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Einleitung

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxy-
gen species, ROS) kommen in aeroben
Organismen {iberall und dauernd vor und
haben wichtige physiologische Funkti-
onen, sind aber auch als oxidativer Stress
an unterschiedlichen Krankheitsgesche-
hen beteiligt. Zeitlebens ist der Mensch
oxidativem Stress ausgesetzt. Das wissen-
schaftliche Interesse an ROS und den Ge-
genspielern, den Antioxidantien, ist grof3.
Zahlreiche Ubersichtsarbeiten liegen vor
[8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17]. Mehrere
Mechanismen fithren zur ROS-Bildung im
Organismus (B Abb. 1). Erstens wird ein
Grofiteil des vom Kérper aufgenommenen
Sauerstoffs als Elektronenakzeptor fiir die
Energiegewinnung in den Mitochondrien
umgesetzt. Der weitaus grofite Teil des
Sauerstoffs wird hierbei zwar vollstindig
unter Bildung von Wasser reduziert, je-
doch entstehen durch ,,fehlgeleitete” Elek-
tronen auch unvollstandig reduzierte Sau-
erstoffspezies, wie etwa das Superoxidan-
ionradikal (O,"7), sowie Folgeprodukte, zu
denen Wasserstoffperoxid oder das Hy-
droxylradikal gehoren. Zweitens existieren
zahlreiche Oxidoreduktasen, also Enzyme
wie Dehydrogenasen, Oxidasen und &hn-
liche, die im Rahmen normaler physiolo-
gischer Prozesse zur Bildung von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies beitragen.
Drittens werden bei Entziindungsprozes-
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Abb. 1 « Schematische
Darstellung der Bil-
dung und Vernetzung
von reaktiven Sauer-
stoff- und Stickstoff-
Spezies in biolo-
gischen Systemen. In
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der Immunabwehr reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffverbindungen zur Vernich-
tung von Mikroorganismen abgegeben.
Viertens hat die Einwirkung einer Vielzahl
exogener Noxen und Umwelteinfliisse —
beispielsweise von UV-Strahlung, Luftver-
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oxiddismutase

schmutzung (Ozon, Stickstoffoxide, ver-
schiedene Staube), aber auch einiger Me-
dikamente und Industriechemikalien — die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zur
Folge.

Aerobe Lebewesen verfiigen iiber Me-
chanismen zum Schutz vor oxidativer



Zusammenfassung

Schidigung. So kénnen ROS und reaktive
Stickstoffspezies (RNS) inaktiviert, die
Bildung dieser Spezies vermindert oder
die verursachten Schidden repariert wer-
den (B Tabelle 1a und 1b).

Unter normalen physiologischen Be-
dingungen herrscht ein Fliefigleichge-
wicht zwischen ,,oxidativen und ,,antioxi-
dativen® Prozessen. Eine Auslenkung
dieses Gleichgewichtes zugunsten der Bil-
dung von oxidativ wirksamen Molekiilen
(Oxidantien) sowie der die Bildung von
Oxidantien férdernden Vorstufen, der
Prooxidantien, wird als ,,oxidativer Stress*
bezeichnet [18]. Ein solcher Zustand kann
sowohl durch vermehrte Bildung von
Prooxidantien als auch durch Verlust an
Konzentration oder Aktivitit von Anti-
oxidantien hervorgerufen werden. Oxida-
tiver Stress kann zu strukturellen Modifi-
kationen korpereigener Molekiile fithren,
was den Verlust bestimmter Funktionen
von Proteinen, Lipiden und DNA sowie
Gewebeschéddigungen nach sich ziehen
kann. Oxidativer Stress ist die Ursache fiir
akute Reperfusionsschadigungen [19] und
akute Lungenschidigung nach Inhalation
von reinem Sauerstoff [12]. Dariiber hi-
naus ist oxidativer Stress mit der Entste-
hung zahlreicher chronischer Krank-
heiten, z. B. Krebs-, Herz-/Kreislauf-, neu-
rodegenerativen und vielen anderen
Erkrankungen assoziiert (8 Tabelle 2) [18,
20, 21, 22, 23, 24, 25]. Dabei ist bis heute
unklar, inwieweit ein ursichlicher Zusam-
menhang besteht [26].

In der Toxikologie gehdren der oxida-
tive Stress und die Lipidperoxidation zu
den grundsitzlichen Mechanismen che-
misch-induzierter Zellschiddigungen [27].
Untersuchungen bei Arbeitsplatz-expo-
nierten Personen zeigen nicht selten Asso-
ziationen zwischen Schadstoffexposition
und oxidativem Stress [28, 29, 30, 31]. Des-
wegen ist die Frage von Interesse, ob auch
Umwelteinfliisse das Risiko fiir oxidative
Schidigungen erhdhen konnen [7, 32, 33,
34, 35] und ob ein Schidigungsrisiko diag-
nostisch erfassbar ist [7, 32, 36]. Insgesamt
besteht in der Medizin grofles Interesse an
Methoden zur Abschitzung oder gar Be-
stimmung des Ausmafles an oxidativem
Stress im Korper oder in einzelnen Kom-
partimenten. Diese Problematik ist jedoch
sehr komplex, was durch eine Vielzahl re-
aktiver, oxidativ wirkender Molekiile be-
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Zusammenfassung

Die Zahl der wissenschaftlichen Arbeiten,
die sich mit dem Thema, oxidativer Stress"”
befassen, wachst stetig. Reaktive Sauer-
stoff- und Stickstoffspezies (ROS/RNS), die
im Falle ihrer ilbermaRigen Bildung den
Zustand des,oxidativen Stresses” hervor-
bringen kénnen, werden sowohl im
menschlichen Korper gebildet als auch von
aufBen aufgenommen und kdnnen korper-
eigene Molekiile schadigen. Aufgrund von
Daten, die eine Assoziation der Bildung
von ROS/RNS mit zahlreichen Erkran-
kungen (Krebs-, Herz-/Kreislauf-, neurode-
generative Erkrankungen, sowie Diabetes
mellitus, altersbedingte Makuladegenera-
tion der Netzhaut) gezeigt haben, wird
vermutet, dass ROS/RNS bei der Entste-
hung und Entwicklung dieser Krankheits-
bilder eine wichtige Rolle spielen. Auch im
Zusammenhang mit Umweltbelastungen
wird in letzter Zeit die Beteiligung von
oxidativem Stress diskutiert. Die Vermu-
tung eines ursachlichen Zusammenhangs
ist jedoch noch immer lediglich eine
wissenschaftliche Arbeitshypothese, denn
trotz jahrzehntelanger Forschung gibt es
wenige verlassliche Aussagen zu den ge-
nauen molekularen Mechanismen, die der
Bildung von ROS/RNS im Verlauf der ge-
nannten Erkrankungen sowie einer mog-
lichen urséchlichen Beziehung zugrunde
liegen. Es ist weiterhin unklar, welche der
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zahlreichen reaktiven Spezies, die sehr
unterschiedliche chemische Eigenschaften
besitzen, und welche der noch diverseren
potenziellen Antioxidantien unter welchen
Bedingungen von Relevanz fiir die Ent-
stehung oder den Verlauf der jeweiligen
Erkrankung sind. Trotz dieser Probleme
und Unklarheiten wurden in den letzten
Jahrzehnten zahlreiche Marker und
Methoden zur Diagnostik des Zustandes
L,Oxidativer Stress” etabliert. Die vorlie-
gende Arbeit gibt einen Uberblick tiber
verfiigbare Messverfahren und halt aus
methodischer Sicht folgende Verfahren fiir
praktikabel: (i) Bestimmung von DNA-
Schadigungsmarkern (8-Oxo-7,8-dihydro-
2'-desoxyguanosin) im Urin mithilfe von
LC-MS, GC-MS, (ii) Bestimmung der Kon-
zentration von Markern fiir die oxidative
Lipidschadigung [8-Isoprostan (GC-MS)]
und Malondialdehyd in Plasma/Urin (HPLC,
GC-MS), (iii) die Bestimmung der Konzen-
tration von Antioxidantien (Vitamine C, E).
Jedoch kommt die Kommission des Robert
Koch-Instituts,,Methoden und Qualitatssi-
cherung in der Umweltmedizin“ zu dem
Schluss, dass beim derzeitigen Kenntnis-
stand weitere Studien erforderlich sind,
bevor Messergebnisse im individualmedi-
zinischen Bereich bei umweltmedizi-
nischen Fragestellungen sinnvoll interpre-
tiert werden konnen.
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dingt ist, die eine sehr unterschiedliche
Spezifitit und Reaktivitit gegeniiber po-
tenziellen Zielmolekiilen aufweisen. Da-
beikonnen sie unterschiedliche chemische
Modifikationen an den Zielmolekiilen
verursachen. Gemaf3 obiger Definition
des ,,oxidativen Stresses” existieren prinzi-
piell 3 diagnostisch-analytische Herange-
hensweisen, ndmlich zum einen die Be-
stimmung der Bildung reaktiver Spezies,
zweitens die Bestimmung des Gehaltes an
Antioxidantien im untersuchten Kompar-
timent sowie drittens die Analyse von

Schidden und Folgeprodukten der Einwir-
kung von ROS/RNS.

Die Messung reaktiver Molekiile in
Korpergewebe oder Fliissigkeiten gestaltet
sich wegen ihrer meist sehr niedrigen
Konzentrationen und ihrer kurzen Le-
bensdauer schwierig. In @ Tabelle 3 sind
ausgewihlte Radikale und ihre Halbwerts-
zeiten aufgelistet. Es wird im Allgemeinen
versucht, die Konzentrationen und Akti-
vitdten einzelner Antioxidantien und Fol-
geprodukte des oxidativen Stresses zu
identifizieren und zu analysieren. Aller-

Tabelle1a

Menschen

Plasma (U/ml)

Endogene enzymatische Antioxidantien im Plasma und Erythrozyten beim

Rote Blutkorperchen
(U/1010 Zellen)

Endogene nichtenzymatische Antioxidantien im Plasma beim Menschen

dings ist die Aussage solcher Messungen
unter Umstédnden nicht eindeutig, da viele
oxidative Modifikationen im Korper er-
kannt und repariert werden konnen. Da-
riiber hinaus konnen oxidativ modifizierte
Molekiile weiter reagieren, abgebaut und
ausgeschieden werden.

Die Zahl neuer Marker und Methoden
zur Erfassung des oxidativen Stresses beim
Menschen wichst stetig. @ Tabelle 4 listet
nur einige der in wissenschaftlichen Ar-
beiten eingesetzten und von verschie-
denen Labors fiir die medizinische Diag-
nostik angebotenen Marker und Metho-
den auf.

In der vorliegenden Arbeit soll auf
Marker des oxidativen Stresses eingegan-
gen, und die Vor- und Nachteile der ver-
fiigbaren Methoden sollen insbesondere
unter dem Aspekt der diagnostischen
Aussagekraft diskutiert werden.

Katalase 1139 3800-5400 . ..

Definitionen
Superoxiddismutase 5-20 550-800
Glutathionperoxidase 0,4 7,8-10,6 Oxidativer Stress: Zustand, der durch ei-
Glutathiondisulfid-Reduktase 0,03 2,7-3,7 ne Verschiebung des Fliefigleichge-
Glutathion-S-Transferase 0.005 15-25 wichtes zwischen oxidativ wirksamen

Molekiilen (Oxidantien, Prooxidantien)

el SR e und antioxidativ wirksamen Molekiilen
Nach Referenz [90] (Antioxidantien) im Organismus zuguns-
Tabelle 1b

Konzentration Optimale Empfohlene Obere tdgliche Zufuhrmenge
im Plasma (pM) Plasma- tagliche Zufuhr Zufuhrmenge mit bekannten
konzentration ohne unerwiinschte Nebenwirkungen
(pM) Wirkungen
Lipidlésliche Antioxidantien
a-Tocopherol 12-46 >30 12-15mg 200 mg >800 mg
oder Aquivalente
B-Carotin 0,04-2,26 >04 2-6mg 10 mg >20mga
a-Carotin 0,02-0,47
Lycopin 0,05-1,40 >0,4
Coenzym Q10 0,3-4,4 30mg
Wasserldsliche Antioxidantien
Ascorbinsaure 37-121 >50 100 mg 1000 mg
Spurenelemente
Selen 24-204 pg/L >50 pg/L 30-70 ug 400 pg >600 ug
Zink 7-10 mg 30mg >110 mg

1 mg Retinol-Aquivalent = 1 mg Retinol = 6 mq all-trans-B-Carotin; nach Referenz [90, 126], a héhere Dosen an B-Carotin als 20 mg/Tag (Studiendauer
5-8 Jahre) oder 30 mg/Tag (Studiendauer 5,5 Jahre) zeigten, dass unter bestimmten Voraussetzungen (starkes Rauchen, erhéhter Alkoholkonsum oder Asbes-
texposition) das Lungenkrebsrisiko erhéht wird.
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Tabelle2

Herz-/Kreislauf-Erkrankungen

Erkrankungen, die mit oxidativem Stress assoziiert sind

Arteriosklerose, Kardiotoxizitat des Adriamycins
(Doxorubicin), Alkohol-Kardiomyopathie, Ischamie/
Reperfusionsschaden, ischamische Herzkrankheiten

Krebserkrankungen

Erkrankungen des Schadel-Hirn-Trauma, inflammatorische Myopathie,

Nervensystems apoplektischer Insult, neurodegenerative Erkrankungen
(Alzheimer-Erkrankung, Parkinson-Krankheit, amyotrophe
Lateralsklerose)

Erkrankungen der Augen Altersbedingte Makula-Degeneration (AMD), Katarakt

Diabetes mellitus

Erkrankungen des Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, Pankreatitis,

Verdauungstraktes alkoholische Leberzirrhose, Hepatitis, Fettleber

Hauterkrankungen Kutane Porphyrien, UV-induzierte Hautschadigung

Lungenerkrankungen Lungenemphysem, Asthma, Asbestose, bronchopulmo-

nale Dysplasie

Blutkrankheiten

Fanconi-Anamie, Sichelzellenanamie, erythropoetische
Protoporphyrie

Infektionen

Allergische/lmmunologische
Erkrankungen

Nach:[18,19,21,22,23]

Atopisches Ekzem, rheumatische Arthritis

Tabelle3

Reaktive Spezies

Ausgewabhlte freie Radikale und reaktive nichtradikalische Spezies

Halbwertzeit (sec, bei 37°C)

Radikale

HO*® (Hydroxylradikal) 10°°

RO* (Alkoxylradikal) 1076

ROO* (Peroxylradikal) 7

0,° (Superoxidanionradikal) Enzymatisch reguliert
NO* (Stickstoffmonoxid) 1-10

NO*, (Stickstoffdioxid)

Q°~ (Semichinonradikale, etwa aus Zigarettenteer) Tage

H,0, (Wasserstoffperoxid)

Reaktive nichtradikalische Spezies

Enzymatisch reguliert

10, (Singulettsauerstoff) 1076 (in H,0)
HOCI (hypochlorige Saure)
ONOO™ (Peroxynitrit) 1(pH7,4)

05 (Ozon)
Nach Referenzen [127, 128, 129]

ten der Ersteren charakterisiert ist und in
dem im menschlichen Kérper anfallende
reaktive Spezies nicht ausreichend durch
Antioxidantien neutralisiert werden kon-
nen.

Prooxidantien: biologische, chemische
oder physikalische Noxen, exogene und
endogene Molekiile, die die Bildung reak-
tiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies for-
dern.
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Reaktive Sauerstoffspezies (,reactive
oxygen species®, ROS): unter physiolo-

gischen Bedingungen reaktive, sauerstoff-
haltige Molekiile.

Reaktive Stickstoffspezies (,reactive
nitrogen species, RNS): unter physiolo-

gischen Bedingungen reaktive, stickstoff-
haltige Molekiile.

Freie Radikale: chemische Spezies
(Atome, Molekiile, Ionen), die ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen besitzen
und daher chemisch hochreaktiv sind.

Antioxidantien: Substanzen (Proteine,
Peptide, niedermolekulare Verbindungen),
die bei niedrigen Konzentrationen (im
Vergleich zu oxidierbarem Substrat, z. B.
korpereigenen Molekiilen) die Oxidation
dieses Substrats signifikant verlangsamen
oder verhindern kénnen [37].

Endogene antioxidative Faktoren: en-
dogene antioxidative Schutzsysteme wie
Enzyme, funktionelle Proteine, Peptide,
niedermolekulare Metabolite.

Exogene antioxidative Faktoren: mit
der Nahrung aufgenommene direkt oder
indirekt antioxidativ wirkende Substan-
zen (Vitamine wie Vitamin C und E, Ca-
rotinoide, Polyphenole einschliefllich der
Flavonoide, sowie eine Reihe weiterer se-
kunddrer Pflanzeninhaltsstoffe, die die
Wirkung von prooxidativen Faktoren ver-
mindern kénnen).

Antioxidative Kapazitit: Kumulative
Fahigkeit und Effektivitdt der in einem
untersuchten System vorliegenden Ver-
bindungen, eine bestimmte reaktive Spe-
zies zu neutralisieren.

Antioxidantienstatus: Konzentration/
Aktivitat einzelner endogener und exo-
gener antioxidativ wirkender Molekiile.

Endogene und exogene
Modulatoren des Gleichgewichtes
zwischen Pro- und Antioxidantien

Bei zahlreichen Erkrankungen wurden
oxidative Veranderungen verschiedenster
Art an biologisch bedeutsamen Makro-
molekiilen nachgewiesen. Ob diese Modi-
fikationen und die ihnen zugrunde liegen-
de Bildung von ROS/RNS eine wichtige
Rolle in der Pathogenese dieser Erkran-
kungen spielen oder ob sie lediglich eine
Begleiterscheinung sind, ist im Einzelfall
umstritten und bleibt zu klaren.
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Tabelle4

Marker

8-0xo-7,8-dihydro-2'-
desoxyguanosin
8-Oxodihydroguanin

Probenmaterial

a) Marker der oxidativen DNA-Schddigung

Urin,
isolierte Zellen
(z. B. Lymphozyten)

Methoden

HPLC-EC, GC-MS,
HPLC-MS, HPLC-MS-MS

Marker zur Erfassung des oxidativen Stresses

Kommentar

Geeignete Methoden, besonders fiir Urinproben
Weitere Standardisierung empfehlenswert

Etheno-Addukte,
(1,NS-Ethenoadenin,
1,N6-Etheno-2'-
desoxyadenosin,
3,N*-Etheno-2"-
desoxycytidin)

Urin

HPLC-MS-MS,
32P-Postlabelling/HPLC

Maglicherweise geeignete Methoden, besonders fiir
Urinproben
Weitere Standardisierung notwendig

Oxidierte Purin-,
Pyrimidinbasen

Isolierte Zellen
z.B. Lymphozyten)

Comet-Assay, DNA-Ent-
windung mit Einsatz von
DNA-Reparaturenzymen

Fiir wissenschaftliche Zwecke geeignet

GrofBe Varianz von Werten zwischen verschiedene
Methoden und Laboratorien, magliche artifizielle
Bildung von oxidativen DNA-Schaden wahrend der
Zellisolierung, Lagerung und Probenaufbereitung

Carbonylgruppen

b) Marker der oxidativen Proteinschddigung

Plasma/Serum/Gewebe

DNPH-Derivatisierung,
gefolgt von HPLC oder
immunchemischer
Detektion

Sehr grof3e Varianz von Werten zwischen verschiedenen
Methoden und Laboratorien [130]

Weitere Standardisierung der Probenaufbereitung not-
wendig

Oxidierte Thiol (SH)-
Gruppen,
Methioninsulfoxidreste
in Proteinen

Gewebe, isolierte Zellen,
Plasma/Serum

Derivatisierung + Spektro-
photometrie

Fiir wissenschaftliche Zwecke geeignet

Magliche artifizielle Oxidation wahrend der Zellisolie-
rung, Lagerung und Probenaufbereitung

In vivo rasche Reparatur der oxidierten SH-Gruppen
moglich

Tyrosindimere

Plasma/Serum, Urin,

HPLC mit Fluoreszenz-

Fiir wissenschaftliche Zwecke geeignet

und Leucin,
Oxidationsprodukte
des Lysins (Aminoadi-
pat-Semialdehyd)

Fluoreszenzdetektion,
GC-MS,
immunologische
Methoden

Gewebe, atherosklero- detektion, Eventuell ein typisches Produkt der durch Myeoloperoxi-
tische Plaques GC-MS dase (aktivierte Neutrophile) induzierten Oxidation von
Tyrosin
In der Praxis kaum erprobt
Hydroxyliertes Valin Plasma Derivatisierung, HPLC mit  Fiir wissenschaftliche Zwecke geeignet

In der Praxis kaum erprobt

¢) Marker der oxidativen Lipidschddigung

Lipidhydroperoxide Plasma/Serum, Serum- HPLC mit Chemilumines- Selten eingesetzt
fraktionen, Gewebe zenzdetektion mit Nach- Magliche artifizielle Bildung von Lipidhydroperoxiden
saulenderivatisierung oder Abbau wahrend Probenlagerung und -aufberei-
tung maglich
Isoprostane Urin, Plasma/Serum, GC-MS, Geeignete Methode (Urin/Plasma)
Serumfraktionen, immunologische Fiirimmunologische Methoden weitere Standardisie-
Gewebe, Atemkondensat ~ Methoden rung notwendig
HPLC-MS-MS
Malondialdehyd Urin, Plasma/Serum, HPLC mit UV/Vis oder Bei standardisierter Probenaufbereitung (Plasma/Urin),
Serumfraktionen, Gewebe  Fluoreszenzdetektion HPLC bzw. GC-MS eine relevante Methode
GC-MS
Oxidiertes LDL Serumfraktion ELISA Potenziell geeignete Methode

Weitere Standardisierung notwendig
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Tabelle4

Marker zur Erfassung des oxidativen Stresses

Marker Probenmaterial Methoden Kommentar
Ethan, Pentan Atemluft GC, Cavity-Leak-Out- Selten eingesetzte Methode

Spektroskopie Weitere Standardisierung notwendig
d) Marker der antioxidativen Kapazitdt
Endogene Antioxidan- Plasma/Serum, Serum- Enzymatische Aktivitats- Messmethoden gut etabliert
tien: fraktionen, Gewebe messungen Da verschiedene inflammatorische Mediatoren ein-
Superoxiddismutase Immunochemische schlieBlich ROS/RNS die Expression bzw. Aktivitat dieser
(SOD) Methoden, Enzyme erhdhen konnen, ist eine eindeutige Interpreta-
Katalase, Glutathion- Derivatisierung und tion von Werten schwierig [131, 132, 133], z. B. falls er-
peroxidase, Gesamt- Photometrie oder HPLC hohte Aktivitat von diesen Enzymen gemessen wird,
thiole, (Thiole) kann man diesen Befund positiv interpretieren — guter
Glutathion (GSH) antioxidativer Schutz, oder negativ - erhohte Produkti-
Glutathiondisulfid- on von ROS/RNS oder Entziindungsprozess
Reduktase
Nutritive Antioxidan- Urin, Plasma/Serum, HPLC Messmethoden gut etabliert
tien: Serumfraktionen, Gewebe Erniedrigte Werte liefern einen Hinweis auf Mangelzu-
Tocopherole, Carotinoi- stande und erhdhtes Potenzial fiir oxidative Schadigung
de, Ascorbinsaure,
Spurenelemente (Se,
Zn) AAS

Gesamte antioxidative
Kapazitat:
TRAP

Urin, Plasma/Serum,
Serumfraktionen, Gewebe

Fluorimetrie, Spektro-
photometrie, Chemilu-
mineszenz

Messmethoden gut etabliert
Pathobiochemische Relevanz nicht geklart
Siehe Text fiir weitere Bewertung

ORAC
TEAC
FRAP
PCL

Blut-/Serumproben sollten als Niichternblut entnommen werden. EC elektrochemische Detektion; GC Gaschromatographie; HPLC Hochleistungs-Fliissigchro-
matographie; MS Massenspektrometrie; AAS Atomabsorptionsspektrometrie; DNPH Dinitrophenylhydrazin

Inflammatorische Prozesse

Die erhohte Produktion von ROS/RNS im
Zuge inflammatorischer Prozesse, die
wiederum an der Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen beteiligt sind, ist gut doku-
mentiert [38]. Einerseits werden im Ver-
lauf des Entziindungsprozesses reaktive
Spezies gebildet, etwa durch aktivierte
Leukozyten im Zuge der Biosynthese von
Prostaglandinen und Leukotrienen, oder
vermittelt durch proinflammatorische Zy-
tokine wie TNF-q, IL-1 und y-Interferon.
Diese stimulieren die Expression von En-
zymen, die an der Entstehung reaktiver
Spezies beteiligt sind, beispielsweise der
induzierbaren Stickstoffmonoxid-Syntha-
se (iNOS), die mit der Biosynthese von
Stickstoffmonoxid (NO®) die Vorausset-
zung fiir die Bildung weiterer RNS, etwa
des Peroxynitrits (ONOO™), schaffen.
Umgekehrt wird unter Einwirkung von

ROS/RNS die Synthese sowohl von Ent-
ziindungsmediatoren wie IL-1, IL-6 und
TNF-a als auch von inflammatorischen
Enzymen wie Cyclooxygenase-2 gefordert
[39]. Bei ausgeprégter Entziindung kommt
es oft zu lokaler Gewebeschadigung und
Zelltod, Ereignisse, die wiederum die Pro-
duktion von ROS/RNS anregen kénnen.
Auf diese Weise ergibt sich eine enge Ver-
zahnung zwischen Entziindungsprozess
und erhohter Produktion von ROS/RNS.

Wirkung von Antioxidantien bei
inflammatorischen Prozessen

Trotz solcher experimenteller Befunde ist
die antiinflammatorische Wirkung von
bekannten Antioxidantien wie der Vita-
mine C und E - sofern tiberhaupt nach-
weisbar - sehr gering, was auf mehrere
Faktoren zuriickzufiihren ist. Zum einen
ist die Ansicht, exogen applizierte Anti-
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oxidantien konnten beim Menschen alle
ROS/RNS komplett neutralisieren, irre-
fithrend. Tatsdchlich kann wegen der ho-
hen Reaktivitit und recht kurzen Lebens-
dauer der ROS/RNS und der begrenzten
maximal erreichbaren Antioxidans-Kon-
zentrationen im Zielgewebe nur ein klei-
ner Teil der ROS/RNS durch ein be-
stimmtes exogenes Antioxidans neu-
tralisiert werden. Zweitens ist nicht
auszuschliefSen, dass ein Antioxidans —
aufgrund der einfachen Tatsache, dass es
sich um ein redoxaktives Molekiil handelt
- im Zielgewebe tatsdchlich als Pro-
oxidans in Erscheinung tritt, was dem in-
tendierten Nutzen entgegensteht. Drittens
sind zahlreiche ,,nicht-antioxidative“ Wir-
kungen von Antioxidantien beschrieben
worden, wie beispielsweise die Modulati-
on zelluldrer Signalwege, die im Wider-
spruch zu einer antiinflammatorischen
Wirkung stehen konnten.
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Es ist somit festzustellen, dass der heu-
tige Wissensstand zu den zwischen ROS/
RNS und Entziindungsprozess existie-
renden Regelkreisen sowie zur tatsach-
lichen Wirkungsweise von Antioxidantien
im Zielgewebe noch zu liickenhaft ist, um
Bedingungen beschreiben zu konnen, die
einen gezielten Einsatz von Antioxidan-
tien zur Entziindungskontrolle erlauben.

Umwelteinfliisse

Neben endogenen Faktoren wie Entziin-
dungsmediatoren tragt eine Vielzahl exo-
gener Noxen sowohl direkt als auch indi-
rekt, beispielsweise iiber das Auslosen
entziindlicher Prozesse, zur Entstehung
oxidativer Schdden bei.

Zu den bekanntesten Faktoren gehoren
Umwelteinfliisse, wie die ultraviolette
(UV) Strahlung der Sonne, Réntgen- und
ionisierende Strahlung sowie Luftver-
schmutzung (Ozon, Feinstaub, Stickstoff-
oxide) [5, 40, 41, 42]. Viele dieser Noxen
wirken organspezifisch. So verursachen
die ultravioletten Anteile der Sonnen-
strahlung (UV-B, 280-320 nm; UV-A,
320-400 nm) hauptsichlich eine Schidi-
gung von Haut und Augen. UV-B und
UV-A sind verantwortlich fiir eine Reihe
pathologischer Phdnomene der Haut wie
entzlindliche Reaktionen, Immunsup-
pression, Induktion von Hauttumoren,
Photodermatosen und Lichtalterung der
Haut. Unter Lichteinfluss und unter Betei-
ligung endogener (z. B. Porphyrin-Deri-
vate) sowie exogen applizierter (z. B. Te-
trazykline) Photosensibilisatoren gebil-
dete ROS (wie O,°7), Singulettsauerstoff
(*O,), sind mitverantwortlich fiir Lipid-
peroxidation, Zellschadigung und Initia-
tion sowie Verstarkung inflammatorischer
Prozesse in der Haut [43, 44, 45, 46].

Auch Ozon kann Schadwirkung auf die
Haut austiben. So fithren hohe Ozonkon-
zentrationen (10 ppm) zur Depletion von
Antioxidantien wie des a-Tocopherols
(Vit. E) und der Ascorbinsaure (Vit. C) im
Stratum corneum der Haut [47]. Deutlich
niedrigere Ozonkonzentrationen (0,4 ppm,
2 Stunden) waren hingegen ausreichend,
um entziindliche Reaktionen in der Lunge
[48] und erhohte Konzentrationen eines
Markers der oxidativen Lipidschadigung
(8-Isoprostan) in der Ausatemluft zu initi-
ieren [49].

Die Wirkung von Partikeln auf die
Atemwege hingt neben der chemischen
Zusammensetzung der Partikel auch von
der Grofle der Partikel ab: Je kleiner ein
Partikel ist, desto tiefer kann es in die
Atemwege und von dort in das Lungenge-
webe eindringen. Makrophagen nehmen
die Partikel in den Alveolen auf und trans-
portieren sie in das Lungengewebe. Dort
induzieren die Makrophagen einen Ent-
ziindungsprozess. Hinsichtlich der mole-
kularen Mechanismen ist eine sehr enge
Verbindung zwischen Entziindung, oxi-
dativer Schadigung und Zytotoxizitit fest-
zustellen. Mogliche Mechanismen der
Forderung der Bildung von ROS/RNS un-
ter Einwirkung von Feinstaub und Ultra-
feinstaub sind in einer Ubersichtsarbeit
zusammengefasst worden [50]. In der Tat
steht urbane Luftverschmutzung, die auf
Belastung mit Ozon, Feinstaub oder Stick-
stoffoxiden beruht, mit messbarer oxida-
tiver Schadigung von Biomolekiilen so-
wohlin Zellen des respiratorischen Traktes
[gemessen als zur Bildung von 8-Oxo-7,8-
dihydro-2'-desoxyguanosin (8-oxo-dG)
fuhrende DNA-Schiadigung] als auch sys-
temisch (gemessen als Konzentration von
Lipidperoxidationsprodukten im Blut) in
Zusammenhang [51].

Auch Lebensstilfaktoren beeinflussen
das Gleichgewicht zwischen Pro- und An-
tioxidantien. Zigarettenrauch enthalt che-
misch reaktive und oxidativ wirksame
Stoffe, deren Beteiligung zum Beispiel
auch an der Pathogenese der Arterioskle-
rose diskutiert wird [52, 53]. Rauchen er-
hoht die einzelnen Marker des oxidativen
Stresses in unterschiedlichem Mafle, wo-
bei sowohl primére Prozesse (oxidativ
wirksame Stoffe) als auch sekundare Pro-
zesse (Entziindung der Atemwege) eine
Rolle spielen konnen [54, 55, 56, 57 58].
Auch korperliche Aktivitit erhoht ver-
schiedene Marker des oxidativen Stresses.
Gleichzeitig induziert sie protektive Me-
chanismen, sodass anschlieflend die Sus-
zeptibilitat fir oxidative Schiadigung
abnehmen kann [59, 60, 61, 62, 63, 64].
Dahingegen kénnen durch Rotweinkon-
sum die Marker des oxidativen Stresses
erniedrigt werden [65, 66, 67].

Zu den exogenen Faktoren, die das
Pro-/Antioxidans-Gleichgewicht im Or-
ganismus oder in einzelnen Geweben be-
einflussen kénnen, zahlen neben Umwelt-
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einfliissen schliefSlich auch einzelne Medi-
kamente sowie toxische Chemikalien [27],
die oxidative Prozesse direkt oder indi-
rekt, wie z. B. iiber eine Glutathion-Ver-
armung der Zellen, initiieren koénnen.
Bekannte Stoffe sind Paracetamol (Acet-
aminophen), verschiedene Alkohole,
Tetrachlorkohlenstoff, das Herbizid Para-
quat oder einige Schwermetalle [68, 69,
70,71, 72].

Zusammenfassend kann gesagt wer-
den, dass eine erhohte Produktion von
ROS/RNS im menschlichen Korper oft
sekundar als Folge entziindlicher Prozesse
oder der Einwirkung exogener Noxen auf-
tritt. Weiterhin spielt auch der Lebensstil
eine wichtige Rolle. Von einigen Autoren
wird die Bildung von ROS/RNS sowie von
Produkten der Interaktion dieser Spezies
mit kérpereigenen Molekiilen als ,,Surro-
gat-Marker® fiir diese Prozesse herange-
zogen.

Nachweis eines Ungleich-
gewichtes zwischen Pro- und
Antioxidantien-Marker fiir
oxidativen Stress

DNA-Schadigung

Durch DNA-Schidigung entstehende
Verbindungen wie 8-Oxo-7,8-dihydro-2'-
desoxyguanosin (8-oxo-dG) und 8-Oxo-
dihydroguanin (8-oxo-Gua) oder Etheno-
Addukte von DNA-Basen (z.B. 1,N¢-
Ethenoadenin) und Nukleosiden (z.B.
1,N¢-Etheno-2'-desoxyadenosin, 3,N4-
Etheno-2'-desoxycytidin) haben sich als
Indikatoren fiir oxidativen Stress erwiesen
und wurden in verschiedenen Zellen und
im Urin identifiziert [73, 74]. 8-oxo-dG
und 8-oxo-Gua sind die meistunter-
suchten Oxidationsprodukte der DNA-
Oxidation. Eine Reihe von chromatogra-
phischen Methoden wie HPLC-EC, GC-
MS, HPLC-MS, HPLC-MS/MS wird zur
Messung von 8-0xo-(d)G im Urin oder in
isolierten Zellen (wie z. B. peripheren
Lymphozyten) eingesetzt [4]. Dariiber hi-
naus wurden immunchemische Metho-
den beschrieben, die diesen DNA-Oxida-
tionsmarker erfassen (75, 76, 77]. Weitere
sehr haufig eingesetzte und in der wissen-
schaftlichen Literatur beschriebene Me-
thoden zur Detektion oxidativer DNA-
Schidigung in Zellen umfassen die Ein-



zelzellgelelektrophorese (,,comet assay*)
und auf Einsatz isolierter bakterieller Re-
paraturenzyme beruhende Ansitze wie
Formamidopyrimidin-DNA-Glycosylase
(Fpg) oder Endonuclease III in Kombina-
tion mit der Methode der alkalischen
DNA-Entwindung (,alkaline unwin-
ding®).

Der Vorteil fiir die Messungen von
DNA-Oxidationsmarkern im Urin gegen-
iiber isolierten Zellen, wie z. B. in peri-
pheren Lymphozyten, besteht vor allem
darin, dass die DNA-Oxidationsprodukte
im Urin aus dem ganzen Organismus
stammen. Die Untersuchungen von iso-
lierten Lymphozyten widerspiegeln je-
doch die oxidativen Prozesse nur in diesen
Zellen und nicht unbedingt im ganzen
Organismus.

Einige der genannten Methoden wur-
den im Rahmen eines durch die EU gefor-
derten Projektes (European Standards
Committee on Oxidative DNA Damage;
ESCODD) verglichen und validiert. Die
am ESCODD-Konsortium beteiligten Ar-
beitsgruppen mit langjédhrigen Erfah-
rungen mit Analysen der DNA-Schédi-
gung haben hierzu dieselben Proben mit
den jeweils gleichen Methoden unter-
sucht. Die Messungen ergaben sehr grof3e
Unterschiede zwischen den Labors fiir die
in diesen Proben ermittelten Werte. Das
deutet auf dringenden Verbesserungsbe-
darf hin, insbesondere fiir die Routinean-
wendung in der Praxis [74, 78].

Lipidoxidation

Die am hiufigsten eingesetzten Marker
zur Bestimmung des oxidativen Stresses
sind Produkte der oxidativen Modifikati-
on von ungesittigten Fettsduren (vgl.
O Tabelle 4).

Lipidhydroperoxide

Eine Vielzahl reaktiver Molekiile reagiert
direkt oder indirekt mit ungesattigten
Fettsduren (B Abb. 1). Dies fiihrt tiber in-
termediér gebildete Fettsdureradikale zur
Bildung von Fettsdureperoxylradikalen,
die unter Reaktion mit einem weiteren
Fettsauremolekiil oder einem Antioxidans
zu Fettsdurehydroperoxiden umgesetzt
werden. In biologischen Systemen reagie-
ren die Fettsdurehydroperoxide mit Sulf-
hydrylgruppen von Proteinen, mit Uber-

gangsmetallionen, wie Eisen (Fe) oder
Kupfer (Cu), oder werden durch die Phos-
pholipidhydroperoxid-Glutathionperoxi-
dase reduziert. Es gibt einige Methoden
zur Bestimmung von Lipidhydroper-
oxiden, beispielsweise die iodometrische
Messung oder die Bestimmung mittels
HPLC mit Chemilumineszenzdetektion
nach erfolgter Nachsdulenderivatisierung.
Die iodometrische Methode ist bei ein-
fachen chemischen oder biologischen Sys-
temen, in denen die Lipide bzw. die Lipid-
hydroperoxide konzentriert vorliegen und
eine hohe Stabilitat aufweisen, gut geeig-
net. Im humanen Plasma allerdings sind
Konzentration und Stabilitit von Lipidhy-
droperoxiden zu niedrig und die Matrix
zu komplex, als dass durch deren Bestim-
mung korrekte Ergebnisse erhalten wer-
den konnten. Die Lipidhydroperoxidbe-
stimmung im Plasma mittels HPLC mit
Chemilumineszenzdetektion ist eine tech-
nisch aufwendige und selten eingesetzte
Methode.

Isoprostane

Isoprostane sind Prostaglandinisomere,
die ohne Beteiligung der Cyclooxygenase
aus Arachidonsiure gebildet werden kon-
nen. Das am besten untersuchte und am
héufigsten quantifizierte Isoprostan ist das
8-Isoprostaglandin-F,, (8-Isoprostan).
Neben der Bildung durch Radikalketten-
reaktion nach oxidativer Schadigung von
Arachidonsédure entsteht 8-Isoprostag-
landin-F, auch zu etwa 10 % in der durch
Cyclooxygenase katalysierten enzyma-
tischen Umsetzung der Arachidonsdure
[79, 80]. In der Literatur werden Konzen-
trationen von Isoprostanen im Plasma ge-
sunder Menschen mit 42 bis 443 pg/ml
angegeben [81, 82]. Bestimmte Verhaltens-
weisen und Lebensbedingungen sowie
Krankheiten lassen die Konzentration in
Urin und Plasma ansteigen. So erhoht ver-
mehrter Alkoholkonsum dosisabhingig
die Ausscheidung von Isoprostanen mit
dem Urin [83]. Bei Patienten mit alkohol-
bedingter Leberzirrhose oder alkoholin-
duzierter Hepatitis konnte ebenfalls eine
erhohte 8-iso-PGF,,-Konzentration im
Urin festgestellt werden [84]. Auch Rau-
cher zeigten erhohte Isoprostanwerte in
Urin und Plasma (85, 86]. Eine vermehrte
Bildung von Isoprostanen wurde fiir zahl-
reiche Erkrankungen beschrieben, darun-
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ter Arteriosklerose, Diabetes mellitus
(Typ 1und 2), Hypercholesterinamie, Pra-
eklampsie und Alzheimer (eine Ubersicht
hierzu findet sich in Ref. [87]).

Isoprostan-Konzentrationen konnen
mittels an Massenspektrometrie gekop-
pelte Gaschromatographie (GC-MS) und
HPLC genau und reproduzierbar be-
stimmt werden. Allerdings ist die Metho-
de in Aufarbeitung und Analyse sehr auf-
wendig. ELISA-Techniken stehen fiir den
Nachweis von Isoprostanen ebenfalls zur
Verfiigung, sind aber - obgleich sehr viel
einfacher handhabbar - in der Praxis lei-
der noch nicht ausreichend evaluiert.

Malondialdehyd

Peroxylradikale, die aus Fettsduren mit
drei und mehr Doppelbindungen hervor-
gehen, reagieren tiber ein intermedidres
cyclisches Endoperoxid unter anderem zu
Malondialdehyd (MDA). MDA ist ein re-
aktionsfreudiges Molekiil und findet sich
im Plasma hauptsachlich an Aminoséure-
resten in Proteinen gebunden, vornehm-
lich an Lysin- und Cysteinresten. MDA ist
einer der am héufigsten bestimmten Mar-
ker der In-vivo-Lipidoxidation. Unter
physiologischen Bedingungen wurden
Konzentrationen von gesamtem, also ge-
bundenem und freiem MDA im Blutplas-
ma je nach Messverfahren zwischen o,1
und 15 pM angegeben.

Diese grofle Spanne scheint darauf
hinzuweisen, dass MDA-Messungen im
Plasma schlecht reproduzierbar sind. Je-
doch zeigen die in @ Tabelle 5 aufge-
fithrten Ergebnisse, dass unter dhnlichen
Hydrolyse-, Derivatierungs- und Detekti-
onsbedingungen der Normalbereich der
MDA-Konzentration im Plasma in Studi-
en aus unterschiedlichen Lindern dhnlich
ist. So liegt beispielsweise bei saurer Hy-
drolyse (ortho-Phosphorsiure, Essigsdure,
Trifluoressigsédure, Perchlorsaure), Deri-
vatisierung mit Thiobarbiturséure (TBA)
und Fluoreszenz- oder UV/Vis-Detektion
nach Trennung mittels HPLC der obere
Referenzwert (97,5. Perzentil) bei 0,83 bis
1,24 UM. Nach alkalischer Hydrolyse mit
anschlieflender Derivatisierung mit TBA
zeigt sich hingegen eine Spreizung des
oberen Referenzwertes (0,55-1,79 uM).

Noch zu Beginn der 1990er-Jahre wur-
den deutlich niedrigere MDA-Plasma-
konzentrationen bestimmt, wenn die Pro-
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Tabelle5

Methoden zur Bestimmung von Malondialdehyd sowie Malondialdehyd-Plasmakonzentrationen

Literatur (Land) Methode Derivatisierung: Reagenzien, Inkubation (Temperatur, Zeit) Referenzbereich ~ m = SD (uM)
(M) m = 1,96 x SD

Aufarbeitung: Saure Hydrolyse, H;PO,, TBA

Ref. [134] Danemark HPLC EDTA-Plasma, H3PO4, TBA, 100°C/1 h 0,36-1,24
n=213

Ref.[135] USA HPLC EDTA-Plasma, BHT, H3PO,, TBA, 100°C/1 h 0,43-0,95 0,69+0,13
n=10

Ref.[136] USA HPLC EDTA-Plasma, H3PO,4, TBA, 100°C/1 h 0,34-0,86 0,6+0,13
n=41

Ref. [137] Schweden HPLC EDTA-Plasma, H3PO,4, TBA, 100°C/1 h 0,50-1,22 0,86+0,18
n=103

Ref. [138] Taiwan HPLC EDTA-Plasma, BHT, H;PO,4, TBA, 100°C/30 min 0,31-1,16 0,75+0,22
n=16

Aufarbeitung: Saure Hydrolyse, Acetat oder TCA oder TFA, TBA

Ref.[139] Japan HPLC EDTA-Plasma, TBA, Na-Acetat, pH 3,5, 95°C/1 h 0,36-1,00 0,68+0,16
n=13

Ref.[140] Kanada HPLC EDTA-Plasma, TBA, Na-Acetat pH 3,5 mit DETPA, BHT, 95°C/45 min 0,71-0,96
n=25

Ref.[141] BRD HPLC EDTA-Plasma, TBA, TFA, BHT, 95°C/45 min 0,12-0,83 0,46+0,17
n=22

Ref. [142] Spanien HPLC Serum, TBA, Perchlorsaure, 95°C/45 min 0,21-0,89 0,55+0,17
n=68

Ref.[143] Italien HPLC Citrat-Plasma, TBA, Na-Acetat, mit DTPA, pH 3,5, BHT, 95°C/45 min 0-2,134 0,906+0,614
n=15 Manner 1,246 £0,600
0,046-2,446
n=10 Frauen

Aufarbeitung: Alkalische Hydrolyse, NaOH, TBA

Ref. [144] Frankreich HPLC Heparin-Plasma, EDTA, NaOH, Perchlorsaure, TBA 0,33-0,55 0,43+0,05
n=30

Ref.[145] Tschechien = HPLC EDTA-Plasma, NaOH, EDTA, BHT, 60°C/30 min 0,37-0,89 0,13+0,63
Acetat, pH 3, TBA, 100°C/1 h n=40
Citrat-Plasma, NaOH, EDTA, BHT, 60°C/30 min 0,61-2,57
Acetat pH 3, TBA, 100°C/1 h

Ref. [138] Taiwan HPLC Heparin-Plasma, BHT, NaOH 1,11-1,79 1,45+0,17
60°C/30 min

TCA, KI, TBA, 95°C/30 min
Aufarbeitung: Alkalische Hydrolyse; Dinitrophenylhydrazin (DNPH); Diaminonaphthalin (DAN), 9-Fluorenylmethoxycarbonylhydrazin (9-FMOC)

Ref. [146] Australien HPLC EDTA-Plasma, BHT, NaOH, DNPH >16,44 13,8+1,32
n=20

Ref. [147] BRD HPLC EDTA-Plasma, NaOH, 60°C/30 min, Perchlorsaure, DNPH, 60°C/30 min 1,58-2,74 2,16+0,29
n=12

Ref. [148] Frankreich HPLC Heparin-Plasma, DAN, HCI, 37°C/180 min 0,082-0,194 0,138+0,028
n=19

Ref. [149] China HPLC Heparin-Plasma, H,5S0, Raumtemperatur/60 min 0,37-0,48 0,43+0,30

9-FMOC, 50°C/4 h n=15

Aufarbeitung: Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Ref. [88] USA GC-MS Heparin-Plasma, H,SO,, Pentafluorophenylhydrazin 0,025-0,038
n=6
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Tabelle5

Methoden zur Bestimmung von Malondialdehyd sowie Malondialdehyd-Plasmakonzentrationen

re; m + SD Mittelwert + Standardabweichung

Literatur (Land) Methode Derivatisierung: Reagenzien, Inkubation (Temperatur, Zeit) Referenzbereich  m = SD (uM)
(M) m = 1,96 x SD

Ref. [89] Italien GC-MS EDTA-Plasma, NaOH, Phenylhydrazin 1,16-1,44 1,3+0,07
n=70

Ref. [150] Italien GC-MS keine Hydrolyse, Pentafluorobenzylhydrazin 0,20

TBA Thiobarbitursdure; TCA Trichloressigsdure; TFA Trifluoressigsdure; HsPO4 ortho-Phosphorsdure; BHT 2,6-Di-tert.-Butylhydroxytoluol; H,SO4 Schwefelsdu-

ben mittels GC-MS anstelle der HPLC mit
optischen Detektionsmethoden analysiert
wurden. Der Unterschied wurde auf die
mogliche artifizielle MDA-Bildung wih-
rend der Probenvorbereitungen fiir die
HPLC-Messung zuriickgefiihrt, weshalb
fiir einige Zeit die GC-MS-Analyse als
Methode der Wahl zur Bestimmung von
MDA im Plasma betrachtet wurde. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass unter
anderen Hydrolysebedingungen (NaOH
statt H,SO,,, @ Tabelle 5; vgl. Ref. [88, 89])
die per GC-MS bestimmten MDA-Kon-
zentrationen im Plasma den per HPLC-
Analyse bestimmten gleichen.
Thiobarbitursdure (TBA) gehort zu
den am héufigsten eingesetzten Derivati-
sierungsmitteln. Dabei reagiert MDA bei
hoher Temperatur (95-100°C) und nied-
rigem pH-Wert (pH 2-4) mit zwei Mole-
kiilen TBA zu einem Farbkomplex mit
hohem Extinktionskoeffizienten, dessen
Absorption bei 532 nm gemessen werden
kann. Zusétzlich ist eine fluorimetrische
Bestimmung des Farbkomplexes moglich.
Nachteile dieser Derivatisierungsbedin-
gungen sind mogliche Reaktionen von
TBA mit verschiedenen Biomolekiilen
unter der Bildung von weiteren Farbkom-
plexen sowie die artifizielle Bildung von
MDA aus ungeséttigten Fettsduren, Lipid-
peroxiden oder anderen organischen Mo-
lekiilen, wie Kohlenhydraten oder Ami-
noséuren. Die HPLC-Methode mit Fluo-
reszenz- oder UV/Vis-Detektion, die die
chromatographische Trennung des MDA-
TBA,-Komplexes von anderen Farbkom-
plexen erlaubt, ist somit notwendig, um
bei niedrigen MDA-Konzentrationen in
komplexen biologischen Proben, bei-
spielsweise Plasma, korrekte Ergebnisse
zu erzielen. Nicht-chromatographische
spektrophotometrische oder spektrofluo-

rimetrische Methoden zur MDA-Messung
sind deshalb nicht zu empfehlen.

Derzeit gibt es keine Methode, mit der
die absolute Konzentration an (freiem
und gebundenem) MDA im Plasma be-
stimmt werden kann. Unter definierten
Bedingungen von Hydrolyse, Derivatisie-
rung und Erfassung des Farbkomplexes
werden jedoch reproduzierbare Ergeb-
nisse erzielt. Die gemessenen Konzentra-
tionen entsprechen wahrscheinlich nicht
dem gesamten im Plasma enthaltenen
MDA, sind aber ein Maf fiir einen be-
stimmten Anteil von MDA im Plasma
unter den gewdhlten Bedingungen. Trotz
dieser bekannten Einschrankungen kann
die Bestimmung von MDA in Plasma/
Urin mithilfe der GC-MS- oder durch
TBA-Derivatisierung/HPLC Information
beziiglich des Status des oxidativen Stres-
ses im menschlichen Korper liefern.

Antioxidantienstatus

Die Konzentration einzelner ROS/RNS
wird durch ein Netzwerk antioxidativer
Verteidigungssysteme, die sehr vielfaltig
und auf mehreren Ebenen (Privention,
direkte Inaktivierung und Reparatur) or-
ganisiert sind, kontrolliert. Im Falle zu
niedriger Antioxidantienkonzentrationen
steigt das Risiko fiir oxidative Schadigung.
Die Feststellung eines Verlustes an Anti-
oxidantien gibt aber keine Information
dariiber, ob eine solche Schidigung be-
reits eingetreten ist oder nicht. Zu den
vom Korper selbst gebildeten endogenen
Antioxidantien gehoren auf die Inaktivie-
rung spezifischer ROS/RNS spezialisierte
antioxidative Enzyme, z. B. Glutathion-
peroxidasen oder Superoxiddismutasen.
Die Regulation von Konzentration und
Aktivitit dieser Enzyme ist komplex. So
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werden sie etwa durch das Angebot und
die Zufuhr essenzieller Enzymbestand-
teile, wie die Spurenelemente Selen (fiir
Glutathionperoxidasen) oder Cu, Zn, Mn
(fur Superoxiddismutasen), beeinflusst.
Auch koénnen Substrate der endogenen
antioxidativen Enzyme (in diesem Fall
ROS/RNS) die Neusynthese der Enzyme
induzieren. Harnséure oder Bilirubin zéh-
len zu den endogenen niedermolekularen
Antioxidantien und kénnen einige ROS
abfangen. Andererseits sind sie zugleich
Metabolite biochemischer Reaktionen,
die zur Ausbildung eines oxidativen Stres-
ses beitragen. So ist Harnsdure zwar einer-
seits ein sehr gutes Antioxidans, geht je-
doch andererseits aus der Oxidation des
Xanthins hervor. Diese Reaktion wird zu
gewissen Teilen von der Xanthinoxidase
katalysiert und verlduft unter Sauerstoff-
verbrauch bei gleichzeitiger Bildung von
Superoxid und Wasserstoffperoxid.
Weiterhin gehéren Thiolgruppen der
Aminoséure Cystein oder von Cystein-
resten in Proteinen oder Peptiden (etwa
des Glutathions) zu den wichtigsten endo-
genen Antioxidantien. Thiolgruppen
konnen direkt mit ROS/RNS reagieren
oder sind indirekt an der Inaktivierung
von Peroxiden oder Peroxynitrit durch
antioxidative Enzyme wie Glutathionper-
oxidasen beteiligt. Durch diese Reakti-
onen werden Thiolgruppen oxidiert. Re-
duktasen wie Glutathiondisulfidreduktase
oder Thioredoxinreduktase sind verant-
wortlich fiir eine schnelle Reduktion (Re-
generierung) der oxidierten Thiolgrup-
pen. Cystein ist eine bedingt essenzielle
Aminosiure, die im Organismus aus der
essenziellen Aminosdure Methionin syn-
thetisiert werden kann. Ein Cysteinman-
gel kann demnach durch Minderversor-
gung mit Cystein oder Methionin (bei
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Erwachsenen <12 mg/Tag) zustande kom-
men. Eine wichtige Rolle fiir die Praventi-
on oxidativer Schidigung spielen weiter-
hin Proteine wie Coeruloplasmin, Trans-
ferrin oder Laktoferrin, die an der
Produktion von ROS beteiligte Uber-
gangsmetallionen wie Cu und Fe binden
[90].

Exogene Antioxidantien sind Verbin-
dungen, die dem Organismus mit der
Nahrung zugefiihrt werden. Zu den be-
kanntesten gehoren einige Vitamine, die
antioxidative Eigenschaften besitzen, wie
die Vitamine C und E sowie sekundére
Pflanzenstoffe wie Carotenoide (B-Carotin,
Lycopin, Lutein) und Polyphenole (ein-
schlie3lich der Flavonole, Isoflavonoide
und Catechine). Die Konzentrationen die-
ser Verbindungen in Blutplasma und an-
deren Kompartimenten ist von Zufuhr,
Absorption und Abbau sowie Oxidation
durch ROS/RNS abhingig. Referenzbe-
reiche und gegenwirtig als optimal einge-
stufte Plasmakonzentrationen exogener
Antioxidantien sind in den @ Tabelle 1a
und 1b aufgefiihrt.

Eine niedrigere als die optimale/untere
Referenzbereichkonzentration exogener
und endogener Antioxidantien ist mit ei-
ner erhohten Wahrscheinlichkeit an oxi-
dativer Schadigung verbunden und ist ein
Marker fiir oxidativen Stress.

Die Methoden zur Bestimmung der
Plasma-Konzentrationen antioxidativer
Vitamine (C, E), Carotenoide und Thiole
sind in der Literatur ausgiebig beschrie-
ben [91, 92].

Gesamte antioxidative Kapazitat

Die Tatsache, dass im Organismus eine
Vielzahl antioxidativ wirksamer Kompo-
nenten existiert, die gemeinsam ein effek-
tives antioxidatives Netzwerk etablieren,
sowie die Einsicht, dass die Bestimmung
der Konzentration nur einiger weniger
dieser Komponenten in nur einigen weni-
gen Kompartimenten, die der Messung
zuginglich sind, nicht das Gesamtbild wi-
derspiegelt, hat zu der nachvollziehbaren
Tendenz gefiihrt, in einfachen Analysen
eine gesamte antioxidative Kapazitit (,,to-
tal antioxidant capacity®, TAC) bestim-
men zu wollen anstatt einzelne ausge-
wihlte Antioxidantien. Die gesamte anti-
oxidative Kapazitit entspricht dabei der

Oxidans

Probe ——

Sonde red Sonde 9%

Fahigkeit einer Probe (Plasma, Lebens-
mittel- oder Gewebehomogenat, aber
auch chemische Verbindung), in einem
Testsystem ein bestimmtes reaktives Mo-
lekiil (Radikal) abzufangen oder zu neu-
tralisieren. Hinter dem Einsatz solcher
Tests in der biomedizinischen Forschung
steht weiterhin die Hypothese, dass eine
erhohte antioxidative Kapazitit im Serum
auf die Fahigkeit hinweist, eine mit einer
hoheren Belastung an ROS/RNS einher-
gehende Situation besser bewdltigen zu
koénnen, sowie dass eine hohere antioxida-
tive Kapazitit einer Probe indirekt auf ei-
ne hohere Konzentration oder giinstigere
Zusammensetzung von Antioxidantien in
der Probe hindeutet.

Beschreibung ausgesuchter
Testvarianten

In der Literatur ist eine grofie Zahl ver-
schiedener Tests zur Bestimmung der ge-
samten antioxidativen Kapazitit einer
Probe beschrieben. Am hiufigsten wer-
den Tests wie TRAP (,total peroxyl radi-
cal-trapping antioxidant parameter®),
ORAC (,,oxygen radical absorbance capa-
city®), TEAC (,,trolox equivalent antioxi-
dant capacity), FRAP (,ferric ion redu-
cing antioxidant power®) oder PCL (Be-
stimmung der antioxidativen Kapazitit
mittels Photochemilumineszenz) einge-
setzt [93, 94], die im Folgenden kurz dar-
gestellt werden sollen.

Alle Tests fallen in eine von 2 Katego-
rien (B Abb. 2): Zum einen wird unter-
sucht, wie effektiv eine Probe die durch
ein im Testsystem eingesetztes Oxidans
verursachte Oxidation einer Sonde ver-
hindert. Messparameter sind dabei oft
Absorptions- oder Fluoreszenzeigen-
schaften der Sonde, die sich mit ihrem
Oxidationsstatus dndern (vgl. @ Abb. 2,
Teil A; dies trifft auf die unten beschrie-
benen TRAP und ORAC sowie im Prinzip
auf PCL zu). Zweitens kann analysiert
werden, wie effektiv eine Probe selbst eine
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Sonde %X

Probe

Abb.2 < Prinzipien
von Tests zur Bestim-
mung einer,,gesam-
ten antioxidativen
Kapazitat”

Sonde red

Sonde zu reduzieren vermag. Als Messpa-
rameter dient, wie zuvor, eine reduktive
Veranderung spektrophotometrischer Ei-
genschaften der Sonde (B Abb. 2, Teil B;
dies trifft auf TEAC und FRAP zu).

TRAP, ORAC sowie Modifikationen. In
diesen Tests wird untersucht, wie effektiv
eine Probe eine fluoreszierende Redox-
sonde, wie z. B. Fluoreszeinderivate, R-
Phycoerythrin oder DIPY 665/676, vor
der Oxidation durch hydro- oder lipophi-
le Peroxylradikale [im Ansatz durch Zer-
fall der thermolabilen Verbindungen
2,2'-Azobis(2-amidinopropan), AAPH
bzw. 2,2'- Azobis(2,4-dimethylvaleronitril),
AMVN, erzeugt] schiitzen kann.

TEAC. Durch Persulfat wird die Oxidation
von 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfonat) (ABTS?") initiiert und das
ABTS* -Radikal gebildet. Analysiert wird
die Fihigkeit einer Probe, das ABTS®~
Radikal zu reduzieren. Als Standard wird
hierbei eine 1-mM-Losung des wasserlos-
lichen synthetischen Vitamin-E-Analo-
gons Trolox eingesetzt und die antioxida-
tive Aktivitat der untersuchten Probe in
Trolox-Aquivalenten ausgedriickt.

FRAP. In diesem Test wird die Fahigkeit
einer Probe untersucht, Fe(IIT)CL,(TPTZ),
(TPTZ: 2,4,6-Tripyridyltriazin) zu Fe(II)
CL(TPTZ), zu reduzieren.

PCL (Bestimmung der antioxidativen Ka-
pazitat mittels Photochemilumines-
zenz). In diesem Testsystem wird das Su-
peroxidanionradikal erzeugt und mithilfe
von Chemilumineszenzverfahren detek-
tiert. Durch Bestrahlung einer Luminol-
haltigen Losung mit UV-A-Strahlung
wird photochemisch das Superoxidanion-
radikal gebildet, das gleichzeitig wiede-
rum das Luminol oxidiert. Diese Oxidati-
on geht mit der Emission von Photonen
einher, die chemiluminometrisch detek-



tiert werden. Messparameter ist die Fahig-
keit einer Probe, das Chemilumineszenz-
signal zu unterdriicken bzw. das Super-
oxidanionradikal abzufangen [94].

Bewertung von Tests zur Analyse
der gesamten antioxidativen
Kapazitat
Die oben beschriebenen Testsysteme wer-
den in wissenschaftlichen Arbeiten haufig
eingesetzt, um die Anderungen der anti-
oxidativen Aktivitdt im Plasma nach einer
Intervention mit Lebensmitteln oder mit
chemisch sehr komplexen (oft pflanz-
lichen) Extrakten, die eine Vielzahl von
Substanzen mit antioxidativen Eigen-
schaften enthalten, zu untersuchen.

Diese Methoden mégen eine Moglich-
keit der ersten Abschitzung hinsichtlich
einer potenziell erzielten Wirkung auf
den Redoxstatus des Plasmas oder die
Anderung der Fihigkeit des untersuchten
Systems, bestimmte reaktive Molekiile zu
inaktivieren, bieten. Sie geben jedoch kei-
nerlei Information dariiber, wie relevant
eine solche Anderung der antioxidativen
Kapazitit fiir die Pravention oxidativer
Schidigung im Korper ist. Sie lassen wei-
terhin keine spezifische Aussage zu, die
konkrete Angaben zu tatsdchlich verdn-
derten Antioxidantienspiegeln, die die
identifizierten Anderungen der antioxi-
dativen Kapazitit bedingen, erlaubten.
Wie bereits dargestellt, sind in biolo-
gischen Proben wie Plasma zahlreiche
verschiedene Substanzen enthalten, die je
eigene Anteile an der Inaktivierung der
im Testsystem untersuchten reaktiven
Spezies haben. Der weitaus grofite Teil
der in solchen Tests analysierten antioxi-
dativen Kapazitit des Blutplasmas geht
jedoch nur auf wenige Bestandteile zu-
riick: Plasmaproteine (v. a. Albumin),
Harnsdure/Urat, Vitamin C/Ascorbat so-
wie Tocopherol [95]. Mit der Analyse der
gesamten antioxidativen Kapazitat des
Plasmas wird demnach im Prinzip eine
Abschitzung der Konzentration dieser
Verbindungen durchgefiihrt. Diese Sub-
stanzen sind allerdings analytisch recht
gut zugénglich, sodass die Analyse ihrer
Konzentrationen meist einer Bestim-
mung der gesamten antioxidativen Kapa-
zitdt vorzuziehen ist.

Tests zur Abschitzung der gesamten
antioxidativen Kapazitit erwecken oft den

falschen Eindruck, dass sich die Abwehr-
bereitschaft gegen alle unterschiedlichen
reaktiven Spezies gleichermaflen bestim-
men liele. Tatsdchlich wird lediglich die
Fahigkeit einer Probe analysiert, ein be-
stimmtes im jeweiligen Test eingesetztes
reaktives Molekill — das zudem oftmals
ohne biologische oder pathologische Re-
levanz ist — zu neutralisieren.

Weiterhin erfassen die dargestellten
Tests keinesfalls stets die ,,gesamte” anti-
oxidative Kapazitat einer Probe, etwa
eines Gewebehomogenats, denn der fiir
das antioxidative Netzwerk essenzielle
Anteil enzymatischer antioxidativer Reak-
tionen, darunter auch enzymatische Re-
paraturmechanismen, wird nicht erfasst
[26, 95].

SchlieSlich werden Messwerte zur ge-
samten antioxidativen Kapazitit auch um-
gekehrt durch einige pathologische und
physiologische Zustinde, die mit oxida-
tivem Stress in keiner offensichtlichen
Verbindung stehen, beeinflusst [96], was
sich etwa fiir Untersuchungen an Blut-
plasma zwanglos aus der oben erwihnten
Beobachtung ergibt, dass beispielsweise
Proteine und Harnsdure einen Grof3teil
der Oxidansabwehr tibernehmen. Fir
Tests zur gesamten antioxidativen Kapazi-
tdt fehlen internationale Validierung und
pathobiochemische Relevanz.

Bedeutung und Interpretation
erhohter Konzentrationen von
Biomarkern des oxidativen
Stresses und/oder erniedrigter
Antioxidantienkonzentrationen

Eine vermehrte oxidative Schadigung bio-
logischer Molekiile ist das Resultat einer
Verschiebung des Gleichgewichts zwi-
schen Pro- und Antioxidantien zugunsten
der Ersteren, also das Produkt eines ,,0xi-
dativen Stresses”. In diesem Sinne ist auch
eine Erhohung der Konzentrationen der
als Indikatormolekiile angesehenen Oxi-
dationsprodukte in einem untersuchten
System zu interpretieren. Die Auslenkung
des Gleichgewichtes kann hierbei durch
vermehrte Bildung von ROS/RNS oder
aber durch Absenken der antioxidativen
Kapazitit des Systems verursacht worden
sein.

Messwerte, die fiir Plasma- oder Urin-
proben gewonnen wurden, lassen keine
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Riickschliisse hinsichtlich der Herkunft
der Indikator-/Markermolekiile zu: Es
bleibt unklar, welches Organ oder Gewebe
von oxidativem Stress betroffen ist. Es
bleibt weiterhin unklar, welche reaktive
Spezies die oxidative Schadigung initiiert
hat oder welches Antioxidans im Korper
in zu geringen Konzentrationen vorliegt.
Oft sind erhohte Messwerte fiir Marker
des oxidativen Stresses mit degenerativen,
akuten oder chronischen entziindungs-
begleitenden Erkrankungen verbunden
(B Tabelle 2 und 6); in solchen Fillen ist
die Krankheit direkt zu behandeln, also
eine wie auch immer geartete ,,antioxida-
tive Therapie“ (oft in Form von Anti-
oxidans-Supplementation) nicht zu be-
vorzugen [23, 97].

Sollten hingegen erhohte Messwerte
fiir Marker des oxidativen Stresses nicht
mit erkennbaren Krankheitszeichen ein-
hergehen, so kann das antioxidative Sys-
tem des menschlichen Korpers naher be-
trachtet werden. Wie oben beschrieben,
existiert ein Netzwerk antioxidativ wir-
kender Molekiile, das aus Enzymen (wie
Katalase, Superoxiddismutasen und Glu-
tathionperoxidasen) besteht, die spezi-
fisch bestimmte reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies inaktivieren konnen, so-
wie einer Vielzahl niedermolekularer exo-
gener und endogener Substanzen, die
ebenfalls zur Erhaltung der antioxidativen
Kapazitit beitragen [96]. In @ Tabelle 7
sind einige bekannte Antioxidantien und
ihre Wirkspektren gegeniiber spezifischen
ROS/RNS aufgelistet. Dabei wird deutlich,
dass ein Antioxidans nicht alle ROS/RNS
gleichermaflen effektiv zu inaktivieren
vermag, sondern dass eine Vielzahl an
Antioxidantien fiir die antioxidative Ba-
lance notwendig ist. Weiterhin muss be-
achtet werden, dass die Konzentrationen
von prooxidativ und antioxidativ wir-
kenden Substanzen im menschlichen
Korper sehr heterogen verteilt sind und
stark von Organ zu Organ, Gewebe zu Ge-
webe oder von einer intrazelluldren Struk-
tur zur anderen variieren. Auch wenn ein
Antioxidans eine ROS/RNS in einer ho-
mogenen Losung sehr effektiv inaktivie-
ren kann, bedeutet dies nicht, dass die
Konzentration dieses Antioxidans iiberall
im Korper ausreicht, um die korpereige-
nen Biomolekiile vor ROS/RNS zu schiit-
zen.
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Tabelle6

Einige Erkrankungen, die mit erhohtem MDA-Plasmaspiegeln assoziiert

sind

Zustand/Erkrankung MDA (M) Literatur
Zustand oder Erkrankung vs. Kontrollgruppe
Methode

Chronische Hepatitis C 1,53+0,53vs.0,55+0,17 (P<0,001) Ref. [142]
HPLC

Koronare Herzerkrankung 2,6vs.1,3 (P<0,00001) Ref.[151]
GC-MS

B-Thalassamie 1,22vs.0,37+0,25 Ref. [152]
HPLC

Stenokardie 2,85u.2,45vs. 1,43 Ref.[153]

(instabile, anhaltende) GC-MS

Rauchen 0,66 vs. 0,60 (p <0,05) Ref.[134]
HPLC

Diabetes 0,43 vs.0,38 Ref. [154]
HPLC

Chronische 1,10vs. 0,69 Ref. [155]

Nierenerkrankungen HPLC

Tabelle7

Relative Spezifitit der antioxidativen Aktivitat einiger ausgewahlter Anti-

oxidantien

0~ H0, LOO*® LOOH ONOO- 0,
Lipididsliche Antioxidantien
a-Tocopherol (Vit. E) + +++ an ++
B-Carotin (Provit. A) ++ 4 4
Coenzym Q10 +++ 4=
Lycopin ++ + 4
Wasserldsliche Antioxidantien
Ascorbinsaure ++ ++ + ++
Thiole, z. B. Glutathion, + ++ +++ i
N-Acetylcystein
Flavonoide, z. B. Rutin ++ ++ ++ e
Enzyme
Superoxiddismutase +++
Katalase +++
Glutathionperoxidasen +++ +++ +++

0,°~ Superoxidanionradikal; H,0, Wasserstoffperoxid; LOO Peroxylradikal; LOOH Lipidhydroperoxid;
ONOO™ Peroxynitrit; 10, Singulettsauerstoff: + antioxidative Aktivitdt; ++ ausgeprdgte antioxidative
Aktivitét; +++ sehr ausgeprdgte antioxidative Aktivitdt (fiir die Abschditzung der Aktivitdt wurden die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante und typische physiologische Konzentration des Antioxidans be-

riicksichtigt)

Die am besten untersuchten nieder-
molekularen, antioxidativ wirksamen
Substanzen sind Ascorbinséure, Tocophe-
role, Carotinoide und das Spurenelement

Selen, das in Form der Aminoséure Sele-
nocystein essenzieller Bestandteil endo-
gen antioxidativ wirkender Selenoprotei-
ne ist, beispielsweise der Glutathionper-
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oxidasen oder des Selenoproteins P. Neben
der antioxidativen Wirkung sind fiir diese
Verbindungen auch zahlreiche andere
biologische Aktivititen und mogliche Ne-
benwirkungen bekannt. Die optimalen
Plasmakonzentrationen, empfohlene tag-
liche Zufuhr, obere tdgliche Zufuhrmenge
ohne unerwiinschte Wirkungen sowie mit
bekannten Nebenwirkungen von a-Toco-
pherol, B-Carotin, Ascorbinséure und ei-
nigen anderen Antioxidantien sind in
O Tabelle 1b aufgefiihrt. Beziiglich Selen
wird auf die Stellungnahme der RKI-
Kommission verwiesen [98] und zur An-
wendung von Antioxidantien im Rahmen
der Privention auf die Ubersichtsarbeit in
Ref. [99].

Fiir Nahrungsergdanzungsmittel gilt,
dass eine zusatzliche Zufuhr dieser Subs-
tanzen selten zur weiteren Minderung
oxidativer Schiden fiithrt, wenn die Plas-
makonzentrationen der Nahrungsanti-
oxidantien im optimalen Bereich liegen
[14, 100, 101, 102], und nur bei Mangelzu-
stinden einen positiven Effekt ergibt. Im
Falle der ausreichenden Versorgung mit
Nahrungsantioxidantien ist es wichtig,
andere Faktoren, die zur verstarkten Pro-
duktion von Prooxidantien fiihren, zu
identifizieren (Erkrankungen, Rauchen,
Alkoholkonsum, metabolisches Syndrom,
erhohte Exposition gegeniiber UV, Ozon,
Stduben usw.) und zu bekdmpfen.

Viele antioxidativ wirkende Substan-
zen, wie etwa Selen, Vitamin A, a-Toco-
pherol oder -Carotin, besitzen auflerdem
weitere biologische Wirkungen, die bei
Uberversorgung zu unerwiinschten Wir-
kungen fithren kénnen. So erhéht bei-
spielsweise die Supplementation mit
B-Carotin in isolierter Form (>20 mg/
Tag) die Mortalitdt an Lungenkrebs fiir
verschiedene Risikogruppen (z. B. starke
Raucher, Personen mit erhhtem Alko-
holkonsum, Arbeiter mit Asbestexpositi-
on). Auch eine kiirzlich veroffentlichte
Metaanalyse, die ca. 50 Studien analysiert
hat, zeigte, dass zwar die Supplementie-
rung mit Vitamin C und Selen die Sterb-
lichkeitsrate nicht beeinflusste, diese je-
doch durch Supplementierung mit -
Carotin um 6 %, bei Vitamin A um 16 %
und bei Vitamin E um 4% erhoht war
[103].

Einige ROS/RNS, z. B. Stickstoffmono-
xid, Wasserstoffperoxid oder Singulettsau-



Tabelle8

Empfehlungen
Mehr Obst und Gemiise

Taglich 5 Portionen Gemiise und Obst, mindestens 650 g

Kommentar

Reduktion des oxidativen Stresses durch Erndhrung und gesundheitsbewusstes Verhalten

Obst und Gemiise liefern pflanzliche Antioxidantien (Vitamin C,

Carotinoide, Polyphenole), haben eine niedrige Energiedichte und

dadurch niedrige oxidative Belastung durch postprandiale Hyper-
glykémie und Hypertriglyzeridamie

Weniger rotes Fleisch

Ein- bis zweimal in der Woche Fleisch, Wurstwaren (300-600 g Fleisch

Rotes” Fleisch oder Fleischwaren haben im Durchschnitt einen

hohen Eisengehalt. Eine zu hohe Eisenzufuhr wirkt prooxidativ.

Fleischerzeugnissen und Milchprodukten

Insgesamt 60-80 Gramm Fett pro Tag, fettarme Produkte, vor allem bei

und Wurst pro Woche) Tierische Fette fiihren zu oxidativem Stress durch postprandiale
Hypertriglyzeridamie
Weniger Fett Postprandiale Hypertriglyzeridamie fordert oxidative Prozesse

Weniger Zucker

verzehrt werden

Zucker und Lebensmittel bzw. Getranke, die mit verschiedenen Zucker-
arten (z. B. Glucosesirup) hergestellt wurden, sollen nur gelegentlich

Der hohe glykéamische Index von Zucker fiihrt zur postprandialen

Hyperglykamie und zur oxidativen Schadigung

Wenig Alkohol

Alkohol

Alkohol induziert oxidative Schaden vor allem in der Leber

Fiir den gesunden Mann wird eine Zufuhr von 20 g Alkohol pro Tag als
gesundheitlich vertraglich angegeben, fiir die gesunde Frau 10 g

Nicht Rauchen

Tabakrauch enthalt eine Vielzahl von Substanzen, die direkt oder in-
direkt oxidative Prozesse im Organismus initiieren

Moderate korperliche Aktivitat (mindestens 30 min/Tag)

Korperliche Aktivitat stimuliert endogene antioxidative Enzyme und

fiihrt zu niedrigerer Bildung von ROS/RNS in Mitochondrien

erstoff, sind dariiber hinaus wichtige en-
dogene Mediatoren biologischer Prozesse.
Eine vollige Unterdriickung der Bildung/
Spiegel von ROS/RNS sollte demnach ver-
mieden und aus diesem Grunde auch auf
die sogenannten ,,Megadosen® von Anti-
oxidantien verzichtet werden. Da bis jetzt
nicht geklart ist, ob und welche ROS/RNS
in welcher Konzentration und durch Ein-
griff in welche Regelkreise eine entschei-
dende Rolle bei Entstehung und Verlauf
der mit oxidativem Stress assoziierten
Krankheiten spielen, sollte im Bezug auf
eine ,antioxidative Behandlung“ der Si-
cherheitsaspekt im Vordergrund stehen
[104]. Dabei sollten wenig untersuchte an-
tioxidativ wirksame Extrakte/Verbin-
dungen nicht angewendet werden. Die
Empfehlung des Hohenheimer Konsen-
susgesprachs [105] ist nach Auffassung der
Kommission weiterhin giiltig und wird
deshalb an dieser Stelle noch einmal auf-
gefiihrt:

»... die Korrektur einer suboptimalen
Antioxidantienzufuhr bei Gesunden wie
auch bei Risikopatienten stellt nur dann
eine echte praventive Mafinahme dar,

wenn gleichzeitig eine Minderung der
prooxidativen Risikofaktoren verwirklicht
wird®

Derzeit kann kein spezifisches Anti-
oxidans oder eine definierte Mischung
bekannter Antioxidantien identifiziert
werden, welches bzw. welche die Schwa-
che des ganzen Antioxidantien-Netz-
werkes auf Dauer kompensieren konnte
[106]. Deshalb geht die aktuelle Empfeh-
lung der Deutschen Gesellschaft fiir Er-
nihrung (DGE) zur Pravention von Herz-
Kreislauf- und Krebserkrankungen mit
der Empfehlung zur Reduktion des Risi-
kos fiir oxidativen Stress iiber eine voll-
wertige Erndhrung mit mehr Gemiise,
Obst und Vollkornprodukten, fettarmen
Varianten von Milch und Milchpro-
dukten, weniger Fleisch sowie Fleischwa-
ren und wenig Alkohol einher.

Die DGE empfiehlt tiglich 5 Portionen
Gemiise und Obst, mindestens 650 g tig-
lich, reichlich Vollkornprodukte, ein- bis
zweimal in der Woche Fisch sowie 300-
600 g Fleisch und Wurst pro Woche. Fett-
arme Produkte, vor allem bei Fleischer-
zeugnissen und Milchprodukten, sind zu

Bundesgesundheitsbl - Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 12 - 2008 ‘ 1477

bevorzugen, ebenso pflanzliche Ole und
Fette statt tierischer Fette (insgesamt 60—
80 g Fett pro Tag). Zucker und Lebensmit-
tel bzw. Getrinke, die mit verschiedenen
Zuckerarten (z. B. Glucosesirup) herge-
stellt wurden, sollen nur gelegentlich ver-
zehrt werden. Der Bezug dieser Empfeh-
lungen zu oxidativem Stress ist in B Ta-
belle 8 dargelegt. Eine solche ausgewogene
Erndhrung fithrt bei jiingeren Erwachse-
nen in der Regel zu einer ausreichenden
Zufuhr antioxidativ wirksamer Vitamine
und Wirkstoffe. Jedoch ernihren sich al-
tere Menschen oft nicht optimal und wei-
sen zum Teil Mangelzustinde auf [107].

Zur Frage der Diagnostik
des Antioxidantienstatus bei
Umweltbelastungen

Zahlreiche Untersuchungen weisen da-
rauf hin, dass eine Exposition gegeniiber
unterschiedlichen Noxen am Arbeits-
platz und in der Umwelt zu erh6htem
oxidativem Stress im Organismus fiihrt,
der mit Biomarkern des oxidativen Stres-
ses nachgewiesen werden kann [4, 6, 51,
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108, 109]. Ein héufig verwendeter Bio-
marker stellt dabei 8-ox0-dG dar, entwe-
der als Messung in Lymphozyten-DNA
oder als im Urin ausgeschiedene Menge.
So kann ein Einfluss auf diesen Biomar-
ker durch Tabakrauchen und Belastungen
am Arbeitsplatz mit Asbest, polyzy-
klischen aromatischen Kohlenwasser-
stoffen (PAK), Benzol, Styrol, Flugasche
und SchweifSrauch im Gruppenvergleich
als meist statistisch signifikant angesehen
werden. Auch fiir Umweltbelastungen,
wie Arsen im Trinkwasser, allgemeine
Verkehrsemissionen, Ozon und PM2,5
und PMio wurde ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen Exposition und
8-0x0-dG sowie bei Frauen und Kindern
moglicherweise auch fiir MDA beschrie-
ben. In einer Arbeit wurde ein Zusam-
menhang fiir 8-oxo-dG mit dem Sick-
Building-Syndrom und erhéhten Gehal-
ten von fliichtigen organischen
Verbindungen (VOC) und CO, in der
Innenraumluft gefunden [110], was mit
Befunden von zum Winkel [7] in Uber-
einstimmung ist, der bei Patienten einer
umweltmedizinischen Praxis im Ver-
gleich zu Kontrollen erniedrigte Werte
fiir die SOD und eine Tendenz fiir er-
niedrigte Glutathiongehalte und erhohtes
MDA im Plasma fand. Fiir die sogenann-
ten umweltmedizinischen Syndrome
(MCS/IEI) [2], CFS [111, 112] und Fibro-
myalgie [113] wurden mégliche Zusam-
menhénge mit oxidativem Stress postu-
liert, aber die wirkliche Bedeutung ist
bisher unklar. Eine Untersuchung zur
Elektrosensibilitat konnte keine Unter-
schiede hinsichtlich des oxidativen Status
zu Gesunden und keine Wirkung durch
Gabe von Antioxidantien feststellen
[114]. Wihrend fiir zahlreiche arbeits-
platzbezogene Wirkungen ein Zusam-
menhang als gut belegt angesehen wer-
den kann [4], ist die Datenlage fiir die
Umweltmedizin als unzureichend anzu-
sehen. Da sich aber bereits bei iiblichen
Hintergrundbelastungen durch den Stra-
Benverkehr und stadtische Luftver-
schmutzung (Feinstaub) Wirkungen auf
bestimmte Parameter des oxidativen
Stresses zeigen, wiren Untersuchungen
bei entsprechenden umweltmedizi-
nischen Fragestellungen an Kollektiven
begriindbar und sinnvoll. Fiir den einzel-
nen Patienten ist die Interpretation je-

doch erheblich eingeschrénkt, da es sich
nicht um spezifische Parameter handelt.
Der Parameter 8-0xo-dG im Urin korre-
liert auch nicht mit 8-oxo-dG in der
DNA, sodass bei verminderter DNA-
Reparaturkapazitit trotz erhohtem oxi-
dativem Stress keine auffilligen Urin-
werte auftreten [115]. Es besteht zudem
eine erhebliche intra- und interindividu-
elle Varianz. Neben genetisch determi-
nierten Polymorphismen der Glutathi-
on-S-Transferase (GSTM) und der Apu-
rin/Apyrimidin Endonuclease (APE)
sind als Confounder verschiedene Er-
krankungen, Geschlecht, korperliche
Aktivitat, Alter, Erndhrung, Rauchen,
Rotwein und auch Einnahme von Sup-
plementen/Vitaminen zu nennen [65,
107, 114, 116, 117, 118, 119].

Qualitatssicherung

Die qualitative Wertigkeit des Testes ist
abhingig von der Validierung und dem
Qualitatsbewusstsein im durchfithrenden
Labor. Wie schon dargelegt, gibt es sehr
viele methodische Varianten, die einen
Einfluss auf das Ergebnis haben konnen.

Das Labor ist verpflichtet, die Richtli-
nien der Bundesirztekammer (RiLiBAK)
in der aktuellen Fassung oder alternativ
die Festlegung der entsprechenden Nor-
men (vor allem DIN/EN/ISO 17025 oder
15189) einzuhalten [120].

Bewertung und Empfehlungen

Pathophysiologische Relevanz des Mar-
kers, adiquate Messmethode und Proben-
material sind wichtige Faktoren fiir die
Auswahl diagnostischer Marker des oxi-
dativen Stresses. Als die derzeit am besten
geeigneten Marker/Messmethoden zur
Erfassung eines oxidativen Stresses beim
Menschen im Zusammenhang mit um-
weltmedizinischen Fragestellungen wer-
den (i) die Analyse der oxidativen Nukle-
insdureschadigung durch Bestimmung
von 8-Oxo-7,8-dihydro-2'-(desoxy)gua-
nosin in Urinproben mithilfe von GC-MS
oder HPLC-MS, (ii) die Analyse der Li-
pidoxidation durch Bestimmung von
8-Isoprostan in Urin/Plasma per GC-MS,
von Malondialdehyd in Urin/Plasma mit
HPLC, GC-MS, (iii) die Analyse des An-
tioxidantienstatus durch Bestimmung der
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Plasmakonzentrationen von Vitamin C
und E angesehen. Sinnvollerweise sollten
dabei verschiedene Assays miteinander
kombiniert werden [26, 121, 122, 123]. Wie-
derholungsmessungen zur Absicherung
oder zur Verlaufskontrolle sind sinnvoll
[23]. Laborverfahren sollten nach den in-
ternen Qualitatsrichtlinien der Bundes-
arztekammer (RiLiBAK) {iberpriift und
qualitdtsgesichert werden [120].

Da die molekularen Mechanismen und
die Rolle der ROS/RNS bei der Entste-
hung und Entwicklung von mit ROS/RNS
assoziierten Erkrankungen nicht endgiil-
tig gekldrt sind, ist die Durchfiihrung von
diagnostischen Mafinahmen mit umwelt-
medizinischer Indikation allerdings nur
unter Vorbehalten zu empfehlen.

Supplementierung mit Selen oder den
antioxidativ wirkenden Vitaminen C und
E ist nur bei nachgewiesenen Mangelzu-
standen und nach einer fehlgeschlagenen
Erndhrungsumstellung angebracht. Fiir
eine gezielte Therapie mit Antioxidantien
bei bestimmten akuten und chronischen
Krankheiten und besonderen Beanspru-
chungen sind bislang keine ausreichend
validierten Empfehlungen vorhanden.
Unkontrollierte und nicht begriindete
Supplementierung mit Antioxidantien,
wie -Carotin oder Vitamin E (a-Toco-
pherol), sind nicht zu empfehlen, da sie
unter bestimmten Umstdnden die Lebens-
erwartung verkiirzen [124].

Die Intensitit, mit der Forschung auf
dem Gebiet des oxidativen Stresses betrie-
ben wird, lasst vermuten, dass in den
nachsten Jahren bestehende und neue
Methoden nach erfolgreicher (pathophy-
siologischer und analytischer) Validierung
und analytischer Qualitétssicherung in
das diagnostische Repertoire aufgenom-
men werden kénnen. Mit dieser Thematik
befasst sich zurzeit eine Arbeitsgruppe der
Deutschen Gesellschaft fiir klinische Che-
mie.

Einstufung durch die
RKI-Kommission

Die Einstufung erfolgt auf Basis des Ein-
stufungsschemas der Kommission [125].
Fir eine kollektive umweltmedizi-
nische Indikation, in der eine Gruppe von
Exponierten und eine entsprechende
Kontrollgruppe untersucht werden, sind



folgende Parameter der Kategorie I B zu-

zuordnen (Zitat: Eine Mafsnahme kann bei

gegebener umweltmedizinischer Indikation

empfohlen werden):

== 8-Ox0-7,8-dihydro-2'-(desoxy)guano-
sin in Urin,

== Isoprostan in Urin/Plasma,

== Malondialdehyd in Urin/Plasma,

== Vitamin C und E in Plasma.

Fiir eine individualmedizinische umwelt-
medizinische Indikation sind die fol-
genden Parameter der Kategorie II zuzu-
ordnen (Zitat: Eine MafSnahme kann bei
gegebener umweltmedizinischer Indikation
unter Vorbehalten empfohlen werden):
Vitamin C und E in Plasma.

Fiir eine individualmedizinische umwelt-
medizinische Indikation sind die Parame-
ter 8-Ox0-7,8-dihydro-2'-(desoxy)guano-
sin/Urin, Isoprostan in Urin/Plasma,
Malondialdehyd in Urin/Plasma der Kate-
gorie I1I zuzuordnen (Zitat: Eine MafSnah-
me kann nicht empfohlen werden, weil kein
ausreichendes Erfahrungsmaterial vorliegt
und theoretische Uberlegungen nicht fiir
eine Wirksamkeit sprechen).

Alle anderen Marker des oxidativen
Stresses (siehe @ Tabelle 4a-d) sind der-
zeit der Kategorie IV zuzuordnen (Zitat:
Eine Mafinahme kann nicht empfohlen
werden, weil kein ausreichendes Untersu-
chungsmaterial vorliegt und theoretische
Uberlegungen nicht fiir eine Wirksamkeit
sprechen).
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