Stellen ab pH > 13, so dass die Variation des pH-Wertes zusitzliche Informatio-
nen zur Art der DNA-Schéden liefert (Horvathova et al., 1998). Der Comet Assay wird meist
im alkalischen Milieu (pH > 13) durchgefiihrt (Singh et al., 1988; Kassie et al., 2000; Fair-
bairn et al., 1995).

Durch die Behandlung der Zellkerne mit dem Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-
Glykosylase (FPG) in den Agarosegelen werden zusétzlich Strangbriiche aus oxidativen
DNA-Schidigungen erfasst. Dieses Reparaturprotein aus E. coli erkennt spezifisch oxidativ
modifizierte Purinbasen und fiigt an solchen Stellen zusétzliche Strangbriiche in die DNA ein,
was zu einer Verstarkung der Schweifintensitét fithrt (Prinzip s. Abbildung 2.26). Der Unter-
schied zwischen Strangbriichen aus oxidativen DNA-Schidigungen (mit FPG-
Enzymbehandlung) und direkten Strangbriichen (ohne Enzymbehandlung) entspricht den spe-
zifisch oxidativen DNA-Schéiden oder auch ,,FPG sensitive sites®. (Collins et al., 1996)

Zur Vereinfachung wurden in dieser Arbeit die DNA-Strangbriiche nach FPG-Behandlung

(Summe aus direkten und durch FPG zusitzlich eingefiihrte Strangbriiche) als ,,oxidative
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DNA-Schédden* bezeichnet, da die direkten DNA-Strangbriiche nur einen relativ geringen
Anteil ausmachten. In den Abbildungen wurden diese oxidativen DNA-Schiden durch ,.+
FPG* kenntlich gemacht (s. Kaptitel 4).

Der Comet Assay wurde mit den DNA-haltigen Bestandteilen des Blutes, d. h. den Leukozy-
ten durchgefiihrt. Leukozyten setzen sich zusammen aus 20-40% Lymphozyten, 1-6% Mono-
zyten und 50-75% Granulozyten. Granulozyten und Monozyten haben Lebenszeiten von we-
nigen Tagen und sind fiir Phagozytose verantwortlich. Lymphozyten leben Monate bis Jahre
und sind Trager der spezifischen humoralen und zellvermittelten Immunitdt. Die Zahl an
Leukozyten betriagt etwa 8000/l Blut. (Niesink et al., 1996; Klinke et al., 1996; Delves et al.,
2000)

Abbildung 2.25: Bild von zwei ungeschidigten, einem mittel geschidigten und einem stark
geschiidigten Zellkern im Comet Assay nach Firbung mit Ethidiumbromid
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3  Problemstellung

Viele Erkrankungen sind durch ROS verursacht oder werden von einer die antioxidative Ab-
wehr iiberschieBenden ROS-Produktion begleitet. Die Wirkung dieses oxidativen Stresses
kann durch die Untersuchung von Verdnderungen an Makromolekiilen wie DNA, Lipiden
oder Proteinen nachgewiesen werden.

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die mit Nierenersatzverfahren behandelt werden,
unterliegen ebenfalls einem starken oxidativen Stress. Bei der Himodialyse (HD) werden fiir
dieses Ungleichgewicht der Antioxidantienverlust wihrend der HD, Fehl- oder Mangelernéh-
rung und die Akkumulation von AGEs verantwortlich gemacht. Die Behandlung mit bioin-
kompatiblen Dialysemembranen und die begleitend auftretende Anémie tragen weiter zu die-
sem oxidativen Stress bei (Canaud et al., 1999; Galli et al., 2000; Kaysen, 2001; Hasselwan-
der et al., 1998; Kaysen, 2000; Boaz et al., 2001; Weiss, 1999; Vlassara et al., 2002; Raj et al.,
2000; Nawroth et al., 1999; Miyata et al., 2000). Durch den Kontakt des Blutes mit der nicht
biogenen Membranoberfliche werden Granulozyten und das Komplementsystem aktiviert,
wodurch Entziindungsreaktionen imitiert werden, bei denen ROS entstehen (Sarre et al.,
1988; Schiffl et al., 1999; Bowry, 2002). Bei Behandlung der renalen Andmie mit intravend-
sen Eisenpriparaten kann es zu einer Transferriniibersittigung kommen, das freie Eisen kann
dann iiber die Fentonreaktion ROS generieren, die die Blutbestandteile schidigen (Parrkinen
et al., 2000; Zanen et al., 1996). Die Konsequenz des oxidativen Stresses ist fiir HD-Patienten
eine hohere Morbiditdt und Mortalitét fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die schon 10 bis 20
Jahre friiher auftreten als im Bevolkerungsdurchschnitt (Canaud et al., 1999). Das Risiko, an
Nieren-, Blasen-, Schilddriisen-Tumoren und Tumoren anderer endokriner Organen zu er-
kranken, ist ebenfalls erhoht (Maisonneuve et al., 1999).

Ein von der HD abgeleitetes Verfahren zur Therapie von Patienten mit akutem Leberversagen
ist das Molecular Adsobent Recycling System (MARS). Hierbei wird das Blut {iber eine spe-
ziell modifizierte HD-Membran gegen eine Albuminldsung dialysiert, die dann mittels einer
herkommlichen HD wieder regeneriert wird (Stange et al., 1999). Diese Einheit aus spezieller
Membran und Albuminlésung ermdéglicht den Stofftransport der albumingebundenen Toxine
aus dem Blut ins Dialysat, wodurch die Leber und der Korper des Patienten entlastet wird.
Bioinkompatibilitdtsreaktionen von Patienten auf diese spezielle Membran wurden bisher
noch nicht beschrieben, da sich dieses Leberersatzverfahren erst seit Ende der Neunziger Jah-

re im Einsatz befindet.



Problemstellung Seite 39

Die Ersatztherapie Nierentransplantation ermoglicht Patienten mit terminaler Niereninsuffi-
zienz im Vergleich zur HD ein unabhédngigeres Leben und verschafft so mehr Lebensqualitit.
Allerdings induziert auch die Transplantation eines Fremdorgans und die damit verbundene
Behandlung mit Immunsuppressiva oxidativen Stress.

Das Ausmal dieses oxidativen Stresses ldsst sich durch medizintechnische und medikamento-
se Verbesserungen reduzieren. Des Weiteren kann eventuell auch durch die Aufnahme von
Antioxidantien aus Lebensmitteln wie Obst- und Gemiisesdften oder Nahrungserginzungsmit-

teln das Risiko fiir ROS-bedingte Folgeerkrankungen verringert werden.

In dieser Arbeit sollte Blut von Patienten und Probanden mit verschiedenen Endpunkten fiir
oxidativen Stress untersucht werden. Die Marker wurden so gewihlt, dass ein moglichst brei-
tes Bild der oxidativen Schiddigung von DNA und Lipiden, sowie der Kompartimente Blut-
plasma und Blutzellen entsteht. Oxidative DNA-Schidden in Leukozyten von HD-Patienten
sind bisher kaum untersucht. Um oxidativ modifizierte Purinbasen nachzuweisen, wurde
erstmals der Comet Assay im Blut dieser Patienten als hochempfindlicher und viel verspre-
chender Marker angewandt.

Zur Bestimmung von Glutathion, das fast ausschlieBlich in den Erythrozyten und Leukozy-
ten vorkommt, sollte die Methode von Gallagher et al. (1994) fiir den Einsatz in Vollblut op-
timiert werden. Verdnderungen von GSH oder GSSG, die auf einen abweichenden oxidativen
Status durch oxidative Belastung hinweisen, konnen so festgestellt werden. Die spezifische
Erfassung des LPO-Produkts MDA im Plasma mittels HPLC mit Fluoreszenzdetektion soll-
te etabliert werden. Der bisher in dieser Patientengruppe noch nicht untersuchte Marker
MDA-DNA-Addukt M;dG sollte mit einer immunchemischen Methode nach Leuratti et al.
(1998) quantifiziert werden konnen. Die antioxidativ wirksame Harnséure sollte mit einem

photometrischen Test im Plasma erfasst werden.

Durch Vergleich dieser Marker flir oxidativen Stress in gesunden Probanden und HD-

Patienten sollte die Eignung der unterschiedlichen Marker zur Bestimmung des erhohten
oxidativen Stress ermittelt bzw. bestétigt werden.

e Der Einfluss der Dialysemembran sollte untersucht werden. Einander gegeniiberge-

stellt wurden eine halbsynthetische, diacetylierte Cellulosemembran (Baxter DICEA

170; 1,7m* Oberfliche), eine halbsynthetische, Vitamin E-beschichtete Cellulose-

membran (Terumo E15; 1,5m? Oberfliche) und eine synthetische Polysulfonmembran

(Fresenius F8; 1,8m’ Oberfliche). Die letzteren gelten als biokompatibler und induzie-
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ren weniger oxidativen Stress (Bowry, 2002; Schiffl et al., 1999; MacGinley et al.,
2001).

Der Einfluss einer Eisen-Infusion mit einem Eisengluconat-Saccharose-Komplex
sollte mit dem bereits beschriebenen Marker MDA (Roob et al., 2000) untersucht und
mit der Bildung oxidativer DNA-Schéden verglichen werden.

Die Induktion von (oxidativen) DNA-Schiaden durch die speziell modifizierte Memb-
ran des MARS-Verfahrens (Molecular Adsorbent Recycling System) zur Therapie
von Patienten mit akutem Leberversagen sollte der herkdmmlicher HD-Membranen
gegeniiber gestellt werden. Aulerdem sollte das Ausmall der DNA-Schéden in diesem
Patientenkollektiv sowohl mit dem von Patienten mit alkoholbedingter Hepatopathie
als auch mit den gesunder Probanden verglichen werden.

Die Nierenersatztherapie Transplantation fiihrt nicht zu einer vollstindigen Wie-
derherstellung antioxidativer Schutzmechanismen und damit auch nicht zu einer kom-
pletten Verhinderung erhohter oxidativer Zellschidigung. Die (oxidative) DNA-
Schadigung in Leukozyten von Transplantations-Patienten sollte mit Hilfe des Comet
Assays mit der von HD-Patienten und gesunden Probanden verglichen werden.

Die antioxidative Wirkung eines Mischfruchtsaftes, hergestellt von Prof. H. Diet-
rich, FA Geisenheim, sollte in einer Pilotstudie mit gesunden Probanden untersucht
werden. Die Intervention mit diesem Saft verspricht aufgrund des hohen antioxidati-
ven Potentials eine Verringerung der MDA-Konzentration im Plasma (Netzel et al.,

2002) und moglicherweise auch der oxidativen DNA-Schéden.
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4  Ergebnisse und erste Diskussion

4.1 Methodische Arbeiten

4.1.1 Vorarbeiten zur Bestimmung des Glutathiongehaltes in Vollblut

Der Gehalt von tGSH und GSSG in den Proben wurde mit einem kinetischen, photometri-
schen Test bestimmt (s. Kapitel 2.9.2). Die Bildung des reduktiv entstehenden Chromophors
war proportional zur enthaltenen Glutathionkonzentration (Gallagher et al., 1994). Zur Be-
stimmung des GSSG-Gehaltes wurde GSH abgefangen.

Das zu untersuchende Blut konnte aufgrund der Entnahme im Krankenhaus nicht sofort nach
Entnahme vermessen werden. Daher wurden verschiedene Moglichkeiten zur Lagerung der
Proben untersucht. Hierzu wurden Gehalte direkt vermessener Proben mit denen gelagerter

verglichen. Die Proteine wurden mit 5-SSA gefallt.

Tabelle 4.1: Eignung der verschiedenen Varianten des Einfrierens und Lagerns von Voll-

blut zur spiteren Bestimmung von Glutathion; -: nicht geeignet, +:geeignet

Abtrennen der ge-

féllten Proteine - - - ’ -
Einfrieren -20°C -70°C N2 -70°C Nz
Lagern -20°C -70°C -70°C -70°C N
Eignung — — — — +

Durch sofortiges Einfrieren und Lagern der Blutproben in fliissigen Stickstoff kam es zu kei-
nen Verdnderungen im Vergleich zu direkt nach Entnahme gemessenen Proben (s. Tabelle

4.1)

4.1.2 Etablierung der Malondialdehyd-Bestimmung

4.1.2.1 Variation der Derivatisierung

Der Nachweis von MDA als Thiobarbitursdurederivat wurde mit Hilfe verschiedener Deriva-

tisierungen (©,®@,®) versucht. AnschlieBend wurde der Butanolextrakt der Reaktionslosun-

gen per HPLC/Fluoreszenz (RP-18-Sdule) vermessen.
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@ Bei der Durchfiithrung wurden zwei Teile Perchlorsdureldsung mit einem Teil Thiobarbi-
tursdureldosung (0,2%) gemischt und davon 80ul zu 10ul Probe oder MDA-Standard gegeben.
Der Standard wurde durch Sdurehydrolyse von Tetraethoxypropan generiert. Nach 60 Minu-
ten Reaktion bei 95°C wurden die Losungen gekiihlt, das MDA-TBA-Derivat mit Butanol
extrahiert und in der HPLC vermessen (Volpi et al., 1998; Reetz, 2001).

@ Hier wurde die Thiobarbitursdurekonzentration auf 0,67% erhoht (im Vergleich zu ©).

® Der kommerziell erhiltliche Kit der Firma Sobioda, Frankreich bestand aus den Kompo-
nenten Perchlorsdurelosung, Thiobarbitursdureldsung und Tetraethoxypropan. Die Durchfiih-

rung war analog Methode O (Reetz, 2001).

In Tabelle 4.2 wurden Peakflichen von MDA-Standards dargestellt, die nach den drei Varia-
tionen derivatisiert wurden. Die gemessenen Peakflichen und damit die Steigung der Aus-
gleichsgerade waren mit den Losungen aus dem Kit der Firma Sobioda am hdchsten, was eine

genauere und empfindlichere Messung ermdglichte. Diese Variation war deshalb den anderen

vorzuziehen.

Tabelle 4.2: Beispiel fiir Peakfliichen [pVxs] in Abhéngigkeit von MDA-Konzentration
[uM] und Methodenvariation und die dazugehérige Ausgleichsgerade mit
Korrelationskoeffizienten

Standard [uM] Variation @ Variation @ Variation ®

0 39.019 19.944 135.602
0,625 40.574 42.860 245.348
1,25 58.340 69.070 324.388
2,5 86.081 116.506 492.564
5 164.920 233.041 924.154
Ausgleichsgerade y=28726+26165x | y=16252+42683x | y= 132552 + 155657
Korrelationskoeffizient 0,989 0,998 0,998

4.1.2.2 Variation des Fliefmittels

Das FlieBmittel fir die HPLC setzte sich zusammen aus 63% Natrium-Phosphat-Puffer
(12,5mM, pH 7.4) und 37% Methanol bei einer FlieBmittelgeschwindigkeit von 0,7ml/min
(Reetz, 2001). Nur bei der Messung von Plasmaproben waren zwei Peaks zu sehen (s.
Abbildung 4.1), von denen der erste eindeutig aufgrund der Retentionszeit als TBA-MDA-

Derivat zu identifizieren war. Der zweite Peak musste aus einer Substanz im Plasma entste-
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hen, die ebenfalls in der Lage war, mit TBA fluoreszierende Verbindungen zu bilden. Das
TBA-Derivat dieser Substanz eluierte allerdings spiter, konnte somit lipophiler als MDA sein
oder eine hohere Molekiilmasse besitzen. Trotz zahlreicher Untersuchungen u. a. auch von

Reetz (2001), konnte das Molekiil nicht identifiziert werden.
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Abbildung 4.1: Chromatogramm des Butanolextraktes eines MDA-Standards (A) und einer
mit TBA derivatisierten Plasmaprobe (B) mit 63% Natrium-Phosphat-Puffer
(12,5mM, pH 7,4) und 37% Methanol bei einer FlieBmittelgeschwindigkeit
von 0,7ml/min

Da die beiden Peaks unter dieser FlieBmittelbedingung nicht getrennt werden konnten, wurde
das Puffer/Methanol-Verhéltnis variiert. In Abbildung 4.2 wurden Chromatogramme unter-
schiedlichen Methanolanteilen im FlieBmittel (33% bis 47%) dargestellt: Bei einer Verringe-
rung des lipophilen FlieBmittelanteils Methanol eluierten die beiden Signale spiter. Es war
nur ein Peak zu erkennen, was auf eine Uberlagerung von MDA- und unbekanntem Peak
hinwies. Die Zusammensetzungen waren somit fiir die Bestimmung unbrauchbar. Erh6hte
man hingegen den Methanolanteil, verkiirzten sich die Retentionszeiten und der zweite Peak
wurde deutlich von der Probe getrennt. Eine FlieBmittelzusammensetzung von 43% Methanol
und 57% Natrium-Phosphat-Puffer erwies sich als optimal bei einer Retentionszeit fiir das

TBA-MDA-Derivat von 4,4min.
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Abbildung 4.2: Chromatogramme der Butanolextrakte von mit TBA derivatisierten Plas-
maproben bei unterschiedlichen Methanolanteilen und einer FlieBmittelge-
schwindigkeit von 0,7ml/min.

Um die Retentionszeit und die Lauflinge weiter zu verkiirzen, wurde die FlieBmittelge-
schwindigkeit auf Iml/min erhdht. Nun ergab sich eine Elutionszeit von 3,2min bei einer
Verkiirzung der Laufzeit von 7min auf 5Smin und einer guten Abtrennung des unbekannten

Peaks (s. Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Chromatogramm des Butanolextraktes einer mit TBA derivatisierten Plas-
maprobe mit 57% Natrium-Phosphat-Puffer (12,5mM, pH 7,4) und 43% Me-
thanol bei einer Fliefimittelgeschwindigkeit von 1ml/min

Die folgenden Bestimmungen des MDA-Gehaltes in Plasmaproben wurden mit den Reagen-
zien des kommerziell erhéltlichen Kits von Sobioda und den optimierten chromatographi-
schen Bedingungen durchgefiihrt. Es zeigte sich ebenfalls, dass unterschiedliche Derivatisie-
rungsmethoden bei ungeeigneter chromatographischer Trennung bzw. direkter Messung des
Butanolextrakts in einem Fluorimeter (Anweisung nach Kit) starke Variationen der Ergebnis-

se von MDA-Messungen verursachen konnten.

4.1.3 Etablierung der M ;dG-Bestimmung

4.1.3.1 Herstellung und Quantifizierung der M;dG-Standard-DNA per HPLC

Zur Herstellung einer M;dG-Standard-DNA nach Leuratti et al. (1998) wurde ,,Calf Thymus
DNA* (CT-DNA) mit 20mM MDA vier Tage bei 37°C behandelt. MDA wurde durch salz-
saure Hydrolyse aus Tetracthoxypropan hergestellt. Nach Féallung und Aufreinigung der DNA
wurde ein Aliquot mit Micrococcal Nuclease, Calf Spleen Phosphodiesterase und Nuclease
P1 enzymatisch zu Desoxynukleosiden abgebaut. Der Gehalt der Nukleoside dA, dG, dC, dT
und des Adduktes M;dG wurde per HPLC/UV/Fluoreszenz bestimmt. Der M;dG-Standard fiir
die HPLC wurde freundlicherweise von L. Marnett (Nashville, Tennessee, USA) zur Verfii-
gung gestellt.

Die chromatographische Trennung der Nukleoside wurde im Vergleich zu Leuratti et al.,
(1998) variiert: Anstatt einer Hypersil BDS wurde eine LiChroSpher RP-18 Sdule verwendet,
so dass das FlieBmittel wie folgt angepasst wurde (s. Tabelle 4.3):
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Tabelle 4.3: FlieBmittelgradient (0,7ml/min) zur Bestimmung von M,;dG
0-8min 90% Triethylammonium Acetat pH5
10% Ethanol
8-9min 80% Triethylammonium Acetat pH5
20% Ethanol
. 90% Triethylammonium Acetat pHS5
9-20min 10% Ethanol

Die Nukleoside wurden bei 260nm detektiert, das stark fluoreszierende M;dG bei einer Anre-
gungswellenldnge von 360nm und einer Emissionswellenlinge von 490nm nachgewiesen
(Miiller, 2000).

In Abbildung 4.4 (A) ist die UV-Detektion des Nukleosid-Standards, im Teil (B) die Fluores-
zenzdetektion des M;dG-Standards dargestellt. Der Verlauf der Basislinie zwischen 12 und 15
Minuten lag im schnellen FlieBmittelwechsel von TEA/Ethanol 90/10 auf 80/20 begriindet,
weshalb dieses Signal bei jedem Standard und jeder Probe zu beobachten war. Die Nukleosi-

de eluierten wie erwartet in der Reihenfolge: dC, dG, dT und dA (Leuratti et al., 1998).

S IS

Abbildung 4.4: Chromatographische Trennung eines Nukleosid-Standards (UV-Detektion, A)
und eines M;dG-Standards (Fluoreszenz-Detektion, B)

Nach mehrfacher Bestimmung wurde ein M;dG-Gehalt von 5,9pmol/pg DNA errechnet. Dies
stimmte in etwa mit den Derivatisierungen von Leuratti et al. (1998) mit 6,75pmol/ug DNA

und Singh et al. (2001) mit 12,69pmol/ug DNA iiberein.
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4.1.3.2 Etablierung des Immunoslotblots

3,5ug der selbsthergestellten MDA-modifizierten Standard-DNA wurden in den Konzentrati-
onen 0; 0,4; 1; 2; 3: 5; 6; 8; 10 fmol M;dG/ug DNA zum Immunoslotblot eingesetzt. Die
Standards oder Proben wurden zunichst durch Ultraschall in Fragmente mit einer Linge von
etwa 100 Basenpaaren gespalten. AnschlieBend wurde die DNA bei 99°C in Einzelstringe
aufgetrennt und eine Menge von je 1ug Standard- oder Proben-DNA per Vakuum aus drei
»Slots* auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (s. Kapitel 2.9.4 und Abbildung 4.5). Die
DNA wurde im Trockenschrank bei 80°C auf der Membran fixiert. Unspezifische Bindungs-
stellen wurden mit einer Milchpulverlosung geblockt. Nachdem zwei Stunden mit einem fiir
M,dG spezifischen, primiren Antikorper inkubiert wurde (freundlicherweise von L. Marnett,
Nashville, Tennessee, USA zur Verfiigung gestellt) inkubierte man zwei Stunden mit einem
Sekundérantikorper, der mit einer Peroxidase gekoppelt war.
Die Chemolumineszenzreaktion, die nach Zugabe eines Reagenzes am Enzym ablauft und die
in einem Lumi-Imager® gemessen wurde, war ein MaB fiir den M;dG-Gehalt der Proben. Da-
nach wurde die DNA auf der Membran zur Messung der genau eingesetzten DNA-Menge mit
Propidiumiodid geférbt.
In Abbildung 4.5 wurde ein Blot von 9 M;dG-Standards in drei Reihen gezeigt. Die Detektion
der Chemolumineszenz (Teil A) zeigte eine lineare Abhdngigkeit der Intensitdt vom M;dG-
Gehalt des Standards. Die DNA-Farbung mit Propidiumiodid wies bei allen aufgetragenen
Proben und Standards eine fiir das Auge nicht zu unterscheidende Fluoreszenzintensitit nach
(Teil B).

(A) (B)
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Abbildung 4.5:  Beispiel fiir Immunoslotblot: geblottete M;dG-Standards (Konzentrationen in
fmol M;dG/pg DNA); (A): Chemolumineszenzdetektion (15min Exposition) in
Abhiingigkeit vom M;dG-Gehalt; (B): Detektion der DNA nach Propidium-
iodid-Farbung
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Danach wurden isolierte DNA-Proben aus Patienten- oder Probandenblut untersucht. In zahl-
reichen Versuchen ergaben sich nicht zufrieden stellende Ergebnisse (s. Abbildung 4.6). Es
wurden 9 Standards und 9 Proben aufgetragen. Trotz einer extrem langen Detektion von 19
Minuten (geritebedingtes Maximum) waren sowohl der kleinste Standard als auch die Proben
kaum zu erkennen. Des Weiteren fehlte der fiinfte Standard (Teil A). Die Propidiumiodid-
Féarbung (Teil B) wies jedoch auf etwa gleiche DNA-Mengen in jedem Slot hin. Da die Stan-
dards so gewdhlt waren, dass die humanen Proben in dem von ihnen begrenzten Bereich lie-
gen sollten, musste von einer unempfindlichen Detektion ausgegangen werden. Dies konnte
durch ein ungeeignetes Chemolumineszenzreagens, durch ein unempfindliches Messgerit
oder durch prinzipielle, methodische Fehler bei der Durchfiihrung verursacht worden sein.
Wihrend eines Aufenthalts bei R. Singh (Leicester, UK) wurden methodische Unterschiede

ausgerdumt. Dennoch ergaben sich keine zufrieden stellenden Ergebnisse.

(A)

Abbildung 4.6:  Beispiel fiir Immunoslotblot: 9 M,dG-Standards, 9 Proben; (A): Chemolumi-
neszenzdetektion (19min Exposition); (B): Detektion der DNA nach Propidi-
umiodid-Firbung
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(A)

Abbildung 4.7:  Beispiel fiir Inmunoslotblot mit dem Reagenz von Pierce: 9 M;dG-Standards,
5 Proben; (A): Chemolumineszenzdetektion (1min Exposition), (B): Detektion
der DNA nach Propidiumiodid-Firbung

Um nun die Nachweisgrenze zu verbessern, wurde das Chemolumineszenzreagenz LumiGLO
von Cell Signalling Technology gegen SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
von Pierce ausgetauscht. Damit wurden dieselben Lumineszenzintensititen schon bei dras-
tisch kiirzeren Expositionszeiten beobachtet (1min Exposition; s. Abbildung 4.7 A). Die hier

noch nicht sichtbaren Standards wurden bei einer ldngeren Exposition quantifizierbar.

Die so variierte Methode konnte anschlieend zur Messung von Proben verwendet werden.
Um maximale Intensitidten bei Proben und Standards und eine moglichst steile Kalibriergera-

de zu erhalten, wurde 19 Minuten detektiert (Beispiel s. Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8:  Beispiel fiir Immunoslotblot: 10 Proben, 9 korrigierte M;dG-Standards; (A):
Chemolumineszenzdetektion (19min Exposition), (B): Detektion der DNA
nach Propidiumiodid-Fiarbung

Die Methoden zur Bestimmung der oxidativen DNA-Schiden waren bereits etabliert (Miiller,
2000), die Harnsdure-Bestimmung wurde exakt nach publizierten Verfahren (Sigma Di-

agnostics) durchgefiihrt.
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4.2 Untersuchung von HD-Patienten und Probanden

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchungen an HD-Patienten und Proban-
den vorgestellt.

Bei den Abbildungen der Ergebnisse im Verlauf der HD, der Membran-Studie und des Ein-
fluss der Andmiebehandlung entsprechen die verschiedenen Symbole verschiedenen Patien-
ten.

Berechnungen auf statistisch signifikante Unterschiede wurden durchgefiihrt mit dem Wilco-
xon-(Rangsummen)-Test bei gepaarten bzw. abhingigen Ergebnissen, bei denen die Mefler-
gebnisse von Variante A direkt mit der von Variante B verglichen wurde. Aus der Haufigkeit
des Ereignisses Messwert A > Messwert B wurde das Signifikanzniveau errechnet. Bei unab-
héngigen Ergebnissen wurde der Mann-Whitney U-Test angewandt, der auch auf dem Prinzip

des Vergleichs von Messwerten basiert.

4.2.1 Vergleich von Patienten vor HD und Probanden

Die untersuchten Patienten waren zwischen 41 und 87 Jahre alt. Fiir die Niereninsuffizienz
waren folgende Erkrankungen verantwortlich: Glomerulonephritis, polyzystische Nierende-
generation, Amyloidose, interstitielle Nephritis, diabetische Nephropathie, Zystenniere und

Schrumptnieren. Die gesunden Probanden waren zwischen 25 und 62 Jahre alt.
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4.2.1.1 Harnsdure-Bestimmung

In Abbildung 4.9 ist die Harnsdurekonzentration im Blutplasma von gesunden Probanden und

von HD-Patienten dargestellt. Die Probanden (150-350uM; n=6) zeigten etwas niedrigere

Harnsdurewerte als die Patienten vor HD (170-500uM; n=10).

Harnsaurekonzentration [uM]

Abbildung 4.9:
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Harnséurekonzentration [uM] im Plasma von gesunden Probanden (n=6) und
Patienten vor HD (n=10)
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4.2.1.2 Glutathion-Bestimmung

Die Konzentrationen an oxidiertem Glutathion (GSSG) und gesamten Glutathion (tGSH) im
Blut von Probanden und Patienten vor HD wurden in Abbildung 4.10 und Abbildung 4.11
aufgetragen. Es fand sich eine signifikante Erh6hung an GSSG bei den Patienten (Abbildung
4.10, Mittelwerte 53uM zu 36uM), wohingegen tGSH geringfligig tiefer lag (Abbildung 4.11,
Mittelwerte 1040uM zu 1170uM). Aus den Werten wurde ein GSH-Anteil an tGSH von 93%
fiir die Probanden und 89% fiir die Patienten errechnet.
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Abbildung 4.10: Konzentrationen [uM] von GSSG im Vollblut von Probanden (n=6) und Pati-
enten vor HD (n=10); Signifikanz *: p<0,05, Mann-Whitney U-Test
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Abbildung 4.11: Konzentrationen [pM] von tGSH im Vollblut von Probanden (n=6) und Pati-
enten vor HD (n=10)
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4.2.1.3 Malondialdehyd-Bestimmung

Der Gehalt von MDA im Plasma wurde von Probanden und Patienten vor HD bestimmt (s.
Abbildung 4.12). Die Werte waren im Mittel nahezu identisch (Probanden: 1,1-2,5uM; Mit-
telwert: 1,65uM, Patienten: 0,8-2,3uM; Mittelwert: 1,56uM).
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Abbildung 4.12: Konzentrationen von MDA [uM] in Plasma von Probanden (n=12) und Pati-
enten vor HD (n=13)
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4.2.1.4 M;dG-Bestimmung

Das pramutagene DNA-Addukt M;dG wurde in Leukozyten von Probanden und Patienten vor
HD untersucht. Das Ergebnis zeigte leicht erhohte M;dG-Gehalte bei den Patienten (s.

Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: M,;dG-Gehalte in DNA aus Leukozyten von Probanden (n=4) und Patienten
vor HD (n=6)
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4.2.1.5 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

In Abbildung 4.14 ist das Ausmal} der (oxidativen) DNA-Schéden in Blut von Probanden und
Patienten vor HD dargestellt. Bei den Probanden zeigten sich direkte DNA-Schiden um
0,4T1% und oxidative DNA-Schiden um 0,7TI%. Es ergab sich ein signifikanter oxidativer
DNA-Schaden. Die direkten DNA-Schéiden in den Patienten (0,6T1%) waren im Vergleich zu
denen der Probanden erhdht. Das Ausmal} an oxidativen DNA-Schéden bei den Patienten war
stark erhoht. Hier ergaben sich im Vergleich sowohl zu den oxidativen DNA-Schéden in Pro-
banden als auch zu den direkten Schiden der Patienten hochsignifikante Unterschiede, die auf
eine starke oxidative DNA-Schadigung hindeuteten. Des Weiteren zeigte sich hier eine grofle

interindividuelle Variation (2-11T1%).
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Abbildung 4.14: (Oxidative) DNA-Schéiden in Leukozyten von Probanden (n=15) und Patien-
ten vor HD (n=21); Signifikanz: +: p<0,01; #: p<10™ (Wilcoxon-Test); *: p<10"
6 &: p<0,02 (Mann-Whitney U-Test)

4.2.1.6 Diskussion

Die Harnsidurekonzentrationen im Plasma von Patienten vor HD waren hoher als die von Pro-
banden, die genau im Bereich der klinischen Normalwerte (119-357uM) lagen. Im Gegensatz

dazu befanden sich die Werte der Patienten eher an der oberen Grenze (Fresenius Kabi, 1999;
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Sigma Diagnostics; Diem et al., 1975). Dies war auf den Zeitraum zwischen den Dialysen von
zwel bis drei Tagen zuriickzufiihren, da in diesem Zeitraum nicht ausgeschieden werden
konnte und sich die Harnsdure im Plasma anreicherte. Auflerdem mussten einige HD-
Patienten aufgrund ihres Diabetes eine Erndhrung mit einem hohen Stédrkeanteil reduzieren
und einen Teil ihres Energiebedarfs mit proteinreichen Lebensmitteln bestreiten. Aus diesen
konnte weitere Harnsdure gebildet werden. Jackson et al. (1995) fiihrten die erhohte antioxi-
dative Kapazitdt im Plasma auf die erhdhten Harnsdurewerte zuriick. Dies bestétigte Rice-
Evans (2000) durch Untersuchung des Anteils der antioxidativen Kapazitit (TEAC, Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) der Plasmabestandteile Albumin (28%) und Harnsdure
(20%) an der Gesamtkapazitit.

Die erhohte GSSG-Konzentration in Blutzellen von Patienten wies auf einen verstarkten oxi-
dativen Stress und Beanspruchung der antioxidativen Abwehr hin. Dies widersprach aller-
dings dem Harnsdureergebnis. Es konnten keine geringeren Harnsdure-Werte nachgewiesen
werden, die moglicherweise durch radikalische Prozess verursacht wurden. Der oxidative
Stress konnte auch in verschiedenen Kompartimenten (Glutathion in Blutzellen; Harnsdure im
Plasma) des Blutes unterschiedlich stark ausgeprdgt sein. Die Bestimmung der Harnsdure
schien aufgrund der vielen, moglicherweise iiberlagernden Faktoren (Aufnahme liber Ernéh-
rung, radikalischer Abbau und Elimination durch HD) nicht geeignet, Unterschiede zwischen
Probanden und HD-Patienten nachzuweisen.

Die Konzentrationen an tGSH und GSSG variierten in der Literatur sehr stark (s. Tabelle 4.4,
Faktor 2 fiir tGSH und Faktor 6 bei GSSG). Dies konnte an den unterschiedlichen Bestim-
mungsmethoden liegen (kinetischer Assay, kommerzieller Kit mit kinetischem Assay, Deriva-

tisierung und HPLC-Messung).

Tabelle 4.4: Ubersicht aus Literatur iiber tGSH- und GSSG-Konzentrationen im Vollblut
von Patienten vor HD und Probanden
) tGSH GSSG
Konzentration [uM] ) .
Patienten | Probanden | Patienten | Probanden
Ceballos-Picot et al., 1996 620 766 57 87
Pasaoglu et al., 1996 769 1215 15,2 15,5
Ross et al., 1997 778 1276
Eiselt et al., 2000 1970 2450
Tarng et al., 2000a 700 1079 93 75
Eiselt et al., 2001 1400 1950
Ozden et al., 2002 550 2028
Tarng et al., 2002 1020 80
eigene Ergebnisse 1040 1170 53 36
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Die Literaturwerte fiir tGSH waren im Blut der gesunden Probanden hoéher als bei HD-
Patienten, wobei die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit etwa im Mittelfeld der Literaturdaten
liegen. Die gemessenen GSSG-Konzentrationen waren in guter Ubereinstimmung mit der
Literatur, wobei die Tendenz zu hoheren Werten bei Patienten nicht eindeutig war. Die Be-
deutung einer Verdnderung von GSH sowie der protektiven Enzyme SOD, CAT und GPx
wird in der Literatur kontrovers diskutiert: niedrigere Werte in den Patienten weisen auf einen
verringerten Schutz und damit oxidativen Stress hin, hohere Konzentrationen kénnten durch
eine stressbedingte Induktion erklirt werden. Die Bestimmung von tGSH schien als Marker
fiir oxidativen Stress in dieser Fragestellung und mit dieser Methode nicht besonders wertvoll.
Besser geeignet war die Bestimmung von GSSG oder des Verhéltnisses von GSSG zu tGSH.
Die MDA-Konzentrationen in Blutplasma waren bei Probanden und Patienten ungefdhr
gleich. In der Literatur zeigten nur Eiselt et al. (2000) ein iibereinstimmendes Ergebnis, meis-
tens wurde bei Patienten deutlich hohere Werte nachgewiesen als bei Probanden (s. Tabelle
4.5). Der Vergleich wurde dadurch erschwert, dass die in der Literatur bestimmten Lipid-
peroxidationsprodukte oft nicht nur MDA, sondern auch andere Aldehyde wie 4-
Hydroxynonenal oder TBARS umfassten. Die Werte schwankten etwa um den Faktor 30 bei
den Patienten (Vergleich Daschner et al. (1996)/Donica (2001)).

Tabelle 4.5: Ubersicht der Literaturdaten iiber Konzentrationen von LPO-Produkten im
Plasma von Patienten vor HD und Probanden; 4-HNE: 4-Hydroxynonenal
. MDA
Konzentration [uM] Patienten | Probanden

Eiselt et al. (2000)/TBARS 3,1 34

Eiselt et al. (2001)/TBARS ~4 3,05

Dursun et al. (2002)/TBARS 1,5 1,3

Weinstein et al. (2000)/MDA-photometr. 2,37 0,97

Donica (2001)/MDA+4-HNE 10,12 2,02

Usberti et al. (1999); Gerardi et al. (2002);
Usberti et al. (2002a); Usberti et al. ~1,6 ~0,41
(2002b)/MDA+4-HNE

Roob et al. (2000)/MDA-HPLC 0,87
Daschner et al. (1996)/MDA-HPLC 0,385 0,15
eigene Ergebnisse 1,56 1,65
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Die hohen MDA-Werte im Plasma der Probanden in der vorliegenden Arbeit konnten mogli-
cherweise auf erhohte Blutfettgehalte zuriickzufiihren sein, da die Probanden bei der Blutent-
nahme nicht niichtern waren (Handelman, 2000). Die Ergebnisse fiir die oxidative Schiadigung
der Lipide lassen somit keine eindeutige Aussage iiber die oxidative Belastung des Plasmas
Zu.

Die M;dG-Gehalte waren bei den Patienten leicht erhoht, die Level der Probanden lagen im
Bereich der Resultate von Leuratti et al. (1999). Dies wies auf eine Auswirkung einer oxidati-
ven Lipid-Schédigung auf die DNA-Ebene oder auf eine oxidative Schddigung des Zucker-
Phosphat-Riickgrates der DNA hin.

Bei den Patienten wurden signifikant mehr direkte Strangbriiche festgestellt als bei den Pro-
banden. Diese signifikanten Differenzen wurden allerdings als wenig relevant angesehen, da
die Schwankungen der Einzelwerte im Vergleich zu den Unterschieden der Mittelwerte relativ
gro3 waren. Die oxidative DNA-Schidigung waren bei Patienten im Vergleich zu den Pro-
banden hochsignifikant verstéarkt bei sehr deutlichen Differenzen der Mittelwerte.

Differenzen in der DNA-Schidigung in Leukozyten von Patienten vor HD und Probanden
fanden auch Stopper et al. (2001), wobei die tail intensities mit 11TI% fiir Probanden und
17T1% fiir Patienten deutlich groBBer waren. Diese Diskrepanz war auf methodische Variatio-
nen zurlickzufiihren: Stopper et al. fithrten die Elektrophorese mit einer grof8eren Feldstirke
durch (1,14V/cm im Vergleich zu 0,89V/cm), womit der Assay empfindlicher wurde. Aufer-
dem wurde eine andere Bildanalysesoftware verwendet, die auch einen Einfluss auf das Er-
gebnis hat. Kan et al. (2002) fanden ebenfalls signifikant weniger DNA-Strangbriiche im Co-
met Assay in Leukozyten von Probanden als von HD-Patienten, allerdings wurde eine andere
Auswertungsart (visuelle Einteilung der Kometen in 4 Schadensklassen) verwendet, die eine

Gegeniiberstellung des Ausmales der Schiddigung unmdoglich machte.
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4.2.2 Patienten wihrend HD

4.2.2.1 Harnséure-Bestimmung

Die Ergebnisse der Harnsdure-Bestimmung der wihrend der HD entnommenen Blutproben
wurde in Abbildung 4.15 dargestellt. Bis 10 Minuten nach Ende der HD nahmen die Konzent-
rationen der antioxidativ wirksamen Harnsdure auf etwa 30% der Ausgangswerte ab (von
310puM auf 100uM). 20 Minuten nach Ende der HD war wieder ein leichter Anstieg zu er-

kennen.
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Abbildung 4.15: Harnsidurekonzentration [pnM] im Plasma von Patienten (Mediane, n=10) im
Verlauf der HD

4.2.2.2 Glutathion-Bestimmung

Die Ergebnisse der HD-begleitenden Untersuchungen des GSSG- und tGSH-Gehaltes wurden
in Abbildung 4.16 gezeigt. Im Verlauf der HD kam es zu einer signifikanten Abnahme von
tGSH um etwa 9% bis 60 Minuten nach Dialysebeginn (absolut etwa 93uM) und dann zu
einer Zunahme bis 10 Minuten nach Ende der HD (Signifikanz: vor HD/60’, 60°/Ende + 10’:
p<0,02, Wilcoxon-Test). Die Ausgangswerte wurden im beobachteten Zeitraum auch nach

HD nicht mehr ganz erreicht. Die GSSG-Konzentration war zu allen Zeitpunkten wéhrend
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und nach HD (aufler 120’) signifikant erniedrigt im Vergleich zu den Werten vor HD (Signi-
fikanz: p<0,05, Wilcoxon-Test). Der GSSG-Spiegel nahm zwischen den Zeitpunkten ,,vor
HD* und ,,60’* um etwa 20% (absolut etwa 12uM) ab. Der errechnete GSH-Status schwankte
zwischen 89% und 91%.
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Abbildung 4.16: Konzentrationen [puM] von GSSG und tGSH im Vollblut von Patienten (Me-
diane, n=10) wahrend der HD



Ergebnisse und erste Diskussion Seite 62

4.2.2.3 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

Die Mediane der direkten DNA-Schidden schwankten im Verlauf der HD zwischen 0,4 und
0,6T1%. Betrachtete man die Werte fiir die einzelnen Patienten, so war keine Zeitabhingigkeit

zu erkennen.
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Abbildung 4.17: DNA-Schéiden in Leukozyten von Patienten (Mediane, n=15-16) im Verlauf
der HD
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Die oxidativen DNA-Schiden variierten im Median zwischen 4 und 8TI% (s. Abbildung
4.18), wobei hier eine starke interindividuelle Schwankung (2 bis 28T1%) zu erkennen war.

Es wurde ebenfalls kein zeitabhidngiges Muster beobachtet.
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Abbildung 4.18: Oxidative DNA-Schéden in Leukozyten von Patienten (Mediane, n=14-16) im
Verlauf der HD

4.2.2.4 Diskussion

Die starke Verminderung der Harnséure im Verlauf der HD auf etwa 30% der Ausgangskon-
zentration (von 310uM auf 100uM) ist durch die kleine Molekiilmasse und die gute Hydro-
philie zu erkldren und stimmt gut mit Literaturdaten {iberein. Eine starke Elimination wurde
auch von Ha et al. (1996; von 423uM vor auf 123uM nach HD), von Jackson et al. (1995; von
398uM vor auf 136uM nach HD) und von Usberti et al. (2002a; 452uM vor auf 202uM nach
HD) festgestellt. Die Schwankung der Ausgangswerte ist mit den iiber die Erndhrung aufge-
nommenen Vorldufern von Harnsdure liber Purin-reiche Lebensmittel zu erkldren. Nach Ende
der HD konnten die Werte wieder durch die Syntheseleistung der Leber oder durch eine Dif-
fusion aus anderen Korpergeweben ins Blutplasma angestiegen sein.

Die GSSG-Gehalte nahmen in den ersten 15 Minuten der HD, die tGSH-Konzentrationen in
den ersten 60 Minuten ab. Zum Ende der HD wurden wieder ansteigende Werte fiir tGSH

beobachtet, die aber die Ausgangswerte nicht wieder erreichten. Dies stimmte mit Ergebnis-
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sen von Daschner et al. (1996) iiberein, die auch leicht erniedrigte Werte nach HD feststellten.
Diese Verringerung dhnelte der kontinuierlichen Elimination der Harnsdure aus dem Plasma.
Da sich tGSH/GSSG und Harnsaure in unterschiedlichen Blutbestandteilen befanden, konnte
bei tGSH/GSSG nicht von einer Elimination iiber die HD-Membran ausgegangen werden. Die
Abnahme von GSH konnte durch eine Depletion durch reaktive elektrophile Molekiile erklér-
bar sein. Bei den Elektrophilen kdnnte es sich um neu gebildete, reaktive LPO-Produkte han-
deln. Die Verringerung des GSSG-Gehaltes konnte durch eine Reduktion durch die GSR zur
Aufrechterhaltung des GSSG/tGSH-Verhiltnisses verursacht worden sein. Der Anstieg der
tGSH-Konzentration gegen Ende der HD konnte durch eine induzierte Neusynthese von GSH
bewirkt worden sein. Einen weiteren Hinweis auf einen Verbrauch von GSH durch Abfangre-
aktionen lieferte die Abnahme von tGSH und GSSG um unterschiedliche Mengen bei fehlen-
der Rotfiarbung des Blutplasmas durch Hamolyse der Erythrozyten: Eine Lyse der Erythrozy-
ten, die den groBten Anteil des tGSH im Blut enthielten, kdnnte auch eine Verringerung der
tGSH- und GSSG-Konzentrationen verursachen.

Die Abnahme von tGSH deutet auf einen wéhrend der HD induzierten oxidativen Stress in
den Blutzellen hin, da Roob et al. (2000) keine Zunahme von Plasma-MDA wihrend der HD
beobachteten. Sowohl die HD als auch die damit verbundene Verringerung der tGSH-
Konzentration schien keinen Einfluss auf das Ausmal} der (oxidativen) DNA-Schadigung im
Blut zu haben. Sie verdnderten sich zu keinen Zeitpunkt der HD deutlich im Vergleich zu den
Werten vor HD. Die Verdanderung des tGSH-Gehaltes wirkte sich nicht auf die oxidativen
DNA-Schéden aus. Dies konnte auf den nahezu konstanten GSH-Status zuriickzufiihren sein,

sodass noch ausreichend Schutz vorhanden war.

4.2.3 Untersuchung des Einflusses der Dialysemembranen

Da ein Einfluss der Dialysemembran auf den oxidativen Stress in dem bisherigen Studiende-
sign aufgrund zu starker interindividueller Schwankungen oder zu kleiner Gruppen nicht beo-
bachtet werden konnte, wurde zur weiteren Untersuchung dieser Fragestellung ein Cross Over
Design gewihlt. Hierbei wurden die Patienten je vier Wochen mit einer synthetischen Poly-
sulfon- (Fresenius F8), einer halbsynthetischen, diacetylierten Cellulose- (Baxter DICEA 170)
und einer halbsynthetischen, Vitamin E-beschichteten Cellulosemembran (Terumo E15) dia-
lysiert. Nach einer zweiwdchigen Adaptionsphase wurde in den letzten beiden Wochen je-
weils zwei- bis dreimal zu verschiedenen Zeitpunkten der HD Blut entnommen und sowohl in

den Blutzellen auf oxidative DNA-Schiden als auch im Plasma auf MDA-Bildung gepriift.
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Die direkten DNA-Schdden wurden nur vor HD bestimmt, da sie im Verlauf der HD vergli-
chen mit den Schwankungen der oxidativen DNA-Schidden nur ein geringes Ausmaf} besa3en
(s. Kapitel 4.2.2.3). Bei diesem Versuchsdesign wurden die Ergebnisse der drei Membranen
fiir jeden Patienten miteinander verglichen und damit ein Signifikanztest durchgefiihrt. So
wurden die interindividuellen Schwankungen fiir die statistische (gepaarte) Betrachtung eli-

miniert.

4.2.3.1 Malondialdehyd-Bestimmung

Die MDA-Gehalte im Plasma von HD-Patienten blieben nahezu konstant (s. Abbildung 4.19)
bei der Verwendung der Fresenius F8 (Schwankungsbreite {iber alle Patienten und Zeitpunkte:
0,22-3,23uM; Median: 1,21uM) und der Terumo E15 (Schwankungsbreite iiber alle Patienten
und Zeitpunkte: 0,88-4,44uM; Median: 1,33uM). In der zweiten Dialysehilfte zeigten sich
ansteigende MDA-Gehalte bei HD mit Baxter DICEA 170 (Schwankungsbreite iiber alle Pa-
tienten und Zeitpunkte: 0,11-4,24uM; Median: 1,66uM).
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Abbildung 4.19: MDA im Plasma von Patienten (Mediane, n=7) im Verlauf der HD (Cross
Over Studie)
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4.2.3.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

In Abbildung 4.20 wurde die (oxidative) DNA-Schédigung im Verlauf der HD bei Verwen-
dung der verschiedenen Membranen dargestellt. Die direkten DNA-Schéden lagen vor HD im
Bereich der Ergebnisse aus Kapitel 4.2.1.5. Wéhrend der HD zeigten sich unterschiedliche
Schadigungsprofile (mit FPG): die Mediane fiir die Baxter DICEA 170 (Schwankungsbreite
tiber alle Patienten und Zeitpunkte: 1,5-10,7T1%) lagen immer héher als fiir die anderen Dia-
lysatoren: Fresenius F8 (Schwankungsbreite iiber alle Patienten und Zeitpunkte: 2,1-8,3T1%),
Terumo E15 (Schwankungsbreite tiber alle Patienten und Zeitpunkte: 1,2-8,9T1%). Die Medi-
ane iiber alle Patienten und Zeitpunkte waren fiir Baxter DICEA 170: 5,5T1%, fiir Fresenius
F8: 4,4T1% und fiir Terumo E15: 4,6T1%. Statistische Betrachtungen ergaben signifikante
Unterschiede fiir Terumo E15/Baxter DICEA 170 (p=0,0002; Wilcoxon-Test) und fiir Frese-
nius F8/Baxter DICEA 170 (p=0,001; Wilcoxon-Test), wohingegen Fresenius F8 und Terumo
E15 identisch waren (p=0,97; Wilcoxon-Test).
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Abbildung 4.20: (Oxidative) DNA-Schiden in Leukozyten von Patienten (Mediane, n=9) im
Verlauf der HD (Cross Over Studie)
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4.2.3.3 Diskussion

Die Bestimmung der MDA-Gehalte im Plasma zeigte keine deutlichen Unterschiede zwischen
den Membrantypen. Tsuruoka et al. (2002) detektierten weniger TBARS (10 Patienten) nach
36 Dialysen (12 Wochen) mit einer Terumo E15 als mit einer nicht mit Vitamin E-
beschichteten Cellulosemembran. Dieser Effekt der Vitamin E-Beschichtung gegeniiber einer
diacetylierten Cellulosemembran wurde in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt. Ein Grund
hierfiir konnte der unbestimmte Erndhrungsstatus der Patienten sein.

Bei der Untersuchung der oxidativen DNA-Schéadigung stellte sich heraus, dass die syntheti-
sche Fresenius F8 und die Vitamin E-beschichtete Terumo E15 eine vergleichbare Zahl an
Strangbriichen aufgrund oxidierter Basen verursachten. Sie induzierten signifikant weniger
Strangbriiche als die halbsynthetische Baxter DICEA 170, weshalb die beiden erstgenannten
angesichts der langfristigen Auswirkungen des oxidativen Stresses — wie Atherosklerose oder
Krebs — besser geeignet zu sein scheinen. Dies bestéitigten Ergebnisse von Tarng et al.
(2000a), die Membranwechsel von Cellulosemembranen zu synthetischen PSu- und PMMA-
Membranen mit acht Patienten durchfiihrten und nach einer zweiwdchigen Adaption signifi-
kant niedrigere 8-OH-dG-Gehalte (in Leukozyten-DNA) bei Verwendung von synthetischen
Membranen vor HD detektierten. In einer weiteren Studie fanden Tarng et al. (2000b) vor HD
etwa identische 8-OH-dG-Werte bei HD mit Terumo E15 und mit einer PSu-Membran (16,8
und 18,6 8-OH-dG/10°dG). Mit einer Cellulosemembran wurden signifikant hohere Werte
gefunden (30,4 8-OH-dG/10°dG). Bei Untersuchung von Membranwechseln ergaben sich
nach vier und acht Wochen signifikant niedrigere 8-OH-dG-Werte durch Wechsel von Cellu-
lose- auf PSu- oder Terumo E15-Membranen und wieder hohere Werte nach Wechsel auf die
Cellulosemembran.

Die hier verwendete PSu-Membran hatte trotz der grof3ten Oberflache und dem damit verbun-
denen starken Blut-Membran-Kontakt den geringsten Einfluss auf den oxidativen Stress. Dies
deutet auf die hohe Biokompatibilitdt dieses Materials hin und bestdtigte Ergebnisse, bei de-
nen die Komplementaktivierung von PSu- und halbsynthetischen Membranen verglichen

wurden (Bowry, 2002; Clark et al., 2002).

4.2.4  Einfluss der Animiebehandlung mit Ferrlecit™

Die bei den HD-Patienten vorhandene Andmie wurde mit intravendser Eisengabe behandelt.

Dabei wurde einmal wochentlich eine Fe(IIT)-Losung (als Gluconat-Komplex, Ferrlecit™) funf
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Minuten vor Ende der HD als Bolus injiziert. Um gleichzeitig individuelle oder membranbe-
dingte Variationen zu minimieren, wurde den Patienten nach dem in Abbildung 4.21 abgebil-
deten Schema Blut entnommen. Verglichen wurde die (oxidative) DNA-Schidigung und die

Bildung von MDA bei einer HD mit Eisen- und bei einer HD ohne Eisen-Infusion.
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Abbildung 4.21: Zeitschema der Ferrlecit®-Infusion und der Blutentnahmen
4.2.4.1 Malondialdehyd-Bestimmung

An den beiden Dialysetagen ergaben sich fiir den Zeitpunkt ,,vor Fe* nahezu identische
MDA-Werte im Plasma. Die MDA-Gehalte zeigten innerhalb der 25 Minuten bei der HD
ohne Eisen-Infusion keine Verdnderung (s. Abbildung 4.22). Die HD mit Eisen-Infusion wies
in diesem Zeitraum dagegen eine deutliche Erhdhung der MDA-Gehalte im Mittel um etwa
60% auf. Die Plasma-MDA-Konzentrationen waren bei HD mit Eisen-Infusion sowohl zum
Zeitpunkt ,,5min nach Fe* als auch zum Zeitpunkt ,,25min nach Fe* signifikant erh6ht zur HD
ohne Eisen-Infusion und zum Zeitpunkt ,,vor Eisen*. Nach 25 Minuten war wieder ein gerin-

ger Abwirtstrend zu erkennen.
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Abbildung 4.22: MDA im Plasma von Patienten bei HD ohne und mit Eisen-Infusion (n=11);
Signifikanz: *: p<0,005; #: p<0,03; $,+: p<0,01, Wilcoxon-Test
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4.2.4.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

Die Messung der direkten DNA-Schadigung zeigte keine Verdnderungen iiber die beobachte-
te Zeit oder Unterschiede zwischen der HD mit und ohne Eisen-Infusion (s. Abbildung 4.23).
Die oxidativen DNA-Schiden waren zum Zeitpunkt ,,vor Fe* an den beiden Versuchstagen
identisch und verringerten sich leicht bei HD ohne Eisen-Infusion im Verlauf der 25 Minuten.
Bei der HD mit Eisen-Infusion nahm die oxidative DNA-Schiadigung dagegen bis ,,25min
nach Fe um ungefahr 20% zu. Zu diesem Zeitpunkt war der oxidative DNA-Schaden signifi-

kant erhoht zur HD ohne Eisen-Infusion.
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Abbildung 4.23: (Oxidative) DNA-Schéiden in Leukozyten von Patienten bei HD ohne und mit
Eisen-Infusion (n=10); Signifikanz: *: p<0,001, Wilcoxon-Test

4.2.4.3 Diskussion

An den beiden Untersuchungstagen (HD mit und ohne Eisen) zeigten sowohl der Gehalt an
MDA im Plasma als auch die (oxidative) DNA-Schidigung iibereinstimmende Werte ,,vor

Fe®. Dies deutete auf eine gute Stabilitdt der untersuchten Patienten hin.
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Die schnelle und deutliche Erhohung der MDA-Gehalte bei HD mit Eisen-Infusion wies auf
einen starken, durch Eisen(IIl) induzierten oxidativen Stress hin. Dies lag daran, dass das ei-
senabfangende Transferrin bei der kurzen Infusionsdauer {ibersittigt wurde (Zanen et al.,
1996). Das freie Eisen(III) ist bekannt iiber die Fentonreaktion ROS zu generieren (s. Kapitel
2.1), die dann die Schidigung von Lipiden durch LPO initiierten. Roob et al. (2000) fanden in
einem Zeitraum von 30 Minuten bis drei Stunden nach Infusion einer Eisen-Hydroxid-
Saccharose-Komplex-Losung eine starke Transferriniibersittigung, die zu freiem Eisen im
Plasma (BDI) und erhohten Plasma-MDA-Gehalten fiihrte. Die Maxima lagen beim ersten
untersuchten Zeitpunkt 30 Minuten nach Infusion. Dagegen berichteten Parkkinen et al.
(2000) von einem Maximum an freiem Eisen fiinf Minuten nach Infusion (Eisen-Hydroxid-
Saccharose-Komplex-Losung) und von einem groBeren Maximum nach 3,5 Stunden. Bei den
eigenen Untersuchungen war eine weitere Verfolgung der Schiadigungskinetik durch das Ende
der HD begrenzt.

Die Induktion dieses oxidativen Stresses machte sich auch auf der DNA-Ebene bemerkbar.
Hier wurde ebenfalls schon fiinf Minuten nach Infusion ein leichter Anstieg der oxidativen
DNA-Schidigung und nach 25 Minuten eine deutliche Verstirkung beobachtet. Die maximale
Schéadigung scheint auf der Lipid-Ebene schon fiinf Minuten nach Infusion erreicht zu sein,
wohingegen die DNA-Oxidation durch das untersuchte Intervall hindurch anstieg. Dieses ver-
zogerte Auftreten der DNA-Oxidation lag am Entstehungsort des oxidativen Stresses: bevor
die hochreaktiven ROS die DNA erreichten, konnten sie mit einer Reihe unterschiedlicher
Molekiile abreagieren: Plasmaproteine, Leukozytenmembran und -zytoplasma mit seinen an-
tioxidativen Schutzmechanismen, Kernmembran und Histone.

Um den Beitrag der Eisen-Infusionen am oxidativen Stress zu minimieren, wurden mehrere
Moglichkeiten wie z. B. die Gabe von mehreren kleinen Infusionen diskutiert, die an den ver-
schiedenen Tagen appliziert wurden, um die Transferriniiberséttigung zu unterbinden (Parrki-
nen et al., 2000). Roob et al. (2000) verminderten durch oral verabreichtes Vitamin E die LPO
und freies Eisen (BDI). Somit ist vielleicht hier ein Antioxidantieneinsatz sinnvoll. Eine wei-
tere, einfache Moglichkeit ist, Eisen nicht in den vendsen Schlauch der HD-Apparatur, der
direkt in den Korper eintritt, sondern in den arteriellen Schlauch zu infundieren. Dadurch kon-
nen freie Eisenionen und Eisenkomplexe geringer Molekulargrof3e das Blut direkt iiber den
Dialysator wieder verlassen, wohingegen die hochmolekularen Anteile der Préparate im Blut

bleiben und langsam ihren Eisenanteil abgeben (Gupta, 2000).
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4.3 Lebererkrankungen und Molecular Adsorbent Recycling System (MARS)

In diese Untersuchungen wurden vier Patienten mit akutem Leberversagen einbezogen, die
mit der MARS-Therapie behandelt wurden. Jede Behandlung dauerte acht Stunden und wurde
ein- oder zweimal wiederholt. Die Grunderkrankungen waren alkoholbedingte Hepatopathie

und Multiorganversagen (s. Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Patienten mit akutem Leberversagen
Patient Alter Bekll\é/l[ rﬁi}l{usn_gen Grunderkrankung
1 48 2 alk. Hepatopathie
2 60 3 alk. Hepatopathie
3 35 2 alk. Hepatopathie
4 64 3 Multiorganversagen

4.3.1 Messung von (oxidativen) DNA-Schdden (Comet Assay)

Zu verschiedenen Zeiten der Behandlung (vor MARS, 15°, 30°, 60°, 3h, 6h nach Beginn und
am Ende) wurde Blut entnommen und auf (oxidative) DNA-Schiden gepriift.

Patient 1 wurde zweimal mit dem Leberersatzverfahren behandelt (rote und griine Balken, s.
Abbildung 4.24). Die oxidativen DNA-Schiden zeigten mit Werten um 2T1% nur ein gerin-
ges Ausmall. Im Verlauf einer achtstiindigen MARS-Behandlung kam es weder zu einem
starken Anstieg der direkten DNA-Schéden, noch der oxidativen DNA-Schidden. Auch zeigte

ein Vergleich der beiden Behandlungen keine Unterschiede.
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Abbildung 4.24:

(Oxidative) DNA-Schiiden wihrend der MARS-Behandlung bei Patient 1

Patient 2 wurde dreimal der MARS-Behandlung unterzogen. Die oxidativen DNA-Schiden
lagen mit 6T1% deutlich {iber denen von Patient 1 (s. Abbildung 4.25). Auch war zur dritten

Behandlung ein weiterer Anstieg zu erkennen (um 10T1%).
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Abbildung 4.25: (Oxidative) DNA-Schiden wiihrend der MARS-Behandlung bei Patient 2
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Auch bei dem zweimal leberdialysierten Patienten 3 war ein Verstirkung der oxidativen

DNA-Schiden bei der zweiten Behandlung auf 8T1% erkennbar (s. Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: (Oxidative) DNA-Schiden wihrend der MARS-Behandlung bei Patient 3

Bei Patient 4 lagen die oxidativen DNA-Schiden um 3TI% bei allen drei Behandlungen (s.

Abbildung 4.27). Die drei Behandlungstage zeigten keine deutlichen Unterschiede.
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Abbildung 4.27: (Oxidative) DNA-Schiden wihrend der MARS-Behandlung bei Patient 4
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In Abbildung 4.28 wurden die Ergebnisse der MARS-Patienten vor Behandlung mit Ergeb-
nissen von Schwarz (2001) verglichen, die Patienten mit chronischer, alkoholbedingter Hepa-
topathie untersuchte. Es wurden hohere Werte der direkten und auch der oxidativen DNA-
Schiden bei den MARS-Patienten festgestellt, sieht man von den beiden extremen Werten bei

den Patienten mit alkoholbedingter Hepatopathie ab.
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Abbildung 4.28: Vergleich der (oxidativen) DNA-Schiiden von Patienten mit alkoholbedingter
Hepatopathie (n=16; Daten von Schwarz, 2001) und Patienten vor MARS-
Behandlung

4.3.2 Diskussion

Innerhalb der leberdialysierten Patienten zeigten zwei Patienten geringe oxidative DNA-
Schédden (2-3T1%; Patient 1, 4) und zwei Patienten groflere Schiden (6-8T1%; Patient 2, 3).
Bei diesen Patienten mit den hoheren Schiden war die Krankheit so schwerwiegend, dass sie
einige Tage nach den Behandlungen verstarben. Ob sich die Bestimmung der oxidativen
DNA-Schiden mit dem Comet Assay zur Erginzung diagnostischer/prognostischer Parameter
anbietet, ist durch Untersuchungen eines grofleren Patientenkollektivs abzukldren. Wahrend
der MARS-Behandlung wurden, wie bei der HD (s. Kapitel 4.2.2), kaum zusitzliche oxidative
DNA-Schiden induziert. Diese Untersuchungen sollten aber noch mit weiteren Endpunkten

(MDA, tGSH/GSSG) fortgefiihrt werden.
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Der Vergleich der (oxidativen) DNA-Schiden der Patienten mit alkoholbedingter Hepato-
pathie, zeigt jeweils mit und ohne FPG mehr Schéden bei den MARS-Patienten (vor Behand-
lung), wahrscheinlich aufgrund des akuten Leberversagens und der damit verbundenen Effek-

te auf den gesamten Korper.

4.4 Patienten nach Nierentransplantation

Ein weiteres Nierenersatzverfahren, neben der HD, ist die Nierentransplantation (NT), bei der
es ebenfalls zu oxidativem Stress kommt (Halliwell & Gutteridge, 1999). Untersucht wurden
Patienten, die im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen im Westpfalz-Klinikum Kaiserslau-

tern behandelt wurden.

4.4.1 Messung von (oxidativen) DNA-Schdden (Comet Assay)

In Abbildung 4.29 wurde der Vergleich der (oxidativen) DNA-Schéddigung in Leukozyten von
Probanden, Patienten vor HD und Transplantations-Patienten dargestellt. Die direkte DNA-
Schéadigung war in den Transplantations-Patienten signifikant hoher als in den HD-Patienten
und den Probanden. Auch ergab sich nach Nierentransplantation ein starker und signifikant
erhohter oxidativer Schaden (Mittelwert: 8,9T1%) im Vergleich zu Patienten vor HD (Mittel-
wert: 5,4T1%) und Probanden (Mittelwert: 0,7T1%). Allerdings waren bei den Transplantati-
ons-Patienten die interindividuellen Unterschiede sehr grofl (Schwankungsbreite: 2,5 -

19TI%).
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Abbildung 4.29: Vergleich der (oxidativen) DNA-Schiden von Probanden (n=15), Patienten
vor HD (n=21) und NT-Patienten (n=29); Signifikanz: *: p<0,02; §, &:
p<0,001; #:p<10”, Mann-Whitney U-Test
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4.4.2 Diskussion

Die direkte und die oxidative DNA-Schiadigung waren bei NT-Patienten signifikant gegen-
iiber HD-Patienten und gesunden Probanden erhdht. Dies deutete auf eine weitere Verstir-
kung des oxidativen Stresses durch die Transplantation hin. Die Unterschiede sind vielleicht
zuriickzufiihren auf die starke Wirkung der Immunsuppressiva und die nicht komplett unter-
driickte AbstoBungsreaktion des Immunsystems auf das fremde Organ. Die starken interindi-
viduellen Schwankungen wurden eventuell durch unterschiedliche Immunsuppressiva und die

Zeit seit der Transplantation verursacht. Diese Daten standen nicht zur Verfiigung.

4.5 Erste Versuche zur Intervention mit einem flavonoid-/polyphenolreichen Misch-

fruchtsaft

In der Literatur wurde die protektive Wirkung von Gemiise und Obst insbesondere flavonoid-
/polyphenolreichen Siften gegen Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs hiufig diskutiert
(Netzel et al., 2002; Block et al., 1992; Hertog et al., 1993).

In einer Pilotstudie hinsichtlich einer moglichen Intervention zur Reduktion des oxidativen
Stresses bei Patienten verzichteten sechs Probanden im Alter zwischen 36 und 62 Jahren in
einer zweiwochigen ,,Run In“- oder Depletionsphase auf flavonoidreiche, rote Friichte, Obst
und Getrdanke, um dann in der dritten und vierten Woche (Interventionsphase) tdglich 350ml
Mischfruchtsaft zu trinken. Der Mischfruchtsaft setzte sich aus 30% weilem Trauben-, 25%
schwarzem Johannisbeer-, 15% Holunder-, 10% Brombeer-, 10% Sauerkirsch- und 10% Aro-
niasaft zusammen (Dietrich, 2000; Netzel et al., 2002). Der hohe Anteil an weilem Trauben-
saft sorgte flir einen guten Geschmack. Der Saft besal einem Gesamtpolyphenolgehalt von
tiber 2500mg/1 (nach Folin, berechnet als Catechin) und eine sehr hohe antioxidative Kapazi-
tat. Einmal wochentlich mittags wurde den Probanden Blut entnommen. Auf potentielle anti-
oxidative Wirkungen wurde anhand der Endpunkte MDA-Bildung im Plasma und DNA-
Strangbriiche (Comet Assay) in Leukozyten untersucht. Da bei Probanden mit geringer (oxi-
dativer) DNA-Schidigung eine Erniedrigung mit der Standardmethode nicht zu beobachten
gewesen wire, wurde der Comet Assay variiert: durch Verldngerung der Entwindungs- und

Elektrophoresezeit von je 20 auf je 45 Minuten sollte der Test empfindlicher werden.
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4.5.1 Malondialdehyd-Bestimmung

Die Veridnderung des Plasma-MDA-Gehaltes der sechs Probanden wihrend der Dauer des
Interventionsversuches wurde in Abbildung 4.30 dargestellt. Die Werte schwankten tiber die-
se vier Wochen hinweg um eine mittlere Konzentration von 1,5uM MDA. Es zeigte sich auch

bei Betrachtung der Verldufe fiir die einzelnen Probanden kein einheitlicher Trend.

2,0

0!0 | v | o
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Woche
Abbildung 4.30: MDA im Plasma von Probanden (Mittelwerte, n=6) in einem Interventions-

versuch mit Mischfruchtsaft; Wochen 1 und 2 ohne, Wochen 3 und 4 mit Saft
(tiaglich 350ml)
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4.5.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schdden (Comet Assay)

Der (oxidative) DNA-Schaden der sechs Probanden des Interventionsversuchs wurde in
Abbildung 4.31 dargestellt. Es wurde eine Tendenz zu geringeren direkten DNA-Schiden
beobachtet. Die oxidativen DNA-Schédden stiegen zur zweiten Woche hin leicht an, fielen in
der dritten Woche wieder auf das Ausgangsniveau. In der vierten Woche unterschritten die

Werte die der ersten Woche.
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Abbildung 4.31: (Oxidative) DNA-Schéiden in Leukozyten von Probanden (Mittelwerte, n=6) in
einem Interventionsversuch mit Mischfruchtsaft; Wochen 1 und 2 ohne, Wo-
chen 3 und 4 mit Saft (tiglich 350ml)

4.5.3 Diskussion

In dieser Pilotstudie wurde kein Einfluss der Saftintervention auf den Plasma-MDA-Spiegel
festgestellt. Netzel et al. (2002) untersuchten sechs Probanden, die eine einzige Portion von
400ml des gleichen Safts tranken. Zwischen zwei und sechs Stunden danach kam es zu einer
signifikant erhohten antioxidativen Kapazitit (TEAC) und nach vier Stunden zu einer signifi-
kanten Verringerung des MDA-Gehaltes um 18%. Somit konnte die ausgebliebene Wirkung
an der verdnderten Interventionsdurchfiihrung liegen, da weniger Saft liber einen ldngeren

Zeitraum verzehrt wurde. Eventuell war auch der Mischfruchtsaft schon zu alt und damit in-
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aktiv (Dietrich, 2002). Eine geringe Verdnderung des MDA-Levels war aufgrund des variie-
renden Erndhrungsstatus nur schwer nachweisbar.

Die Empfindlichkeit des Comet Assay wurde durch die verlidngerte Elektrophoresezeit von 20
auf 45 Minuten stark erhoht. Die Schweifintensitit der direkten DNA-Schiden stieg von
0,5T1% (s. Kapitel 4.2.1.5) auf etwa 2T1%, die der oxidativen DNA-Schédden von 0,7TI% auf
Werte um 17TI%. Der Trend einer Abnahme der oxidativen DNA-Schiden durch die Inter-
vention wies auf eine antioxidative Wirkung des Mischfruchtsaftes hin.

Der Nachweis von oxidierten DNA-Basen in Leukozyten mit dem Comet Assay war in die-
sem Interventionsschema der geeignetere Marker im Vergleich zur MDA-Bestimmung, da die
Leukozyten eine langere Lebenszeit besitzen als Plasmabestandteile und dadurch eine protek-

tive Wirkung des Saftes akkumulieren kénnen.

Eine Intervention mit HD-Patienten sollte neben oxidativer DNA-Schiadigung und Plasma-
MDA noch weitere Marker einbeziehen, wie die Bestimmung von M;dG, des Glutathionsta-
tus, der antioxidativen Kapazitit oder der Proteinoxidation. Da die HD-Patienten zwischen
den Dialysen nicht renal ausscheiden, miissen bei der Festlegung des Interventionsvolumens
die absolute Fliissigkeitsmenge und der Kaliumgehalt des Saftes beriicksichtigt werden, da
beide Faktoren das Herz-Kreislaufsystem stark beeinflussen. Der Glucosegehalt im Saft muss
bei Einbeziehung diabetischer Patienten beachtet werden. Die fehlende renale Ausscheidung
bringt mit sich, dass schon durch geringe tdgliche Saftaufnahmen relativ hohe Plasmaspiegel
der Polyphenole und anderer Saftbestandteile erreicht werden und so mit messbaren Wirkun-
gen zu rechnen ist. Eine Fliissigkeitsmenge von 200ml dieses Mischfruchtsaftes tdglich sollte
aufgrund der Analysendaten von den Patienten gut vertragen werden und ist somit vertretbar

(Albert, 2001).
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5 Zusammenfassende Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Probanden und Patienten vor HD sind in Tabelle

5.1 zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit bestimmten Endpunkte im Blut
von Probanden und Patienten vor HD (Mittelwerte); n.s. nicht signifikant

Endpunkt Probanden Patienten vor HD Signifikanz
Harnséure [uM] 241 314 n.s.
MDA [uM] 1,65 1,56 n.s.
tGSH [uM] 1170 1040 n.s.
GSSG [uM] 36 53 p<0,05
M,dG [10°dG] 16 22 n.s.
DNA-Schiden [T1%)] 0,4 0,6 p<0,02
Ox. DNA-Schéden [TI%] 0,7 5,4 p<10®

Die Werte der Plasma-Parameter Harnsdure und MDA, sowie der Blutzellmarker tGSH und
M;dG unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Probanden und den Patienten vor
HD. Der Gehalt an GSSG war in den Patienten vor HD signifikant erhoht. Die Bestimmung
der oxidativen DNA-Schidigung mit dem Comet Assay zeigte die deutlichsten Unterschiede
und schien der empfindlichste Marker zu sein. Solch starke Unterschiede zwischen direkter
und oxidativer DNA-Schiadigung wurden bisher in in vitro Untersuchungen mit Zelllinien in
der Arbeitsgruppe kaum beobachtet (Glaab et al., 2001; Glaab, 2001; Janzowski et al., 2003).
Nur eine einstiindige Inkubation von Vollblut unter drastischen Bedingungen mit 100uM
H,0, auf Eis zeigte dhnliche Effekte (0,8T1% direkte DNA-Schiden, 5,1TI% oxidative DNA-
Schiden, Miiller, 2000).

Die eigenen Ergebnisse fiir oxidative DNA-Schédden bestitigten die von Tarng et al. (2000a)
festgestellten Unterschiede im 8-OH-dG-Gehalt, der mit HPLC/ECD bestimmt wurde. Sie
fanden in Probanden ungefihr 8 8-OH-dG pro 10°dG, in Patientenkollektiven 15 bis 25 oxi-
dierte Guaninbasen pro 10°dG. Eine Abhingigkeit der oxidativen DNA-Schidigung vor HD
von der verwendeten Dialysemembran, wie von Tarng et al. (2000a, 2000b) nach Untersu-
chung von iiber 50 Patienten je Membran berichtet, wurde mit der eigenen Patientengruppe

nicht beobachtet, moglicherweise wegen der zu geringeren Personenzahl.



Zusammenfassende Diskussion Seite 82

Die Unterschiede in der Empfindlichkeit der Marker fiir oxidativen Stress im Plasma und in
Leukozyten deuten darauf hin, dass sich der oxidative Stress hauptsdchlich auf die Leukozy-
ten beschrinkt oder in ihnen entsteht.

Die Eignung des Comet Assay zum Nachweis FPG-sensitiver Stellen in Leukozyten von HD-
Patienten wurde erstmals gezeigt. Eine abschlieBende Bewertung des Immunoslotblot zur
Bestimmung von M;dG als Marker fiir oxidativen Stress war aufgrund der noch geringen Da-
tenmenge schwierig.

Die zeitliche Verfolgung der untersuchten Marker wihrend der HD (Skizze s. Abbildung
5.1) zeigte eine starke Elimination der Harnsdure, signifikante Verringerungen der tGSH- und

GSSG-Gehalte und nahezu konstante Level der (oxidativen) DNA-Schadigungen.

Harnsaure tGSH GSSG
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Abbildung 5.1:  Skizzierte Verinderungen der untersuchten Marker wihrend der HD. Die
Striche stellen Zeitpunkte der Blutentnahmen dar, der Pfeil zeigt das Ende
der HD an.

Da sich das Ausmal} der oxidativen DNA-Schidigung am Ende der HD nicht von den An-
fangswerten unterschied, schien der oxidative Stress iiber die ganze Zeit zwischen den Dialy-
setagen vorhanden. Die DNA-Reparatur war zu gering, um die Schadigung (FPG-sensitive
Stellen) komplett zu beseitigen. Auch wurde der oxidative Stress im Plasma und in den Blut-
zellen nicht durch eine starke Reduktion der Harnsdure weiter verstirkt. Die Harnsdure spielt
also als Antioxidanz im Blut von HD-Patienten nur eine untergeordnete Rolle.

Der Membranvergleich ergab nahezu identische Plasma-MDA-Gehalte fiir alle getesteten
Dialysatoren und schwach, aber signifikant erhohte oxidative DNA-Schiden bei HD mit der
halbsynthetischen Baxter DICEA 170. Die interindividuellen Schwankungen waren im Comet
Assay geringer als bei der MDA-Bestimmung. Dies konnte durch eine Abhingigkeit des

Plasma-MDA-Gehaltes vom momentanen Erndhrungszustand des Patienten und damit vom
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Lipidgehalt des Plasmas erkliart werden. Die oxidative DNA-Schiadigung hingt vermutlich
hauptsdchlich vom Gleichgewicht zwischen der Generierung von ROS und der DNA-
Reparatureffizienz ab und stellt somit einen langfristigeren Parameter dar.

Die Untersuchung von oxidativen DNA-Schiaden mit dem Comet Assay war ein geeigneter
Marker, um membraninduzierten oxidativen Stress nachzuweisen und bestdtigte die Ergebnis-
se, die Tarng et al. (2000a/b) bei einem Membranvergleich mit dem Marker 8-OH-dG erhiel-
ten. Mit der MDA-Bestimmung wurde in diesen Untersuchungen keine Modulation des oxi-
dativen Stresses nachgewiesen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die ROS-Bildung im Plasma
nicht besonders ausgepriagt war, sondern hauptsidchlich leukozytenassoziiert war (vgl. Patien-
ten vor HD).

Im Unterschied dazu induzierte eine Eisen-Infusion eine starke MDA-Bildung und eine ver-
zogert auftretende oxidative DNA-Schéddigung, deren Ausmall grofer war als der mittlere
Unterschied zwischen den Dialysemembranen.

Die Untersuchung der Eisen-Infusion und die Cross Over Studie deuten auf unterschiedliche
Ursachen fiir den oxidativen Stress hin: die Eisen-Infusion ins Plasma kann iiber die Fenton-
reaktion (s. Kapitel 2.1) zuerst LPO und anschlieBend DNA-Oxidation induzieren. Bei den
Membranen hingegen erkennt man einen deutlichen, materialabhdngigen Unterschied in der
DNA-Oxidation und nahezu identische MDA-Werte, woraus sich auf eine Induktion des oxi-
dativen Stresses durch die Leukozyten schliefen ldsst. Diese ROS-Produktion kdnnte auf ei-
ner Immunantwort der weillen Blutzellen auf eine Stimulation sowohl durch die nicht bioge-
nen Oberflachen als auch durch Stoffwechselprodukte wie AGEs beruhen, die wéihrend der
HD nicht ausgeschieden werden (Horl, 1998).

Das Membranmaterial trdgt also wie die Eisenbehandlung zum oxidativen Stress bei (Canaud
et al., 1999; Handelman, 2000), wobei der langfristige Einfluss des einmal wochentlich appli-
zierten Eisen-Priparats und der dreimal wochentlich durchgefiihrten HD auf die Folgeerkran-
kungen nur schwer abzuschétzen ist.

Die spezielle modifizierte MARS-Membran l9ste bei der Behandlung von Patienten mit aku-
tem Leberversagen keine zusitzlichen DNA-Schiden aus. Es kam aber andererseits auch
nicht zu einer deutlichen Reduktion der bestehenden DNA-Schiden, obwohl sich die starke
Entgiftung des Korpers nicht nur auf klinische Marker giinstig auswirken sollte. Der Ver-
gleich der aufeinander folgenden Behandlungstage zeigte ebenfalls keine Verringerung der
Schiaden, was auf weiter bestehende akute Erkrankungen hinweist, aufgrund derer die DNA-

Schédden in den Leukozyten nicht beseitigt werden konnten. Das Ausmal} der (oxidativen)
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DNA-Schidden der MARS-Patienten war mit dem der urdmischen Patienten vergleichbar und
deutlich erhoht gegeniiber Patienten mit alkoholbedingter Hepatopathie.

Die Nierenersatztherapie Transplantation induzierte stirkere oxidative DNA-Schéiden als
die HD. Somit kdnnten sowohl Immunantworten auf das korperfremde Organ als auch die
medikamentdse Behandlung einen groferen Einfluss auf den oxidativen Stress haben als die
Urdmie mit Anreicherung von AGEs, die HD-Membran oder die Eisenbehandlung.

Die Intervention mit dem flavonoid-/polyphenolreichen Mischfruchtsaft ergab bei sechs
Probanden keine messbare Beeinflussung des Plasma-MDA-Gehaltes. Netzel et al. (2002)
zeigten an Probanden eine Reduktion der MDA-Bildung in einem kiirzeren Zeitraum nach der
Einnahme. So koénnte sich der Saft bei HD-Patienten, kurz vor der Eisen-Infusion eingenom-
men, giinstig auf den Plasma-MDA-Spiegel auswirken. Die bei der Intervention gefundene
leichte Verringerung der oxidativen DNA-Schiden deutet auf einen protektiven Effekt der
Flavonoide/Polyphenole auf die Leukozyten hin, der vielleicht zur Verringerung des oxidati-
ven Stresses in HD-Patienten ausgenutzt werden konnte. Nach den eigenen Ergebnissen wiir-
de die langfristige Einnahme eventuell positive Einfliisse auf das Ausmal} der oxidativen

DNA-Schéidigung ausiiben.
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6 Zusammenfassung

Der oxidative Stress wurde in Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen/Therapien, bei
denen ein erhohter oxidativer Stress aus der Literatur zum Teil bereits bekannt ist, nachgewie-
sen. Patienten mit chronischem Nierenversagen, die mit der Nierenersatztherapie Himodialy-
se (HD) behandelt wurden, wurden sowohl vor als auch wihrend der Behandlung untersucht
und mit gesunden Probanden verglichen:

Hierzu wurden die Konzentrationen von Harnsdure (photometrisch) und MDA im Plasma
(HPLC/Fluoreszenz, Thiobarbitursdurederivat), sowie das Ausmall des MDA-dG-Adduktes
M;dG (Immunoslotblot) und (oxidativer) DNA-Schiden mit dem Comet Assay in Leukozyten
untersucht. Der Gehalt an Glutathion wurde im Vollblut mit einem kinetischen, photometri-
schen Test bestimmt. Der Einfluss verschiedener Dialysemembranen und der Andmiebehand-
lung mit einem Eisen-Préparat auf den oxidativen Stress wurde mit den Markern oxidative
DNA-Schidigung und MDA-Bildung im Plasma gepriift. Ein Faktor fiir die Biokompatibilitit
der speziell modifizierten MARS-Membran zur Therapie von Patienten mit akutem Leberver-
sagen wurde mit der herkdmmlicher Dialysemembranen mit Hilfe des Comet Assay vergli-
chen. Das AusmaB (oxidativer) DNA-Schidden durch das Nierenersatzverfahren Transplanta-
tion wurde dem der HD gegeniibergestellt. In einer Pilotstudie wurde die antioxidative Wirk-
samkeit eines Mischfruchtsaftes an gesunden Probanden anhand der Endpunkte DNA-
Schiadigung und MDA-Bildung gepriift.

Vor HD zeigte sich im Vergleich zu den gesunden Kontrollen ein starker oxidativer Stress in
den Blutzellen, hauptsidchlich auf DNA-Ebene. Wihrend der HD wurde in den Blutzellen
eine Belastung der antioxidativen Abwehr beobachtet, die sich aber weder auf DNA-Ebene
noch in einer verstiarkten LPO im Plasma &uflerte. Die starke Elimination der Harnsdure wirk-
te sich ebenfalls nicht auf die anderen Marker im Plasma oder den Blutzellen aus. Somit hatte
der Verlust der Harnsdure im Plasma keinen messbaren oxidativen Effekt. Die Untersuchung
der oxidativen DNA-Schdden mit dem Comet Assay war der empfindlichste Marker zum
Nachweis des oxidativen Stress.

Die Untersuchung des Einflusses der Dialysemembran zeigte eine geringere Induktion von
oxidativem Stress und damit eine hohere Biokompatibilitidt der synthetischen Polysulfon-
membran (Fresenius F8) und der halbsynthetischen, Vitamin E-beschichteten Cellulosemem-
bran (Terumo E15) im Vergleich zur halbsynthetischen, diacetylierten Cellulosemembran
(Baxter DICEA170). Die Infusion eines Eisen-Priparates beeinflusste das Ausmal} der
Plasma-MDA-Bildung und der oxidativen DNA-Schidigung stirker als die HD-Membran.
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Der oxidative Stress wurde bei diesen dialyseassoziierten Einflussfaktoren iiber unterschiedli-
che Wege ausgelost: Die Eisen-Infusion kann iiber die Fentonreaktion die Generierung von
ROS induzieren, die dann weitere Zellbestandteile — zuerst im Plasma, dann in den Leukozy-
ten — schadigen. Die Dialysemembranen stimulieren die Leukozyten in unterschiedlichem
Malfle zur ROS-Produktion, die sich hauptsdchlich auf Ebene der DNA auswirkt. Diese Er-
gebnisse bestétigten sowohl den in der Literatur beschriebenen erhéhten oxidativen Stress in
HD-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden, als auch die modulierenden Eigenschaf-
ten der Dialysemembran und der Andmiebehandlung. Um die langfristige Konsequenz dieser
dialysebedingten Einfliisse fiir die Folgeerkrankungen besser verstehen zu kdnnen, sollten sie
in prospektiven Studien weiter untersucht und mit der Morbiditét fiir Atherosklerose und
Krebs korreliert werden.

Die Membran der MARS-Therapie 16ste keine zusétzlichen oxidativen DNA-Schiden aus.
Hier konnte der Comet Assay klinische prognostische/diagnostische Parameter ergdnzen, was
in weiteren Untersuchungen noch abgeklért werden muss.

Die Nierentransplantation verstirkte den oxidativen Stress im Vergleich zur Ersatztherapie
HD.

Die ersten Ergebnisse zeigten nach Intervention mit dem Mischfruchtsaft leicht verringerte
oxidative DNA-Schiaden. Diese Wirkung sollte an einem groferen Kollektiv mit verschiede-

nen Dosierungen tiberpriift werden.

Zusammenfassend sind HD-Patienten eine Population, deren erhdhter oxidativer Stress mit
unterschiedlichen Markern verfolgt werden kann. Erstmals wurde die besondere Eignung des
Comet Assays zur Erfassung oxidativer DNA-Schiden in HD-Patienten nachgewiesen. Zwei
Arten von oxidativen Ereignissen scheinen bei diesen Patienten eine Rolle zu spielen: ein
latenter dialysemembranabhéngiger, leukozytenvermittelter oxidativer Stress und eine aus den

Eiseninfusionen resultierende Uberlastung der antioxidativen Abwehr.
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7  Material und Methoden

7.1 Allgemeines, Gerite, Materialien und Losungen

5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure [Sigma-Aldrich]

5-Sulfosalicylsdure [Sigma-Aldrich]

Ammoniumacetat [Roth]

Antikorper Ziege Anti-Maus-Immunoglobulin HRP conjugated [DakoCytomation, Hamburg]
Antikorper Maus Anti-M;dG D10A1H9 [L. Marnett, Nashville, Tennessee, USA]
Bernsteinsdure Natriumsalz [Fluka]

Butanol [Merck]

Calciumchlorid [Fluka]

Calf Spleen Phosphodiesterase [Sigma-Aldrich]

Calf Thymus DNA [Sigma-Aldrich]

Desoxyadenosin [Sigma-Aldrich]

Desoxycytosin [Sigma-Aldrich]

Desoxyguanosin [Sigma-Aldrich]

Dimethylsulfoxid fiir UV-Spektroskopie (DMSO) [Fluka]
Dinatriumhydrogenphosphat p.A. [Merck]

EDTA p.A. [Severa]

Ethanol [Roth]

Ethidiumbromid [Sigma-Aldrich]

Glutathion, oxidiert [Acros]

Glutathion, reduziert [Sigma-Aldrich]

Glutathion-Reduktase [Sigma-Aldrich]

Harnsdure-Bestimmungs-Kit [Sigma Diagnostics]

HEPES (4-[(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonséure) [Roth]
Histopaque 1077 [Sigma-Aldrich]

Kaliumchlorid p.A. [Merck]

Kaliumhydrogenphosphat p.A. [Merck]

Low Melting Point Agarose [Biomme]

LumiGlo [New England Biolabs]

M;dG [L. Marnett, Nashville, Tennessee, USA]
Malondialdehyd-Bestimmungs-Kit [Best.-Nr. 1203.001, Sobioda, Frankreich]
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Methanol [Roth]

Methanol zur HPLC [Merck]

Micrococcal Nuklease [Sigma-Aldrich]
Milchpulver [Gliicksklee (Nestle), Roth]
NADPH [Sigma-Aldrich]

Natriumchlorid p.A. [Roth]
Natriumhydroxid p.A. (NaOH) [Riedel de Haen]
N-Laurylsarcosin [Sigma-Aldrich]
Normal Melting Point Agarose [Roth]
Nuklease P; [Sigma-Aldrich]
Propidiumiodid [Sigma-Aldrich]
QIAamp® DNA Blood Midi Kit [Qiagen]
Salzsdure [Roth]

SuperSignal Extended Duration [Pierce]
t-Butylhydroxytoluol [Sigma-Aldrich]
Tetramethoxypropan [Sigma-Aldrich]
Thymidin [Sigma-Aldrich]
Triethanolamin [Sigma-Aldrich]
Triethylammoniumacetat Puffer 1M [Fluka]
Tris [Roth]

Triton X-100 [Sigma-Aldrich]

Trypanblau [Sigma-Aldrich]

Trypsin [Severa]

Tween 20 [Sigma-Aldrich]

Vinylpyridin [Sigma-Aldrich]
Wasserstoffperoxid 30% [Riedel de Haen]

Gerite

Auflichtmikroskop [Zeiss]
Wasserbad [Julabo]

Zentrifuge Minifuge [Heraeus]
Varioklav Dampfsterilisator [H+P]
Trockenschrank U40 [Memmert]
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Digitalwaage [Sartorius]

Neubauerzidhlkammer

Kolbenhubpipetten [Eppendorf, Gilson]

Multipette [Eppendorf]

Biofreezer Herafreeze [Heracus]

Gene Quant II [Pharmacia, Freiburg]

Zeiss Axioskop 20, Filter Set 15 [Anregung: BP 546/12; Emission: LP 590]

Comet II [Perceptive Instruments, Suffolk, England]

Wasserbad [Julabo]

Elektrophoresekammer fiir horizontale Gelelektrophorese [Sub Cell GT Biorad]

HPLC-Anlage [Jasco], bestehend aus PU 1580, DG 1580-53, LG 1580-02, FP 1520, UV
1575, AS 1550

Thermomixer Comfort [Eppendorf]

Minifold II [Schleicher & Schuell]

Lumi-Imager [Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics]

Verbrauchsmaterialien

EDTA-Monovetten und Kaniilen steril [Sarstedt]

Objekttrager einseitig ganz mattiert 26 x 76 x 1,0 mm [Menzel, Braunschweig]
Deckgléser 24 x 24 mm [Menzel, Braunschweig]

LichroSpher 100 (5Sum) RP-18 250mm x 4mm [Merck]

PP-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml steril [Greiner]

Reaktionsgefafie 0,5ml, 1,5ml, 2ml [Greiner]

Nytran 0,2uM [Schleicher & Schuell]

Protran BA79 0,1uM [Schleicher & Schuell]

Gel-Blotting-Paper GB 002 [Schleicher & Schuell]

Blutentnahmen

Das Blut von Probanden und Patienten wurde mit EDTA-Monovetten entnommen.
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Statistische Betrachtungen

Untersuchungen auf signifikante Unterschiede wurden durchgefiihrt mit dem Wilcoxon-

(Rangsummen)-Test bei gepaarten bzw. abhéngigen Ergebnissen und mit dem Mann-Whitney

U-Test bei unabhéngigen, nicht-normalverteilten Ergebnissen.

7.2 Harnsaure-Bestimmung

Die Harnsdure wurde mit einem kommerziell erhéltlichen Kit der Firma Sigma Diagnostics

(Uric Acid, Procedure No. 686) nach den Angaben des Hersteller bestimmt. Das hierfiir ein-
gesetzte Plasma wurde durch Zentrifugation (Smin, 2000rpm) von EDTA-Blut gewonnen.

7.3  Glutathion-Bestimmung

Puffer A:
1,7g KH,PO4

+ 234mg Na,-EDTA

auf 100ml bidest. Wasser auffiillen

(Lagerung bei 0-4°C, nicht ldnger als 2 Wochen)
Puffer B:

2,175g KoHPO4
+0,234g Na,-EDTA
auf 100ml bidest. Wasser auffiillen
(Lagerung bei 0-4°C, nicht langer als 2 Wochen)

Puffer A+B:
15ml Puffer A + 85ml Puffer B ergibt pH 7,5 (frisch herstellen)

20mM NADPH in 0,5%iger NaHCOs-Ldsung:
18mg NADPH + 1ml 0,5%ige NaHCO;
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0,5%ige NaHCOs:
50mg NaHCOs-Losung auf 100ml bidest. Wasser;

in dunkler Flasche bei 0-4°C aufbewahren

6mM DTNB:
24mg DTNB in 10ml Puffer (A+B) 16sen

im Dunkeln bis zum Gebrauch aufbewahren

Glutathionreduktase-Ldsung:

0,5U GSR/10ul Phosphatpuffer ansetzen

5-SSA:
10%ig: 100g 5-SSA in 1000ml bidest. Wasser
5%ig: 50g 5-SSA in 1000ml bidest. Wasser

Triethanolamin-Losung:

1:1 verdinnen in bidest. Wasser

Vinylpyridin

Die Methode nach Gallagher et al. (1994) erméglichte die Bestimmung von tGSH und GSSG
und somit auch die anschlieBende Berechnung des GSH-Status.

Kiivettenmix: Jede Kiivette enthielt je 10ul NADPH-Losung, 100ul DTNB-Losung und
700ul Puffer A+B. Diese Reagenzien wurden vor der Messung miteinander gemischt und in
einer dunklen Flasche auf Eis bis zum Gebrauch autbewahrt. Pro Kiivette waren des Weiteren
150ul Aquapigest bei der tGSH-Messung und 70ul bei der GSSG-Messung hinzuzufiigen, um
bei den Messungen ein einheitliches Volumen von 1ml zu gewihrleisten.

GSH-Standards: Es wurden Standards der Konzentrationen 32uM, 16uM, 8uM, 4uM, 2uM,

IuM und OpuM hergestellt. Jeweils 20ul wurden daraus flir die Messung zum Kiivettenmix
gegeben und die Extinktion bei 412nm zum Zeitpunkt t=0Omin gemessen. Die kinetische Re-
aktion wurde durch Zugabe von 20ul GSR gestartet: der Ansatz wurde einige Sekunden ge-
mischt und die Extinktion nochmals nach genau 10min gemessen. Die erhaltenen Extinkti-

onsdifferenzen sind direkt proportional zur tGSH-Konzentration in der Probe.
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GSSG-Standards: Es wurden Standards der Konzentrationen 32uM, 16uM, 8uM, 4uM, 2uM,

1uM und OuM hergestellt. Von diesen Losungen wurden jeweils 250ul mit 60ul Triethano-
lamin und 10pl 2-Vinylpyridin versetzt, gemischt und eine Stunde bei 26°C im Thermomixer
derivatisiert. Jeweils 100ul wurden dann zum Kiivettenmix pipettiert, die anschlieBende Mes-
sung ist der der GSH-Standards analog.

Vollblutproben: Zu 1,2ml 10%iger 5-SSA wurden direkt nach der Entnahme 0,3ml EDTA-

Blut gegeben (Verdiinnung 1:5), in fliissigem Stickstoff bei —180°C eingefroren und bis zur
Messung auftbewahrt.

Nach dem Auftauen wurden die Proben bei 13000rpm, 4min und 4°C abzentrifugiert, der
Uberstand zur tGSH- (Verdiinnung 1:10 mit 5%iger 5-SSA, Endverdiinnung 1:50) und
GSSG-Messung (Verdiinnung 1:5 mit 5%iger 5-SSA, Endverdiinnung 1:25) analog den Stan-

dards eingesetzt.

7.4 Malondialdehyd-Bestimmung

Der MDA-Gehalt in Plasmaproben wurde mit den Komponenten eines kommerziell erhiltli-
chen Kits der Firma Sobioda in verdnderter Durchfiihrung bestimmt. Zwei Teile der TBA-
Losung wurden zu einem Teil Perchlorsidurelosung gegeben und davon 80ul zu 10ul Plasma
oder Standard in ein ReaktionsgefdB pipettiert. Das Blutplasma wurde durch Zentrifugation
von Iml Blut bei 2000rpm gewonnen und mit 0,05% t-Butylhydroxytoluol (BHT) in Ethanol
bis zur Messung eingefroren. Der Ansatz wurde nach dem Vortexen lh auf 95°C erhitzt, an-
schlieBend 5min auf Eis gekiihlt und zentrifugiert (2min, 6000rpm). Nach Zugabe von 200ul
Butanol wurde Imin gevortext und 5min bei 6000rpm zentrifugiert. Aus der Butanolphase
wurden 150pul entnommen und in ein HPLC-Vial mit 300ul Einsatz gegeben und vermessen.
Die Identifikation erfolgte {iber die Retentionszeit, die Quantifizierung durch Vergleich der
Peakflachen mit denen externer Standards. Es wurden Doppelbestimmungen mit maximal
neun Proben durchgefiihrt, die direkt vermessen wurden, um eine ausreichende Stabilitit des
Derivats zu gewihrleisten.

Einstellungen HPLC:

Saule: LichroSpher 100 (Sum) RP-18 250mm x 4mm [Merck]

FlieBmittel 57% Phosphat-Puffer (12,5mM Na,HPO4, pH 7,4) mit 43% Methanol, Flow:
Iml/min

Injektionsvolumen: 20ul
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Fluoreszenzdetektor: Extinktion: 532nm, Emission: 553nm

Laufdauer: 5 min, MDA-Peak: 3,2min

7.5 Herstellung einer M;dG-Standard-DNA und Quantifizierung per HPLC

0,1M KH,PO,, pH 4,5

10mM K,HPO,, pH 6,9

IM HCI

KOH

Ethanol

SSCC-Puffer: 10mM Bernsteinsdure Natriumsalz, 5 mM Calciumchlorid, pH 6
Micrococcal Nuklease: 50U, 0,78mg auf 31ul SSCC-Puffer
Spleen phosphodiesterase (SPDE)

Nuklease P;: 310U, 1mg auf 62ul SSCC-Puffer

0,1M Triethylammoniumacetat (TEA), pH 5

Methanol

M.dG, dA, dC, dG, dT

Zur MDA-Herstellung wurden 25mmol Tetramethoxypropan (TMP, 4,09ml) in 25ml 1M HCI
bei 40°C 40min hydrolysiert. Diese Losung wurde mit KOH-Platzchen auf pH 4,5 eingestellt.
0,52ml einer CT-DNA-L&sung (0,5mg/ml in 0,1M KH,PO,) wurden vier Tage bei 37°C mit

25ul der MDA-Losung (= 20mM) und 455ul 0,1M KH,PO, geschiittelt. 0,5ml wurden zur
DNA-Féllung wurde mit Iml Ethanol (-70°C) versetzt, 40 min behandelt und anschlieBend

45min bei 13000rpm abzentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen, die Pellets wieder
mit 1ml 70% Ethanol (-20°C) gewaschen erneut 20min abzentrifugiert. Die Uberstinde wur-
den verworfen, die Pellets getrocknet, in je 0,2ml 10mM K,;HPO,4 aufgenommen, vereinigt
und der DNA-Gehalt bestimmt.

Zum Verdau der DNA zu Desoxynukleotiden wurden 0,5ug DNA mit 1pl MN (1,6U) und
0,5ul SPDE (24mU) zusammengegeben und mit SSCC-Puffer auf ein Gesamtvolumen von
24ul gebracht. Nach 2h bei 37°C wurden 1ul Nuklease P; (5U) hinzugefiigt und iiber Nacht
inkubiert.

Die Konzentrationen an M;dG, dC, dG, dT und dA wurden mittels HPLC quantifiziert.
HPLC-Bedingungen:
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UV-Detektor (Bestimmung von dC, dG, dT und dA): 260nm
Fluoreszenzdetektor (Bestimmung von M;dG): Extinktion: 360nm, Emission: 490nm
Gradient: 0-8min: TEA/Methanol: 90/10
8-9min: TEA/Methanol: 80/20
9-20min: TEA/Methanol: 90/10
Flow: 0,7ml/min
Retentionszeiten:
dC: 4min
dG: 7,6min
dT: 8,8min
dA: 14,3min
M,dG: 16,6min

7.6 M;dG-Bestimmung

10mM K,;HPO, (pH 6,9)
2M NH4(CH;COO)
IM NH4(CH;COO)
PBS: 5 g NaCl
+ 0,25 g KCl
+ 0,72 g Na,HPO,4
+ 0,125 g KH,PO4
auf 500ml mit bidest. Wasser auffiillen; pH-Wert 7,3-7,4; vor Gebrauch auto-
klavieren
PBS-T: PBS mit 0,1% Tween 20
PBS-T mit 5% Milchpulver
PBS-T mit 0,5% Milchpulver
100pg/ml CT-DNA
100pg/ml MDA-behandelte CT-DNA mit 10fmol M;dG pro pg DNA
Antikorper Ziege Anti-Maus-Immunoglobulin HRP conjugated
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M,dG-Standard-Reihe:
Es wurden neun 50ul Standards mit Sug DNA und verschiedenen M;dG-Gehalten hergestellt
(s. Tabelle 7.1).

Tabelle 7.1: Pipettierschema zur Herstellung der im Immunoslotblot eingesetzten Stan-
dards
MDA -behandelte CT-
CT-DNA (100pg/ml) DNA (100ug/ml) M,dG (fmol/pg)
1 50ul Oul 0
2 48ul 2ul 0,4
3 45ul Sul 1
4 40ul 10ul 2
5 35ul 15ul 3
6 25ul 25ul 5
7 20ul 30ul 6
8 10pul 40ul 8
9 Oul 50ul 10

Die Standards wurden gevortext, zentrifugiert (14000rpm, 1min) und 35ul (3,5ug DNA) in
ein Reaktionsgefal3 pipettiert. Nachdem 65ul 10mM K,HPO4 (pH 6,9) hinzugegeben wurden,
wurde erneut gevortext und zentrifugiert (14000rpm, 1min). Nach 20min Ultraschallbadbe-
handlung wurden 150ul PBS zupipettiert, gevortext und Smin auf 99°C erhitzt, anschlieend
fiir mindestens 10min auf Eis gekiihlt. Nach Zentrifugation (14000rpm, 2min) wurden 250ul
2M NH4(CH3COOQO) hinzugefiigt, gevortext, zentrifugiert (14000rpm, 1min) und 142,9ul
(1pg) auf den Nitrocellulosefilter pipettiert.

Proben: Aus Blutproben wurde die DNA mit dem Qiagen QIAamp” DNA Blood Midi Kit
isoliert und in H,Opigest aufgenommen, der DNA-Gehalt mit einem GeneQuant bestimmt und
bei -70°C aufbewahrt. Ein Volumen mit 3,5ug DNA wurde mit 10mM K,;HPO4 pH 7,0 auf
100p1 aufgefiillt und anschlieBend wie bei den Standards verfahren.

Immunoslotblot: Zwei Gel Blotting Paper wurden in 1M NH4(CH3COO) getrénkt und auf die

Minifold-Immunoslotblot-Apparatur gelegt. Der Nitrocellulose-Filter wurde zuerst in
H,Opigest, dann in 1M NH4(CH3COOQO) getrdnkt und anschlieend blasenfrei auf die Gel Blot-
ting Paper gelegt. Die Apparatur wurde zusammengebaut und an eine laufende Wasserstrahl-
pumpe angeschlossen. Es wurden nun 1pug DNA in jeden Slot pipettiert. Jeder Standard und

jede Probe wurden dreifach bestimmt. Nachdem der Filter trocken gelaufen war, wurde jeder
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Slot mit 200ul 1M NH4(CH3COO) gewaschen. Nach Durchsaugen der gesamten Fliissigkeit
wurde das Vakuum noch fiir 20min aufrecht erhalten. Der Filter wurde mit einem Kugel-
schreiber markiert, bei 80°C 1,5h getrocknet und anschlieBend eine Stunde mit 100ml PBS-T
mit 5% Milchpulver geblockt.

Der Filter wurde zweimal 5min mit PBS-T gewaschen und in einem Plastikbeutel mit dem
Primérantikérper (D10A1H9, Verdiinnung: 38800fach in 40ml PBS-T mit 0,5% Milchpulver)
zwel Stunden bei Raumtemperatur und anschliefend {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach er-
neutem dreimaligen Waschen mit PBS-T wurde mit dem Sekundérantikorper (Verdiinnung:
4000fach, 8ul in 32ml PBS-T) wiederum fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran einmal 15min und zweimal Smin mit PBS-T gewaschen.
Nach Inkubation mit dem Chemolumineszenz-Reagenz (LumiGlo, SuperSignal, 1-19min Ex-
positionszeit) wurde die Enzymreaktion am Antikdrper mit einem Lumi-Imager detektiert.
Die DNA-Detektion erfolgte nach drei Stunden Propidium-Iodid-Farbung und 30min Entfér-
bung bei 600nm Emission und 100ms Expositionszeit.

Die Bilder der M;dG- und DNA-Detektion wurden mit der entsprechenden Software ausge-
wertet. Die gemessenen M;dG-Intensititen wurden fiir jeden Standard/Probe auf die jeweilige
DNA-Intensitét bezogen.

Vergleiche der Standardreihe aus der eigenen Derivatisierung mit von R. Singh zur Verfii-
gung gestellten Standards, zeigten zu hohe Intensitdten der eigenen M;dG-Standards. Nach

mehreren Bestimmungen wurden sie um Faktor 2,86 korrigiert.
7.7 Messung von (oxidativen) DNA-Schiiden (Comet Assay)
PBS: 8,0g NaCl
0,2g KCl1
0,2g KH,PO4
1,15g Na,HPOy4
mit bidest. Wasser auf 11 auffiillen und mit 1N NaOH auf pH 7,4 einstellen

NMA: 0,5% in PBS

LMA: 0,7% in PBS
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Lyse-Stammlosung;: 146,1g NaCl
37,2g EDTA
1,2g Tris
in 11 bidest. Wasser 16sen und mit NaOH (ca. 8g) auf pH 10 einstellen
10g N-Laurylsarcosin Na-Salz

Lyse-Gebrauchslosung: 89% Lyse-Stammlosung
1% Triton X-100
10% DMSO

Elektrophoresepuffer: 200g NaOH in 500ml bidest. Wasser
(Stammldsungen) 14,9¢ EDTA in 200 ml bidest. Wasser

Gebrauchslosung:  30ml NaOH-Losung
Sml EDTA-L6sung
auf 11 mit bidest. Wasser auffiillen

Neutralisationspuffer: 48,5g Tris
auf 11 mit bidest. Wasser auffiillen und mit HCI auf pH 7,5 einstellen

Ethidiumbromid Losung:
(Stammlosung) 10mg in 50ml bidest. H,O
(Gebrauchslésung) 100ul Stammlésung + 900ul bidest. H,O

40ul Normal Melting Agarose (NMA) wurden auf einen Objekttriger gegeben und mit der
kurzen Kante eines zweiten Objekttrigers ausgestrichen. Nachdem die Agarose auf dem Ob-
jekttrager getrocknet war, wurde anschliefend zweimal nebeneinander je 65u1 NMA aufge-
tragen und sofort mit einem Deckglas (24 x 24mm) zugedeckt. Die so vorbereiteten Objekt-

triger wurden im Kiihlschrank bei 4°C in einer feuchten Box bis zum Gebrauch aufbewahrt.

6ul der Blutprobe wurden in 1,5ml Reaktionsgefia3e pipettiert, mit 65ul Low Melting Agarose
(LMA) aufgenommen und auf einen vorbereiteten Objekttrager verteilt, bei dem zuvor das
Deckglas entfernt wurde. Die Agarose wurde mit einem Deckglas zugedeckt und auf Eis er-

kalten gelassen.
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Nach Entfernen der Deckglidser wurden die Objekttrager in eine mit eiskaltem Lysepufter
gefiillte Farbekammer gestellt. Die Lysezeit betrug mindestens eine Stunde bei 4°C.
Anschliefend wurden die Objekttrdager in einer Firbekammer dreimal Smin mit je 100ml eis-
kaltem Enzympuffer gewaschen und leicht trocknen gelassen. 50ul Enzymlosung bzw. 50ul
Enzympuffer wurden auf das Gel gegeben, dieses mit einem Deckglas zugedeckt und fiir 30
Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt.

Nach dem Entfernen der Deckgldser wurden die Objekttrager in eine eisgekiihlte Elektropho-
resekammer gelegt, die Kammer mit eiskaltem Elektrophoresepuffer befiillt, so dass die Gele
etwa 0,5cm hoch iiberdeckt waren. Nach 20 Minuten wurde die Spannung eingestellt (25V;
0,89V/cm) und durch Zugabe oder Entnahme von Puffer die Stromstirke auf 300mA regu-
liert. Die Dauer der Elektrophorese betrug 20 Minuten. AnschlieBend wurden die Objekttriger
wiederum in eine Fiarbekammer gestellt, dreimal Smin mit je 100ml eiskaltem Neutralisati-
onspuffer gewaschen, mit 40ul Ethidiumbromid geférbt und mit einem Deckglas bedeckt. Bis
zur Auswertung wurden sie in einer feuchten dunklen Box im Kiihlschrank aufbewahrt.

Pro Deckglas wurden 50 Zellen am Fluoreszensmikroskop ausgewertet. Dabei wurde das
Deckglas mianderformig abgesucht und alle einzelnen, sich nicht {iberdeckenden Zellen ge-
messen. Die Quantifizierung erfolgte tiber die Tail Intensity (% der DNA im Schweif). Bei
den direkten DNA-Schéden wurden zwei Deckgléser, bei den FPG-behandelten 4 Deckglaser
untersucht. Die 50 Zellen pro Deckglas wurden gemittelt und anschlieend die Mittelwerte

gemittelt.
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9

Anhang

9.1 Untersuchung von Probanden und Patienten

9.1.1 Vergleich von Patienten vor HD und Probanden

9.1.1.1 Harnsdure-Bestimmung

Harnsiurekonzentration [uM] im Plasma

Probanden Patienten

198 452
274 253
349 332
311 299
176 323
138 299

493

234

280

173
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9.1.1.2 Glutathion-Bestimmung

GSSG-Konzentration [uM] in Vollblut

Probanden Patienten
24 74
26 66
43 51
48 40
19 35
43 47
59
58
65
35
tGSH-Konzentration [uM] in Vollblut
Probanden Patienten
960 1125
1262 1202
1143 851
1258 555
1238 899
732 1130
1297
1089
917

1320
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9.1.1.3 Malondialdehyd-Bestimmung

MDA-Konzentration [uM] im Plasma
Probanden Patienten
1,81 1,25
1,89 1,60
1,45 1,33
1,45 2,02
1,64 1,83
2,52 1,55
1,19 1,60
1,17 1,20
1,83 2,02
1,66 1,07
1,73 1,72
1,43 2,28
0,82
9.1.1.4 M,;dG-Bestimmung
M,dG-Konzentration [10® Basen]
in Leukozyten
Probanden Patienten
18,57 22,22
18,70 22,55
16,13 23,14
10,58 23,60
21,01
21,74
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9.1.1.5 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

(Oxidative) DNA-Schiiden [TI%] in Leuko-

zyten
Probanden Patienten
direkt FPG direkt FPG
0,38 0,47 0,66 5,23
0,48 0,37 0,28 2,53
0,54 0,54 0,66 3,75
0,53 0,94 1,39 8,35
0,37 0,56 0,78 10,08
0,28 0,57 0,58 1,91
0,17 0,53 0,42 6,39
0,20 0,82 0,35 6,72
0,21 1,31 0,41 5,30
0,31 0,35 0,83 4,42
0,32 1,03 0,88 5,63
0,49 0,90 0,28 5,89
0,41 1,07 0,29 2,91
0,53 0,68 0,25 2,28
0,59 1,11 0,42 5,79
0,38 10,97
0,84 3,68
0,87 4,55
0,72 4,15
1,02 5,15
0,60 7,34
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9.1.2 Patienten wihrend HD

9.1.2.1 Harnsdure-Bestimmung

Harnséure- vor 15° 30 60’ 120° Ende Ende Ende
Kkonzentration HD +10° +20°
[uM] im Plasma
Patient HS 1 452 360 272 292 246 186 145 116
Patient HS 2 253 228 199 172 120 108 99 108
Patient HS 3 332 245 235 192 137 110 122 166
Patient HS 4 299 300 245 220 198 200 126 126
Patient HS 5 323 230 228 176 93 - 86 116
Patient HS 6 300 246 273 250 170 150 142 125
Patient HS 7 494 369 314 225 161 123 82 92
Patient HS 8 234 187 221 151 120 63 85 97
Patient HS 9 280 197 237 181 169 136 96 109
Patient HS 10 173 157 134 120 90 50 50 56
9.1.2.2 Glutathion-Bestimmung

GSSG-Konzentration vor 15' 30' 60’ 120' | Ende | Ende | Ende
[uM] in Vollblut HD +10' | +20
Patient G 1 74 58 47 59 53 49 44 47
Patient G 2 66 38 47 40 89 57 71 26
Patient G 3 51 35 44 45 28 47 51 47
Patient G 4 40 30 37 26 28 - 39 22
Patient G 5 35 26 45 27 46 34 33 33
Patient G 6 47 39 28 26 48 44 37 40
Patient G 7 59 52 47 49 55 47 49 46
Patient G 8 58 58 60 54 57 62 58 57
Patient G 9 74 58 47 59 53 49 44 47
Patient G 10 66 38 47 40 89 57 71 26
tGSH-Konzentration vor 15' 30’ 60' 120’ Ende | Ende | Ende
[uM] in Vollblut HD +10' | +20'
Patient G 1 1125 996 | 1053 | 1087 | 1047 876 1052 1055
Patient G 2 1202 | 1084 | 1053 | 1127 | 1247 1167 1205 631
Patient G 3 851 790 814 820 764 904 848 815
Patient G 4 555 619 732 611 645 - 768 896
Patient G 5 899 875 908 807 954 852 915 848
Patient G 6 1130 983 896 877 938 915 925 985
Patient G 7 1297 | 1196 | 1167 | 1179 | 1063 1146 1279 1188
Patient G 8 1089 990 | 1036 938 993 1054 1054 1066
Patient G 9 918 821 826 757 940 1015 1053 1011
Patient G 10 1320 | 1168 | 1134 | 1259 | 1261 1132 1236 1253
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9.1.2.3 Messung von (oxidativen) DNA-Schiaden (Comet Assay)

DNA-Schiaden vor 15' 30' 60' 120' Ende Ende Ende
[T1%] in Leu- HD +10' +20'
kozyten

Patient D 1 0,34 0,49 0,35 0,33 0,46 0,33 0,28 0,49
Patient D 2 0,38 0,61 0,42 0,53 0,3 0,42 0,78 0,46
Patient D 3 0,25 - 0,44 0,19 0,2 0,16 0,19 0,21
Patient D 4 0,28 0,42 0,46 0,33 0,7 0,38 0,65 0,52
Patient D 5 0,78 - 0,7 0,86 1,03 0,85 0,27 0,5
Patient D 6 0,66 0,67 0,35 0,72 0,46 0,65 - 0,37
Patient D 7 0,28 0,27 0,25 0,26 0,58 0,29 - 0,34
Patient D 8 0,38 0,51 0,54 0,45 0,39 0,83 - 0,71
Patient D 9 0,66 0,33 0,28 0,5 0,55 0,41 - 0,47
Patient D 10 0,42 0,61 0,36 0,71 0,52 - - -
Patient D 11 - 0,79 0,36 0,6 0,44 0,43 - -
Patient D 12 0,71 0,52 0,5 0,48 0,37 0,38 - 0,5
Patient D 13 0,3 0,44 0,46 0,77 0,71 0,36 - 0,46
Patient D 14 0,41 0,46 0,75 0,97 0,24 0,65 - 0,47
Patient D 15 0,83 0,63 0,79 0,48 0,35 0,88 - 0,44
Patient D 16 0,88 0,66 0,38 0,99 0,61 0,34 - 0,71

Oxidative vor 15' 30' 60' 120’ Ende | Ende + | Ende +
DNA-Schiden HD 10' 20'
[T1%] in Leu-

kozyten

Patient D 1 2,33 - 2,22 4 5,77 5,62 2,15 3,93
Patient D 2 3,44 5,92 2,44 3,87 1,41 2,76 1,62 2,08
Patient D 3 5,89 13,83 8,99 8,26 5,50 9,11 5,64 6,55
Patient D 4 10,07 6,35 8,95 11,15 8,66 8,33 14,33 9,65
Patient D 5 5,23 6,44 5,20 5,02 4,64 5,59 - 8,37
Patient D 6 2,53 2,36 3,71 2,67 2,04 2,91 - 1,80
Patient D 7 10,97 13,80 7,81 9,61 11,54 8,38 - 8,48
Patient D 8 3,75 7,52 4,69 4,46 4,60 2,69 - 3,01
Patient D 9 5,79 5,88 4,62 7,78 3,97 2,64 - 4,12
Patient D10 15,13 28,54 10,86 17,24 11,47 6,96 -| 20,86
Patient D 11 2,28 - 1,74 1,44 4,79 1,62 4,73 1,95
Patient D 12 5,78 7,88 6,45 10,58 13,48 7,85 - 6,75
Patient D 13 8,06 8,59 6,08 6,64 12,30 8,01 - 4,05
Patient D 14 5,30 2,16 2,53 3,96 2,75 4,01 - 4,32
Patient D 15 4,42 9,07 2,89 13,95 2,53 4,39 - 2,
Patient D 16 5,63 7,59 3,33 5,75 7,16 4,30 - 5,21
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9.1.3  Untersuchung des Einflusses der Dialysemembranen in einer Cross Over Stu-

die

9.1.3.1 Malondialdehyd-Bestimmung

MDA- Terumo E15 Fresenius F8 Baxter DICEA 170
Konzentration

[uM] im Plasma Median Median Median
vor HD 1,33 1,23 1,55
15’ 1,31 1,21 1,49
30' 1,28 1,21 1,41
60’ 1,25 0,92 1,44
120’ 1,39 1,25 2,01
Ende 1,44 1,38 1,93
Ende + 10' 1,61 1,15 2,27
Ende + 20' 1,44 1,16 1,4

9.1.3.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schiaden (Comet Assay)

(oxidative) DNA- Terumo E15 Fresenius F8 Baxter DICEA 170
Schiiden [T1%] in
Leukozyten Median Median Median

vor HD 0,76 0,76 0,84
vor HD + FPG 3,55 4,62 5,02
15' + FPG 4,75 3,93 5,56
30' + FPG 4,64 4 5,62
60' + FPG 4,81 4,75 5,28
120' + FPG 3,95 4,52 6,17
Ende + FPG 3,72 4,68 6,03
Ende +20' + FPG 4,15 4,2 4,9
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9.1.4  Einfluss der Animiebehandlung mit Ferrlecit™

9.1.4.1 Malondialdehyd-Bestimmung

MDA-Konzentration vor Fe S5min nach Fe 25min nach Fe
[uM] im Plasma HD ohne | HD mit | HD ohne | HD mit | HD ohne | HD mit
Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf.
Patient E1 1,27 2,26 1,38 2,80 1,42 2,87
Patient E2 1,78 1,49 1,79 2,45 1,81 2,94
Patient E3 1,51 1,44 1,39 2,09 1,56 2,26
Patient E4 1,31 1,33 1,65 2,46 1,76 2,43
Patient E5 1,79 1,82 3,14 3,49 3,15 3,30
Patient E6 1,15 0,54 1,96 0,89 1,47 1,35
Patient E7 1,34 1,58 1,30 3,00 1,28 4,01
Patient E8 1,08 3,16 1,35 4,29 1,15 1,46
Patient E9 1,04 1,17 1,24 1,65 0,99 1,65
Patient E10 1,43 0,82 1,05 1,48 1,27 1,57
Patient E11 1,01 0,92 1,02 1,98 0,86 1,66

9.1.4.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schiaden (Comet Assay)

DNA-Schiden [TI%] vor Fe Smin nach Fe 25min nach Fe
- (1
in Leukozyten HD ohne | HD mit | HD ohne | HD mit | HD ohne | HD mit
Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf.

Patient E1 0,57 1,03 1,19 0,32 0,74 0,98
Patient E2 1,40 1,05 1,42 0,52 1,29 1,70
Patient E3 - 0,75 1,53 0,53 1,47 -
Patient E4 0,79 0,69 0,59 0,61 0,45 1,10
Patient E5 0,70 0,82 0,47 0,66 1,15 0,59
Patient E6 0,49 1,06 0,89 0,86 0,40 1,49
Patient E7 0,78 0,68 0,37 1,21 0,55 0,56
Patient E8 1,04 0,40 0,88 0,31 0,78 0,49
Patient E9 0,42 0,69 0,83 0,82 0,64 0.45
Patient E10 0,81 0,70 0,57 0,63 0,72 0,49
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Oxidative DNA- vor Fe Smin nach Fe 25min nach Fe

Schiden [TI%] in o or T D mit | HD ohne | HD mit | HD ohne | HD mit

Leukozyten Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf. Fe-Inf.
Patient E1 4,33 9,42 5,36 7,47 5,78 9,34
Patient E2 5,37 6,32 5,79 6,81 3,84 5,05
Patient E3 6,65 5,61 4,64 4,78 3,40 6,32
Patient E4 6,81 4,11 5,91 4,63 5,65 9,72
Patient E5 6,15 4,94 3,82 5,94 4,06 7,11
Patient E6 3,52 5,03 1,64 3,53 2,12 8,46
Patient E7 4,05 5,71 2,75 3,90 3,72 5,80
Patient E8 4,68 1,56 3,50 3,91 1,80 2,09
Patient E9 1,25 2,91 1,50 4,81 1,60 3,23
Patient E10 3,47 5,48 2,08 2,95 2,69 2,09

9.1.5 Lebererkrankungen und Molecular Adsorbent Recycling System

9.1.5.1 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

Patient 1 1.MARS-Behandlung | 2.MARS-Behandlung
DNA-Schaden
[TI%)] in Leukozy- Mittelwert SD Mittelwert SD
ten

vor MARS 1,03 0,54 0,97 0,46
vor MARS + FPG 7,06 4,77 1,72 0,70
15' 0,59 0,22 0,51 0,06
15' + FPG 1,61 0,91 3,41 3,30
30' 0,35 0,06 0,62 0,18
30' + FPG 1,53 0,41 1,93 0,58
60’ 0,36 0,08 0,72 0,08
60' + FPG 4,43 3,03 1,22 0,41
3h 0,52 0,03 0,48 0,08
3h + FPG 1,10 0,61 1,89 1,15
6h 1,29 0 1,01 0,35
6h + FPG 2,37 0,39 1,89 1,15
Ende 1,09 0,17 1,53 0
Ende + FPG 3,26 2,27 2,24 1,60
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Patient 2 1.MARS-Behandlung | 2.MARS-Behandlung | 3.MARS-Behandlung
DNA-Schaden
[TI%)] in Leukozy- | Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD
ten

vor MARS 1,21 0,38 0,83 0,39 - -
vor MARS + FPG 7,99 4,30 11 1,75 - -
15' 1,24 0,45 0,89 0,26 - -
15' + FPG 7,34 2,35 5,65 2,90 - -
30' 1,23 0,04 1,25 0,73 1,25 0,96
30' + FPG 8,12 6,36 4,99 3,14 14,58 7,67
60' 1,13 0,10 0,95 0,22 1,11 0,27
60' + FPG 6,89 4,80 8,92 3,79 8,65 4,54
3h 0,76 0,15 1,09 0,15 1,06 0,57
3h + FPG 4,82 2,80 5,11 0,81 12,35 9,77
6h 0,97 0,43 2,13 0,98 0,92 0,10
6h + FPG 6,80 3,38 6,32 5,01 12,44 9,67
Ende 2,80 0,83 0,83 0,14 - -
Ende + FPG 5,58 2,84 3,65 2,62 - -

Patient 3 1.MARS-Behandlung | 2.MARS-Behandlung

DNA-Schéiden
[TI%] in Leukozy- | Mittelwert SD Mittelwert SD
ten

vor MARS 0,98 0,29 2,02 0,30

vor MARS + FPG 6,69 1,17 9,57 2,22

15' - - 1,04 0,06

15' + FPG - - 6,40 1,35

30' 1,13 0,53 1,65 0,39

30' + FPG 4,62 1,49 8,63 2,62

60' 1,57 0,83 1,44 0,13

60' + FPG 4,16 2,58 8,83 1,44

3h 0,76 0,07 1,01 0,36

3h + FPG 3,47 0,99 8,99 1,60

6h 1,18 0,02 1,04 0,03

6h + FPG 4,13 1,56 8,22 2,47

Ende 0,92 0,10 1,54 0,50

Ende + FPG 9,46 4,60 5,16 2,19
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Patient 4
DNA-Schiden

1.MARS-Behandlung

2.MARS-Behandlung

3.MARS-Behandlung

[TI%)] in Leukozy- | Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD
ten
vor MARS 2,67 0,27 1,25 0,03 0,39 0,05
vor MARS + FPG 3,71 2 2 0,86 3,11 1,05
15' 1,24 0,44 - - - -
15' + FPG 3,09 1,46 2,93 0,60 - -
30' 0,72 0,13 - - 1,06 0,42
30' + FPG 2,91 1,96 3,91 1,27 2,79 1,14
60’ 2,13 1,65 - - 0,74 0,06
60' + FPG 2,99 1,12 2,62 0,13 3,13 1,29
3h 1,04 0,37 0,59 0,18 0,54 0,01
3h + FPG 5,40 1,09 2,29 1,27 3,16 2,11
6h 1,03 0,41 1,11 0 0,82 0,47
6h + FPG 5,74 2,79 4,34 1,15 3,28 1,55
Ende 1,96 0,61 0,70 0 1,03 0,14
Ende + FPG 423 2,63 2,57 0,39 3,20 0,75
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DNA-Schiden [TI%] in Leukozyten

Patienten mit alkohol-

bedingter Hepato- Patienten vor MARS-
pathie aus Schwarz Behandlung
(2001)
direkt FPG direkt FPG
0,36 2,11 1,00 4,39
0,28 22,67 1,02 9,50
0,27 4,31 1,50 8,13
0,28 4,12 1,44 2,94
0,35 1,99
0,19 2,31
0,28 1,55
0,30 1,68
0,54 0,69
0,16 0,66
0,34 1,43
0,33 1,24
0,50 0,87
0,32 1,70
0,38 3,01
0,95 12,63
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9.1.6 Patienten nach Nierentransplantation

9.1.6.1 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

DNA-Schiaden [T1%] in Leukozyten

Probanden HD-Patienten NTX-Patienten

direkt FPG direkt FPG direkt FPG
0,38 0,47 0,66 5,23 0,46 2,45
0,48 0,37 0,28 2,53 0,75 6,13
0,54 0,54 0,66 3,75 0,61 13,05
0,53 0,94 1,39 8,35 0,73 9,08
0,37 0,56 0,78 10,08 0,39 5,81
0,28 0,57 0,58 1,91 0,79 3,85
0,17 0,53 0,42 6,39 0,28 17,53
0,20 0,82 0,35 6,72 0,81 10,97
0,21 1,31 0,41 5,30 0,59 19,26
0,31 0,35 0,83 4,42 1,53 9,72
0,32 1,03 0,88 5,63 0,53 14,42
0,49 0,90 0,28 5,89 - 9,55
0,41 1,07 0,29 291 0,41 15,73
0,53 0,68 0,25 2,28 - 15,16
0,59 1,11 0,42 5,79 0,75 12,03
0,38 10,97 0,61 5,55
0,84 3,68 0,33 2,78
0,87 4,55 0,36 3,87
0,72 4,15 0,49 3,30
1,02 5,15 0,51 3,57
0,60 7,34 0,34 4,90
0,65 3,49
0,73 12,94
1,27 10,60
0,90 15,14
0,56 4,03
1,13 7,25
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9.1.7 Erste Versuche zur Intervention mit einem flavonoid/polyphenolreichen Misch-

fruchtsaft

9.1.7.1 Malondialdehyd-Bestimmung

MDA-Konzentration [uM] Probanden

im Plasma Mittelwert SD
Woche 1 1,56 0,34
Woche 2 1,43 0,32
Woche 3 1,55 0,46
Woche 4 1,45 0,36

9.1.7.2 Messung von (oxidativen) DNA-Schiden (Comet Assay)

(oxidative) DNA-Schéiden Probanden
[TI%] in Leukozyten Mittelwert SD
Woche 1 3,78 1,12
Woche 1 + FPG 17,14 9,38
Woche 2 2,46 0,64
Woche 2 + FPG 24,73 8,87
Woche 3 1,86 0,82
Woche 3 + FPG 16,44 4,92
Woche 4 1,43 0,77
Woche 4 + FPG 13,36 5,11
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