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1 Einleitung

1.1 Bedeutung des oxidativen Stresses

Die Entstehung hochreaktionsfahiger chemischer Strukturen (z.B. freie Radikale) durch
metabolische Prozesse ist ein allgemeines biologisches Phdnomen. Diese Strukturen
haben ein groBes Schadigungspotential in Bezug auf biologische Systeme und spielen
eine wichtige Rolle bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen.

Oxidativer Stress ist definiert als die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den
freien Radikalen (reactive oxygen species, ROS) und Antioxidantien zugunsten der frei-
en Radikale (Sies, 91; Sies, 93). Als Ursache des oxidativen Stresses wird eine ver-
mehrte Belastung durch freie Radikale z.B. durch Entziindungsreaktionen, Umweltgifte,
Rauchen, Medikamenteneinnahme (z.B. orale Antikonzeptiva) oder eine Verminderung
der Antioxidantien (z.B. durch Ernadhrungsfehler) diskutiert (Junod, 89).

Geringfligige Auslenkungen des oxidativen Stresses bezeichnet man als ,physiologi-
schen” oxidativer Stress. Erst wenn der menschliche Organismus nicht mehr in der La-
ge ist die freien Radikale zu eliminieren kommt es zu erhéhtem oxidativem Stress.

Um den schadlichen Effekt der ROS auf die biologischen Molekile, insbesondere DNA,
Lipide und Proteine zu vermindern, verfigt der menschliche Kérper Gber ein gut organi-
siertes antioxidatives System. Antioxidantien wirken einer Gewebsschadigung durch
ROS entgegen.

ROS haben eine Bedeutung in der Pathophysiologie von Erkrankungen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass erhdhter oxidativer Stress eine wesentliche Rolle bei der Entwick-
lung von Krebs und Herzkreislauferkrankungen spielen kann. Auch ein Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress und Immunschwache, Gehirnfunktionsstérungen, Katarakt,
Geburtsdefekten, Asthma bronchiale, COPD, rheumatoider Arthritis und entziindlichen
Darmerkrankungen wird berichtet (Ames et al., 93; Halliwell et al., 92; Halliwell, 94). Die
Entstehung der Atherosklerose durch erhéhten oxidativen Stress ist wissenschaftlich
bisher am Besten untersucht. Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale oxidieren low
density lipoprotein (LDL), welches von Makrophagen aufgenommen wird, die dabei zu
Schaumzellen werden und die Bildung von atherosklerotischen GeféaBplaques einleiten.
Studien weisen auf einen antioxidativen Effekt von Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E,
Zink, Selen und Flavonoiden aus der Nahrung hin (Diplock, 91). Ein inverser Zusam-



menhang zwischen der Einnahme von antioxidativen Vitaminen und Spurenelementen
und dem Erkrankungsrisiko flr Krebs, kardiovaskuldren und infektiésen Krankheiten
wurde in einigen Studien gefunden (Block et al., 92; Byers und Perry, 92; Marchioli, 99;
Kohlmeier und Hastings, 95; Meydani et al., 95). Andere Studien kommen zu kontrover-
sen Ergebnissen hinsichtlich der Wirksamkeit von Antioxidantien aus der Nahrung (Blot
et al., 93; Halliwell, 00; Hennekens et al., 96; Omenn et al., 96; The Alpha-Tocopherol
Beta Carotene Cancer Prevention Study Group, 94). So war Vitamin E in der CHAOS-
Studie protektiv gegen Herz- und GefaBerkrankungen, nicht aber in der GISSI-Studie
(Stephens et al., 96; GISSI, 99).

Dieser Widerspruch kann durch zwei Griinde erklart werden. Zum einen ist der protekti-
ve Effekt der Nahrung nicht &quivalent dem protektiven Effekt der Antioxidantien in der
Nahrung. Zum anderen gibt es immer noch Schwierigkeiten bei der Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat und des oxidativen Stresses in vivo sowie bei der klinischen
Interpretation von gemessenen Parametern.

An der in der Regel relativ gesunden Population der Blutspender lassen sich antioxida-
tive Effekte pharmakologischer Interventionen ohne Stéreinflisse durch krankheitsbe-
dingte Veranderungen gut untersuchen. Bisher sind an Blutspendern nur wenige Stu-
dien zu oxidativem Stress durchgefiihrt worden. Einige Studien haben den mdglicher-
weise protektiven Effekt des Blutspendens selbst auf das antioxidative Potential unter-
sucht und kamen zu unterschiedliche Ergebnissen (siehe Kapitel 1.4). Auch der Einfluss
von Parametern wie Alter, Geschlecht und Lebensgewohnheiten auf den oxidativen
Stress sind jeweils in einzelnen Studien untersucht worden, allerdings kaum bei Blut-
spendern. Referenzbereiche flr Parameter des oxidativen Stresses sind fiir Blut-

spender bisher nicht definiert.

1.2 Oxidantien

1.2.1 Freie Radikale

Ein freies Radikal ist jedes Atom oder Molekil, welches in der Lage ist unabhangig zu
existieren und ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzt. Ein ungepaartes Elek-
tron ist ein Elektron, das ein Atom- oder Molekulorbital allein belegt.

Es gibt drei prinzipielle Méglichkeiten der Entstehung von freien Radikalen:

1. Der Verlust eines Elektrons von einem Nichtradikal, es entsteht ein Radikal-Kation.



2. Die Aufnahme eines Elektrons durch ein Nichtradikal, es entsteht ein Radikal-Anion.

3. Die homolytische Aufspaltung einer kovalenten Bindung, die sogenannten Radiolyse,
es entstehen ungeladene Radikale.

Bei der Entstehung des oxidativen Stresses spielen freie Radikale eine entscheidende
Rolle. Die freien Radikale des Sauerstoffs und seiner Verbindungen werden zusammen
mit nicht radikalischen, aber sehr reaktiven Sauerstoffverbindungen als reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) zusammengefasst.

Einen Uberblick tiber die wichtigsten ROS und ihre Halbwertszeiten gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Wichtige reaktive Sauerstoffspezies, (Sies, 93).

Spezies  Name Halbwertszeit

Oy’ Superoxidanionradikal (enzymatischer Abbau)
H,0, Wasserstoffperoxid (enzymatischer Abbau)
OH Hydroxylradikal 1075

‘RO Alkoxylradikal 10°s

*ROO Alkyldioxylradikal 7s

ROOH Alkylhydroperoxid

03 Ozon
'O, Singulettsauerstoff 107s
*NO Nitritoxidradikal 1"

Verschiedene physikalische, chemische und physiologische Reaktionen, aerobe Stoff-
wechselprozesse, Abwehrmechanismen und exogene Noxen fuhren zur Bildung von
ROS im Organismus. Auch viele Enzymsysteme generieren bei physiologischen Vor-
gangen ROS.

Die Fentonreaktion ist die Hauptquelle fir die Entstehung von ROS in der Zelle. Sie
wurde Ende des 19. Jahrhunderts von H.J.H. Fenton entdeckt. Es handelt sich um eine
durch Eisensalze katalysierte Oxidation organischer Substanzen mit Wasserstoffpero-
xid. Fenton-ahnliche Reaktionen kénnen auch unter Beteiligungen anderer Metallkom-
plexe stattfinden. Bis heute ist weder die eigentliche reaktive Spezies noch der Mecha-
nismus eindeutig geklart. Bisherige Ergebnisse gehen von der Bildung von Metall-
H202-Addukten aus, die weitere Reaktionen ermdglichen.



Die ROS unterteilen sich in langlebige und kurzlebige ROS. Langlebige sind <O, und
H>O,, welche die Zelle nicht nur am Entstehungsort schadigen kénnen, sondern in an-
dere Zellen diffundieren und dort aggressivere Radikale wie *OH" bilden, die dann wich-
tige Zellstrukturen wie die DNA oxidieren kénnen (Sanders et al., 99; Halliwell und Gut-
teridge, 90). Die kurzlebigen ROS verursachen lokale Schaden. Zwar werden 80% der
Sauerstoffradikale durch die intramitochondriale Superoxiddismutase und andere Antio-
xidantien abgefangen, der Rest gelangt jedoch ins Zytosol der Zelle und kann dort weit-
reichende Schéaden flir den Organismus verursachen.

Freie Radikale sind jedoch nicht nur schadliche Stoffwechselprodukte. Sie dienen auch
der Immunabwehr, denn Leukozyten und Makrophagen machen sich ihre bakterizide
Wirkung zunutze. Sie produzieren freie Radikale und zerstéren damit Bakterien und
andere Fremdstoffe. AuBerdem spielen freie Radikale vermutlich Uber die Vermittlung
der Apoptose eine Rolle in der kérpereigenen Tumorsuppression.

1.2.2 Lipidhydroperoxide

Die oxidative Veranderung der Lipide erfolgt durch den Mechanismus der Lipidperoxida-
tion. Die Lipidperoxidation ist eine Kettenreaktion, die bei erh6htem oxidativem Stress
an ungesattigten Fettsduren stattfindet (Halliwell und Gutteridge, 90). ROS greifen die
ungesattigten Fettsauren an und spalten ein Wasserstoffatom ab. Durch die Abspaltung
kommt es zur Entstehung eines Peroxylradikals. Die Peroxylradikale sind sehr reakti-
onsfreudig, kdnnen die Zelle und ihre Membran schwer schadigen und bis zur Apoptose
der Zelle fihren. Die Ubertragung von Wasserstoff fiihrt zum Lipidhydroperoxid und
Regeneration der ungesattigten Fettsdure. Die Lipidhydroperoxide sind keine Radikale,
sie helfen aber bei der Aufrechterhaltung der Kettenreaktion, indem sie die Bildung der
Peroxylradikale férdern. Nun kann der Kreislauf erneut beginnen und wird nur durch ein
Antioxidans wie die Glutathionperoxidase unterbrochen, die das Peroxylradikal zum
zellunschadlichen Hydroperoxid umwandeln kann.

Daher sind die Lipidhydroperoxide (LPO) ein geeigneter Marker fir das Vorhandensein
freier Radikale und oxidativen Stresses. Bei erhdhtem oxidativen Stress ist mit einem
Anstieg der LPO zu rechnen.

1.2.3 Oxidatives Potential

Die Messung des gesamten oxidativen Potentials im Plasma ist ein ungeléstes Prob-
lem. Eine neuerer globaler Parameter des oxidativen Stresses ist die photometrische
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Messung der reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROM, reactive oxygen metabolites) im
Blut (Giovannangelo und Carlo, 01; Cesarone et al., 99). Unter den ROM sind verschie-
dene freie Radikale zusammengefasst, die durch die gerade Zahl der Elektronen in der
auBeren Orbitale charakterisiert sind. Sie bilden Derivate im Plasma und in der Zelle,
die hoch reaktionsfahig sind und eine effektive oxidative Kapazitat besitzen.

1.3 Antioxidantien

1.3.1 Allgemeines

Antioxidantien sind Stoffe oder Verbindungen, die in vergleichsweise niedrigen Kon-
zentrationen vorliegen und die Oxidation eines Substrates verhindern oder vermindern
kénnen, da sie direkt mit den ROS interagieren kénnen (Sies, 93; Gille und Joenje, 92).
Dadurch kommt es zu einer deutlichen Abnahme des toxischen Effekts im menschli-
chem Kérper und so zu einer verminderten Schadigung des Organismus.

Die gesamte antioxidative Kapazitat setzt sich aus einer Vielzahl von Stoffen zusam-

men (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Wichtige Antioxidantien in biologischen Systemen, (Sies, 93).

System Beispiele

Nicht enzymatisch Vitamin A, C und E, Ubichinon, Urat,

Bilirubin, Glutathion, Selen, Zink, Kupfer,

Transferrin, Plasmaproteine (Albumin, Coeruloplasmin etc.)
Enzymatisch (direkt) ~ Superoxiddismutasen, Katalase, Glutathionperoxidasen
Enzymatisch (indirekt) Konjugationsenzyme (Glutathion-S-Transferase etc.)

NADPH-Oxidoreduktase, NADPH, Glutathionreduktase

Reparatursysteme DNA-Reparatur, Turnover oxidierter Proteine

Prinzipiell kann jedes Molekil, das ohne Entstehung von Folgeradikalen von einem
Sauerstoffradikal oxidiert wird, als ein Radikalfanger angesehen werden. Die antioxida-
tive Kapazitat besteht aus einem enzymatischen und einem nicht-enzymatischen Anteil.
Der enzymatische Anteil besteht aus den antioxidativen Enzymen wie den Superoxid-
dismutasen, Katalase und Glutathionperoxidasen. Der nicht-enzymatische Teil wird von
den Vitaminen A, C, E und Plasmabestandteilen wie Harnsaure, Transferrin, Ferritin,
Lactoferrin, Coeruloplasmin, Steroiden, Katecholaminen u.d. gebildet. Die funktions-
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tichtige Zelle ist mit einer Grundausstattung verschiedener antioxidativer Schutzme-
chanismen ausgestattet. Es ist bekannt, dass verschiedene Zelltypen bei erhéhtem oxi-
dativem Stress mit einem Anstieg ihrer antioxidativen Enzymkapazitéat reagieren.

Die Wirkungsweise der Antioxidantien ist vielféltig. Die Vitamine kénnen direkt oxidiert
werden und verhindern so eine weitere Reaktion des Radikals. Die Superoxiddismutase
kann Superoxidradikale in Wasserstoffperoxid umwandeln, das dann durch Katalase in
Wasser und Sauerstoff umgesetzt wird. Die Harnsaure wirkt in physiologischer Kon-
zentration im Extrazellularraum antioxidativ gegeniiber wasserléslichen Radikalen. Bili-
rubin hemmt die Lipidperoxidation und ist damit als Antioxidans nahezu so effektiv wie
Vitamin E. Carotinoide wirken antioxidativ, da sie selbst rasch oxidiert werden und da-
durch das Gewebe vor der zellzerstérenden Wirkung oxidativer Prozesse schiitzen.

Die Effektivitat der Antioxidantien im menschlichem K&rper unterliegt vielfaltigen Ein-
flissen. Die einzelnen Antioxidantien haben einen sehr unterschiedlichen Effektivitats-
grad und ihre Aktivitdt kann beispielsweise durch Entzindungsprozesse am Wirkort
beeinflusst werden.

1.3.2 Vitamine

Der polnische Biochemiker Casimir Funk pragte 1912 den Begriff ,Vitamin® aus dem
lateinischen flr ,Vita“, das Leben und ,Amin* fir die stickstoffhaltige Verbindung.
Vitamine sind essentielle d.h. lebensnotwendige organische Verbindungen, die vom
menschlichen Stoffwechsel selber nicht synthetisiert werden kénnen. Sie miissen daher
mit der Nahrung aufgenommen werden.

Die Aufgaben der Vitamine sind sehr vielfaltig und bestehen unter anderem in der Re-
gulierung der Verwertung von Nahrstoffen sowie deren Ab- und Umbau. Aktuell sind 20
Vitamine bekannt davon sind 13 essentielle, also lebensnotwendige Vitamine. Sie sind
an der Funktion des Immunsystems beteiligt und sind wichtig fir den Aufbau von Zellen,
Erythrozyten, Knochen und Zahnen.

Die Vitamine werden in fettlésliche, vom Kdérper speicherbare und wasserlésliche, nicht
vom Korper speicherbare unterteilt. Fettlésliche Vitamine sind Vitamin A (Retinol), Vita-
min E (Tocopherol), Vitamin D (Cholecalciferol) und Vitamin K.

Wasserlésliche Vitamine sind der B-Komplex und Vitamin C (Ascorbinséure).

Die Resorption der fettléslichen Vitamine erfolgt Gber Micellenbildung im Darm, die
wasserléslichen Vitamine werden im Danndarm Gber Transporter oder Rezeptoren in

den Koérper aufgenommen.
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1.3.2.1 Vitamin A

Der Begriff ,Vitamin A“ umschreibt jedes Retinoid, das eine biologische Aktivitat auf-
weist, die qualitativ der von Retinol entspricht (Sporn und Roberts, 85; Blomhoff et al.,
92). Drei Retinoide stellen die wichtigsten Vertreter der natirlich vorkommenden Reti-
noide dar (siehe Abb. 1). Die Struktur dieser Molekiile lasst sich generell in drei Ab-
schnitte einteilen: einen hydrophoben B-lonenring, eine konjugierte Tetraen-Seitenkette
und eine polare Endgruppe. Retinylester stellen die Hauptform des Uber die Nahrung

aufgenommene Vitamin A dar.

1% e
"% o sl Py s
R i 3 T o A N —
3 ""w“f«,ﬂ;% %,,,ﬁf%{; %ﬁ‘ﬁ%g% [i&q:mnw%xﬁ%w R THO CM? e i S s PO
iz ¢ 8 3
k] M’E‘M&%m Frgg ™ gy N

All-trans-Retmol All-trans-Retmaldehyd All-trans-Retinséure

Abb. 1: Vertreter des Vitamin A.

Zur intestinalen Resorption im Darm wird Vitamin A hydrolysiert. Da Retinoide eine sehr
geringe Ldslichkeit haben, missen sie in wassriger Umgebung an Proteine gebunden
sein. Im Blutkreislauf Ubernehmen diese Aufgaben Albumin oder Retinol-bindendes
Protein. Die Retinylester werden hingegen in Chylomikronen verpackt und anschlieBend
in die intestinale Lymphe und den allgemeinen Blutkreislauf abgegeben. Die Kupffer-
schen Sternzellen der Leber sind der Hauptspeicherort fir Vitamin A (>90%) im Serum
finden sich nur 1%. (Olson, 84).

Vitamin A ist essentiell fir die Genexpression, Immunfunktion sowie fir die Oogenese,
Spermatogenese, embryonale Entwicklung, Proliferation und Differenzierung von Zel-
len, Stabilisierung der Zellmembran, Hamatopoese, Knochenbildung, Apoptose und den
Sehvorgang. Auch bei der Suppression von Tumorwachstum und Apoptoseinduktion
spielt Vitamin A eine Rolle (Boehm et al., 95).

Ein Mangel an Vitamin A kann zu Nachtblindheit fihren. Weiterhin flihrt der Mangel an
Vitamin A zu Verhornungstdérungen der Haut und Schleimhaute.

Vitamin A ist ein wichtiger Vertreter der Antioxidantien im menschlichen Kérper. Vita-
min A ist in der Lage ROS zu neutralisieren indem es diese an seinen B-lonenring anla-
gert, und so die Lipidperoxidation oder DNA-Strangbriche verhindert (Shaish et al., 95).

Vitamin A steigert auch die Lymphozytenproliferation, die Aktivitat von Cytochromoxida-
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se und Peroxidase, wodurch ebenfalls ROS neutralisiert werden kénnen (Chew und
Park, 04). Der vermehrte Verbrauch von Vitamin A kann ein Indikator fir erhéhten oxi-

dativen Stress sein.

1.3.2.2 Vitamin E

Vitamin E wurde 1922 von Evans und Bischop entdeckt. 1938 erfolgte die
Strukturaufklarung und die erste chemische Synthese. Vitamin E ist ein Sammelbegriff
fir eine Gruppe fettldslicher Substanzen mit antioxidativen und nicht-antioxidativen
Eigenschaften. Es gibt acht verschieden Vertreter, vier Tocopherole (abgeleitet von den
altgriechischen Wértern: tokog/tokos ,Geburt” und @épeiv/phérein tragen, ,bringen®)
und vier Tocotrienole, alle von Pflanzen synthetisiert. Die Tocopherole sind qualitativ
und physiologisch wichtiger als Tocotrienole. a-Tocopherol ist der wichtigste Vertreter
von Vitamin E im Serum und macht ungefédhr 90% aus. Nur ca. 10% des Vitamin E
besteht aus y-Tocopherol. Bei Messungen von Vitamin E werden a- und y-Tocopherol
meist zusammengefasst.

Vitamin E besteht aus einem Chromanring, der eine unterschiedliche Anzahl an Methyl-
gruppen und die fir die antioxidative Wirkung unentbehrliche Hydroxylgruppe tragt.
Weiterhin enthalten sie eine fir die Lokalisation in der Biomembran essentielle lipophile
Seitenkette aus drei Isoprenmolekilen. In Abhangigkeit von der Methylierung unter-
scheidet man die a-, 3-, y-Form (siehe Abb. 2).

HO R2

R1 EH,

O

H.C

Abb. 2: Grundstruktur des Tocopherols (Vitamin E).
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Vitamin E ist Bestandteil aller Membranen tierischer Zellen, wird jedoch nur von photo-
synthetisch aktiven Organismen wie Pflanzen und Cyanobakterien selbst gebildet. Fur
den Menschen ist es essentiell. Vitamin E kann als lipidlésliches Vitamin in der Leber
und im Fettgewebe gespeichert werden, aus diesem Grunde sind Mangelerscheinun-
gen in unserer Wohlstandsgesellschaft sehr selten. Bei Erkrankungen der Fettaufnah-
me im Darm kann es zu folgenden Mangelerscheinungen kommen: trockene Haut,
Konzentrationsstérungen, Mudigkeit und Reizbarkeit.

Vitamin E ist das wichtigste Antioxidans im lipophilen Milieu der Biomembranen (Burton
und Traber, 90). Vitamin E kann direkt mit ROS bzw. Lipidperoxylradikalen reagieren
(Sies und Stahl, 95) und vermag so die Initiierung einer Lipidperoxidation oder die Oxi-
dation von ungesattigten Fettsauren in der Biomembran, von Lipoproteinen und von
Depotfetten zu verhindern. Vitamin E stoppt radikalische Kettenreaktion in der Bio-
membran, indem es ein Wasserstoffatom seiner phenolischen Hydroxylgruppe an das
Peroxylradikal Gbergibt und dadurch selbst zum Vitamin E-Radikal wird (siehe Abb. 3).

PUFA:H + Re = PUFAe -+ RH

Non-radical PUFA + free radical = PUFA radical + non—radical product

PUFAe 4+ O, = PUFAOQe

PUFA radical + oxygen = peroxyl PUFA radical

tocopherol — OH + PUFAOQOe® = tocopherol — Oe + PUFAOOH

[ - | - i .
Vitamin | peroxyl PUFA radical tocopheroxy radical lipid hydroperoxide

Abb. 3: Wirkungsweise von Vitamin E im Rahmen der Peroxidation.
PUFA, Polyunsaturated fatty acid.

Wenn Vitamin E Wasserstoff abgibt, wird es selbst zum freien Radikal. Das Vitamin E-
Radikal ist jedoch relativ reaktionstrage und kann keine PUFA (polyunsaturated fatty
acid, mehrfach ungesattigte Fettsduren) zerstéren, da das unpaare Elektron des Sauer-
stoffatoms in die aromatische Ringstruktur delokalisiert. Das entstandene Vitamin E-
Radikal wird dann unter Bildung eines Vitamin C-Radikals reduziert. Das Vitamin C-
Radikal wird mit Hilfe von Glutathionreduktase regeneriert. Die PUFAOOH kann durch
die Phospholipase A2 aus der Phospholipidstruktur von Membranen freigesetzt und

dann durch die selenabhangige Glutathionperoxidase abgebaut werden.
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Bei erh6htem oxidativem Stress ist durch den erhdhten Verbrauch eine erniedrigte Vi-

tamin E-Serumkonzentration zu erwarten.

1.3.3 Zink

Zink (Zn, Ordnungszahl 30) kommt in der Natur nicht in elementarer Form vor. Zink ist
ein essentielles Spurenelement und als Kofaktor an zahlreichen Enzymen und Zinkfin-
ger-Proteinen beteiligt (Schwabe und Rhodes, 91). Der menschliche Kérper enthélt 2-4
g Zink. Die héchsten Konzentrationen finden sich in Erythrozyten, Augen, Haut, Haaren,
Prostata und Leber. Zink ist am Zellwachstum, der Zelldifferenzierung, dem Knochen-
stoffwechsel, der Bildung von Schilddrisenhormonen und der Wundheilung beteiligt.
Auch fir die zellulare und humorale Immunantwort und die T-Zelldifferenzierung ist es
von Bedeutung (Rink und Gabriel, 01). Es tritt auch als Akut-Phase-Protein bei Entziin-
dungsreaktionen in Erscheinung (Liuzzi et al., 05).
Zink spielt eine Rolle far die Protektion von Zellmembranen und bei der Neutralisation
von ROS (Szebeni et al., 88). Der Einfluss von Zink auf den oxidativen Stress erfolgt
Uber verschiedene Mechanismen.
1. Indirekte Wirkung: Zink induziert die Synthese von Metallothioninen. Durch Bindung
von Zink an Metallothionine bildet sich Zink-Thiolat, welches antioxidative Eigen-
schaften besitzt (Rostan et al., 02)

2. Direkte Wirkung: Zink ist in der Lage in der Fentonreaktion (siehe Kapitel 1.2.1) die
reaktiven Metalle wie Eisen und Kupfer aus ihren Bindungen zu verdrangen und so

die Entstehung von freien Radikalen zu unterbinden.

Auch ist Zink als Bestandteil an tGber 300 Enzymen wie z.B. der Superoxiddismutase
beteiligt, und wirkt an vielen metabolischen und enzymatischen Prozessen mit
(Marklund, 82; Prasad und Kucuk, 02). Zink dient als Katalysator fir Enzyme, die flir die
DNA-Replikation, Gen-Transkription, RNA- und Protein-Synthese verantwortlich sind
(Vallee und Falchuk, 93; Coleman, 92). Tierexperimentell kann Zink oxidativen Stress
reduzieren (Yu et al., 06).

Ein chronischer Zinkmangel fihrt zu einer geringeren Toleranz gegenlber oxidativem
Stress (Bray und Bettger, 90). Chronischer Zinkmangel kénnte zu einer Erhéhung des
Risikos flr Krebs oder kardiovaskulare Erkrankungen fihren (Kok et al., 88; Prasad und
Kucuk, 02).
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Bei erhéhtem oxidativen Stress ist eine erniedrigte Zinkserumkonzentration zu erwar-

ten.

1.3.4 Selen

Selen (Se, Ordnungszahl 34) wurde bereits im 13. Jahrhundert von Marco Polo er-
wahnt. Entdeckt wurde das seltene Halbmetall schlieBlich im Jahr 1817 von dem
schwedischen Chemiker Berzelius und von diesem nach der griechischen Mondgéttin
Selene benannt. Uber ein Jahrhundert lang galt Selen als ausschlieBlich toxische Sub-
stanz. Anfang der 1970er Jahre wiesen Flohe und Rotruck die antioxidativen Eigen-
schaften von Selen als wesentlichen Bestandteil der Glutathionperoxidase nach.

Die Speicherung von Selen erfolgt in Form von Selenmethioninen insbesondere in der
Leber. Viele Enzyme im menschlichem Kérper sind selenhaltig oder haben Selencystein
im aktiven Zentrum. Das gebundene Selen reagiert als Redoxsystem und hat vielféltige
Funktionen zu erflllen. Die Familie der Selenenzyme beinhaltet die Glutathionperoxida-
se, die Thioredoxinreduktase und die lodthyroinin Deiodinase.

Selen ist unerlasslich fir die Schilddrisenfunktion, das Immunsystem und als Vermittler
bei Entziindungsreaktionen (Beckett und Arthur, 05). Selenmangel kann u.a. zu Myosi-
tis, Myokarditis (Morbus Keshan), Osteoarthropathie (Morbus Kashin-Beck), Pseudoal-
binismus und Makrozytose fihren.

Selenenzyme kontrollieren Zellteilung und Apoptose. Es gibt zahlreiche Hinweise auf
eine antikanzerogene Wirkung von Selen (Schrauzer, 00). In klinischen Studien zeigt
sich ein Zusammenhang zwischen niedrigen Selenserumkonzentrationen und erhdhtem
Krebsrisiko (Salonen et al., 85).

Der wesentliche antioxidative Effekt von Selen wird durch die Glutathionperoxidase
vermittelt, welche die schadigende Wirkung von Radikalen wie Hydrogenperoxid redu-
zieren kann. Extrazellular kann Selen selbst als Antioxidans wirken. Die Thioredoxinre-
duktase ist ein Selen bindendes Enzym mit antioxidativer Wirkung. Es reduziert die
Nukleotide der DNA und hilft so bei der Kontrolle des oxidativen Stresses.

Einige Studien zeigten eine erhdhte kardiovaskulare Mortalitat bei Selenmangel
(Helmersson et al., 05). Diese Wirkung kénnte Uber die Funktion der Glutathionperoxi-
dase erklart werden, die durch Verhinderung der Oxidation von Lipiden und die Verhin-
derung der Thrombozytenaggregation zu Vermeidung von Herzkreislauferkrankungen
fihren kénnte. Helmersson postulierte 2005, dass Selen ein geeigneter Indikator fir
oxidativen Stress und inflammatorische Prozesse sei (Helmersson et al., 05).
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1.3.5 Antioxidative Kapazitat

Genauso wie die Messung des oxidativen Potentials ist auch die Messung der antioxi-
dativen Kapazitat im Plasma nicht trivial. Eine zuverlassige Methode zur Messung der
integralen antioxidativen Kapazitat des Plasmas ware hilfreich, um Gber einen globalen
Marker des antioxidativen Systems zu verfligen. Die Entwicklung einer solchen Metho-
de ist allerdings schwierig, da das antioxidative System aus einer Vielzahl von Kompo-
nenten besteht, die sich auch noch gegenseitig beeinflussen. Verschiedene Methoden
zur Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitat in Serum oder Plasma sind be-
reits entwickelt worden. (Cao et al., 93; Ghiselli et al., 94; Glazer, 90; Miller et al., 93).
Wegen des groBen Aufwands der Bestimmung aller Einzelkomponenten und wegen
des Zusammenwirkens der verschiedenen antioxidativen Substanzen ist bis jetzt kein
Goldstandard bekannt (Cao und Prior, 98). Eine vielversprechende Methode zur Be-
stimmung der antioxidativen Kapazitat wasserléslicher Substanzen (ACW) ist die pho-
tochemische Generation freier Radikale und ihr cheminoluminometrischer Nachweis
(Popov und Lewin, 94; Popov und Lewin, 99). Bei erh6htem oxidativem Stress ist mit

einem Abfall der ACW zu rechnen.

1.4 Oxidativer Stress bei Blutspendern

Die Blutspende ist definiert als die freiwillige Abgabe einer gewissen Menge Blutes, in
der Regel ca. 0,5L. Das Blut wird anschlieBend untersucht, aufbereitet und dann trans-
fundiert. Die haufigste Art der Spende ist die Vollblutspende, bei der aus einer Vene
Blut entnommen, konserviert und in verschiedene Blutprodukte aufgetrennt in der Blut-
bank gelagert wird. Des weiteren kénnen Eigenblutspenden, Blutplasmaspenden oder
Thrombozytenspenden erfolgen.

Bis jetzt sind nur wenige Studien durchgeflihrt worden, in denen die Wirkung der Blut-
spende auf den oxidativen Stress und die antioxidative Kapazitat untersucht wurden
(Salonen et al., 98; van Jaarsveld und Pool, 02; Pincemalil et al., 00). Eine Reduktion
des oxidativen Stresses durch die Blutspende wird postuliert.

In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein erhdéhter Eisenspeicher im
menschlichem Koérper die Bildung von Radikalen férdert und den oxidativen Stress stei-
gert, was wiederum zu einem erhéhten Risiko fur die Entstehung von Herzerkrankun-
gen beitragen kann (Halliwell und Gutteridge, 86; Salonen et al., 94). Sulllivan et al.

konnten zeigen, dass eine Korrelation zwischen einem abnorm erhéhten Eisenspeicher
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und der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit besteht. Dieser Zusammenhang
wird auch als Biron-Hypothese bezeichnet (Sullivan, 81; Salonen et al., 92). In einer
Studie von Salonen et al. konnte bei wiederholter Blutspende ein Abfall der Ferritinkon-
zentration im Serum und eine verminderte Oxidationsfahigkeit von Serumlipoproteinen
und damit eine Reduktion des oxidativen Stresses nachgewiesen werden (Salonen et
al., 95). Eine weitere Studie ergab, dass regelmaBige Blutspende zu Eisenreduktion
fihrt und eine positive Korrelation zwischen der Blutspendefrequenz und einem ernied-
rigtem kardiovaskularen Risiko besteht (Zheng et al., 05).

Salonen et al. konnten zeigen, das sich bei Blutspendern das Risiko an einem akutem
Herzinfarkt zu erkranken um 88% reduziert (Salonen et al., 98).

Allerdings stellte eine andere Studie eine steigende Inzidenz fir kardiovaskulare Ereig-
nisse bei regelmaBigen Blutspendern fest (Meyers et al., 97). Ascherio et al. fanden
keinen Zusammenhang zwischen regelméaBiger Blutspende und der Inzidenz von Myo-
kardinfarkten (Ascherio et al., 01).

Der aussagekraftigste Marker flr den Eisenspeicher sind das Ferritin und der Iésliche
Transferrin-Rezeptor im Plasma. Die Serumferritin Konzentration korreliert direkt mit
dem Speichereisen des retikuldaren Systems. In der Literatur gilt die Bestimmung des
Ferritin als sensitivste Methode zur Erfassung des Eisenmangels (Burns et al., 90).
Blutspender sind eine geeignete gesunde Population fir Interventionsstudien mit poten-
tiell antioxidativ wirkenden Substanzen. Fir geplante Interventionsstudien zur Beein-
flussung des oxidativen Stresses soll in der vorliegenden Arbeit der oxidative Status von
Blutspendern deskriptiv analysiert werden. Insbesondere soll untersucht werden ob
Blutspender bezliglich des oxidativen Status eine homogene Gruppe darstellen oder ob
Subgruppen aufgrund ihrer Charakteristika gesondert betrachtet oder ausgeschlossen

werden sollten.

1.5 Oxidativer Stress bei Rauchern

Zigarettenrauch enthalt ein Gemisch aus tber 4000 Substanzen, welche in der Lage
sind Interaktionen mit den biologischen Systemen des Menschen einzugehen (Cross et
al., 99; Quinlan et al., 02). Bei einem Zigarettenzug inhaliert ein Raucher tber 1000
freie Radikale und weitere Oxidantien (Pryor und Stone, 93). Rauchen flhrt tGber die
Zufuhr von freien Radikalen und weiteren Oxidationsprodukten zu einer Verschiebung
des oxidativ-antioxidativen Gleichgewichtes, so dass oxidativer Stress resultiert (Kode
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et al., 06; Alberg, 02). Die Gasphase des Zigarettenrauches enthalt z.B. NO welches mit
Superoxid zu Peroxynitrit reagieren kann und so zum erhdhten oxidativen Stress bei-
tragt (Bruno und Traber, 06). Die ROS Iésen im broncho-pulmonalen System lokale
Entzindungsreaktionen aus, wodurch sich wiederum Radikale regenerieren kdnnen.
Uber den Blutkreislauf kdnnen Schadigungen an anderen Orten verursacht werden.
Raucher haben geringere Konzentrationen von Antioxidantien im Blut. Einerseits kommt
es durch die Induktion von oxidativem Stress zu einem erhdhten Verbrauch von Anti-
oxidantien, anderseits scheinen die Raucher durch ihre Lebensgewohnheiten weniger
Antioxidantien Uber die Nahrung aufzunehmen (Subar et al., 90; Ortega et al., 94).
Rauchen beeinflusst Uber die Induktion von Entziindungsreaktion den Eisenstatus im
menschlichem Kérper (Beisel, 76). Uber die Entstehung einer Hypoxdmie beim Rau-
chen kommt es zu einem Hamoglobinanstieg und einem Abfall des Eisenspeichers
(Das, 85).

Es ist bekannt das der Selenspiegel bei Rauchern durch folgende Faktoren beeinflusst
werden kann:

1. Verminderte Bioaktivitat von Selen durch Cadmium aus Zigaretten.

2. Abhangigkeit der Selenkonzentration von inflammatorischen Mediatoren bei Entzin-
dungen (Sher et al., 99).

Die Auswirkungen des Rauchens auf Parameter des oxidativen Stresses bei Blut-
spendern sind bisher kaum untersucht worden.

1.6 Oxidativer Stress bei Einnahme von oralen Antikonzeptiva

Orale Antikonzeptiva (OK) sind meist Kombinationspraparate aus Ostrogen- und Ostra-
diolderivaten. Sie kdénnen sowohl anti- als auch pro-oxidative Wirkungen haben
(Gomez-Zubeldia et al., 02; Nathan und Chaudhuri, 98). Es ist anzunehmen, dass so-
wohl die Kombination der Inhaltsstoffe der OK als auch der weibliche Zyklus an der
Entstehung von oxidativem Stress bei Frauen beteiligt ist (Yeung und Chan, 75).

Ostrogenen werden protektive Wirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem zugeschrieben.
Andererseits ist klinisch ein gesteigertes Risiko fir das Auftreten von Thrombosen und
Herzinfarkten unter Therapie mit OK beobachtet worden. Die Studienlage zum Zusam-
menhang zwischen OK und einem erhéhten Risiko flr das Auftreten von Mammakarzi-

nomen ist kontrovers.
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OK kénnen die Aktivitat des antioxidativen Systems vermindern und so die Lipidperoxi-
dation und die Thrombozytenaktivitat steigern (Ciavatti und Renaud, 91).

Der Einfluss von OK auf Parameter des oxidativen Stresses wurde in verschiedenen
Studien untersucht. Allerdings gibt es bisher kaum Untersuchungen an Blutspenderin-
nen.

Viele Studien zeigen, das Rauchen zu erhdhtem oxidativem Stress fuhrt. Nur wenige
Studien beschéftigten sich mit der Frage, ob es zu einer Addition des oxidativen Stres-
ses bei rauchenden Frauen unter Einnahme von OK kommt. Studien an Blutspenderin-
nen unter oraler Antikonzeption und unter Berlcksichtigung des Rauchverhaltens sind
bisher nicht durchgefliihrt worden.
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2 Fragestellung der Arbeit

Es ist von grundlegendem wissenschaftlichen Interesse unter standardisierten Bedin-
gungen Daten Uber das oxidative und antioxidative Potential verschiedener Personen-
gruppen zu erheben.

Oxidativer Stress ist definiert als die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS) und Antioxidantien zugunsten der ROS. Ein Zusammen-
hang zwischen erhdhtem oxidativem Stress und verschiedenen Erkrankungen wird an-
genommen.

Blutspender sind eine relativ gesunde, tber klare Einschlusskriterien definierte Perso-
nengruppe, die regelmaBig in Blutspendeeinrichtungen vorstellig wird um dort Blut ab-
genommen zu bekommen. Dieses steht potentiell auch flr Analysezwecke zur Verfl-
gung. Blutspender stellen damit eine fir Interventionsstudien gut geeignete Population
dar. Fur geplante Interventionsstudien zur Beeinflussung des oxidativen Stresses soll in
der vorliegenden Arbeit der oxidative Status von Blutspendern deskriptiv analysiert wer-
den. Insbesondere soll untersucht werden ob Blutspender bezliglich des oxidativen Sta-
tus eine homogene Gruppe darstellen oder ob Subgruppen aufgrund ihrer Charakteris-
tika gesondert betrachtet oder ausgeschlossen werden sollten.

In bisherigen Studien wurde oxidativer Stress meist Uber einige wenige Parameter defi-
niert. Ziel dieser Studie ist es den oxidativen/antioxidativen Status einer groBen Anzahl
von Blutspendern Uber eine Vielzahl verschiedener Parameter zu beschreiben. Wir
wahlten fir diese Untersuchung folgende Parameter: Vitamin A, Vitamin E, Zink, Selen,
die antioxidativen Kapazitat wasserléslicher Substanzen (ACW), Lipidhydroperoxide
(LPO) und reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROM, reactive oxygen metabolites).

Die Messung der ROM erfolgte mit einem neuem Gerat (FORM, Photometer CR2000,
Catellani Group, ltalien). Dieses Verfahren ist nach Angaben des Herstellers in der La-
ge in wenigen Minuten die freien Radikale im Blut zu messen und somit einen globalen
Parameter des oxidativen Stresses zu liefern. Untersucht wurde ferner ob ROM mit an-
deren Parameter des oxidativen Stresses korrelieren.

Von Interesse waren Auswirkungen des Geschlechts und der Lebensgewohnheiten
(Rauchen, orale Antikonzeption) auf Parameter des oxidativen Stresses. Ferner sollten
Korrelationen zwischen Parametern des oxidativen Stresses und dem Alter bzw. Body

Mass Index untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Rekrutierung der Probanden und Probengewinnung

Die Studie wurde nach den Prinzipien der Deklaration von Helsinki’Hongkong (1989)
und den GCP-Richtlinien durchgefihrt.

Der Prufplan wurde vor Studienbeginn durch die Ethik-Kommission der Charite positiv
begutachtet (Votum vom 07.09.2000).

Ziel der Studie war die Bestimmung des oxidativen Status bei Blutspendern.

Alle Blutspender, die im Zeitraum der Probandenrekrutierung in der Blutspendeeinrich-
tung des Instituts far Transfusionsmedizin der Charité Campus Mitte Blut spendeten,
wurden um Teilnahme an der Studie gebeten.

Einschlusskriterien waren die Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusi-
on (2000) und eine schriftliche Einverstandniserklarung.

Ausschlusskriterien waren die Einnahme von lipidsenkenden Medikamenten oder Multi-
vitaminpraparaten.

Es wurden konsekutiv 488 Blutspender, davon 281 Manner und 207 Frauen, in die Stu-
die eingeschlossen.

Die Blutproben wurden den Spendern aus der Kubitalvene ohne Stauung in sitzender
Kdrperhaltung standardisiert entnommen. Zur Entnahme wurden sterile Einmalréhrchen
mit EDTA sowie Serumréhrchen der Fa. Sarstedt verwendet. Die Blutproben wurden
spatestens 30 Minuten nach der Blutentnahme fir 15 Minuten bei 2000g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand in EppendorfgefaBe abpipettiert und bis zu den wei-
teren Untersuchungen bei —80°C gelagert.

Die Blutbildbestimmung erfolgte innerhalb einer Stunde.

Die Messung der ROM erfolgte aus Kapillarblut. Zur Gewinnung von Kapillarblut wurde
nach Desinfektion die rechte Zeigefingerbeere mit einer Lanzette punktiert und nach
dem Abtupfen des ersten Bluttropfens 20 pl Blut in eine Glaskapillare abgefullt. Die
Analyse der ROM erfolgte sofort nach der Gewinnung der Kapillarblutprobe.
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Bei allen Probanden wurden folgende Parameter aus den Blutproben bestimmt:

Oxidativer Status:
e Vitamin A
e Vitamin E
e Zink
e Selen
¢ Antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen (ACW)
¢ Lipidhydroperoxide (LPO)

e Reaktive Sauerstoffmetabolite (ROM)

Kleines Blutbild:
e Hamoglobin
e Hamatokrit
e Erythrozytenzahl
e MCV
e Leukozytenzahl

e Thrombozytenzahl

Eisenstatus:
o Ferritin
e Transferrin

e Loslicher Transferrinrezeptor
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3.2 Messung von Vitamin A und Vitamin E

Zur Bestimmung von Vitamin A (Retinol) und Vitamin E (a-Tocopherol) wurde die
HPLC-Methode nach Weinmann mit geringer Modifizierung verwendet (Weinmann et
al., 99).

200 pl Serum werden mit einem internem Standard (Retinolacetat und Tocopherolace-
tat) und n-Hexan zur Extraktion versetzt. Nach guter Durchmischung und Zentrifugation
wird ein Aliquot reiner Hexanphase abpipettiert, abgeblasen und der Uberstand in die
mobile Phase aufgenommen. Danach werden 10 ul der Probe mit einem automatischen
Probengeber (System 200, Perkin Elmer, USA) auf eine V18 S&ule injiziert und mit Me-
thanol und Wasser (97,5:2,5) ohne Gradient in 15 min aufgetrennt. Der Nachweis er-
folgt mit UV- und Fluoreszenzdetektion.

Referenzbereiche fir gesunde Nichtblutspender:

Vitamin A: 1,05-2,08 mmol/l, Vitamin E: 12-46 mmol/I.

3.3 Messung von Zink

Die Bestimmung erfolgte Gber Atomabsorptionsspekirometrie mit dem Analysegerat
AAS 5FL (Analytik Jena AG, Deutschland).

100 pl Serum werden mit 1 ml 0,1 n Salzs&dure mittels Vortexmixer kraftig vermischt und
einem Autosampler zugefiihrt. Die Erzeugung der flr die Absorption notwendigen
Strahlung erfolgt in einer Hohlkathodenlampe, in der angrenzende Atome ihr Linien-
spektrum aussenden. Die Messung der Konzentration erfolgt nach Atomisierung des zu
bestimmenden Elementes durch die Flammentechnik, bei einer fir das Element spezifi-
schen Wellenlange. Die Bestimmung der Zink-Konzentration durch die Atomabsorption
beruht auf der Proportionalitat von Konzentration des zu untersuchenden Elements zu
absorbierter Strahlung nach Atomisierung der Probe (Lambert Beersches Gesetz).
Referenzbereich flr gesunde Nichtblutspender: 9,18-18,36 umol/l.

3.4 Messung von Selen

Die Bestimmung erfolgte Gber Atomabsorptionsspektrometrie mit Graphitrohrtechnik mit
dem Analysegerat Spektra 400 plus (Varian GmbH, Deutschland).

200 pl Serum werden mit einer Lésung aus L-Ascorbinsdure, Triton X100 und DB100
Antischaummittel verdinnt. Nach Mischung mit dem Vortexmixer wird die Probe flr
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1 min bei 1000 U/min zentrifugiert und in den Autosampler Gberflhrt. Die Erzeugung der
fir die Absorption notwendigen Strahlung erfolgt in einer Hohlkathodenlampe, in der
angrenzende Atome ihr Linienspektrum aussenden. Die Messung der Konzentration
erfolgt nach Atomisierung des zu bestimmenden Elementes durch die Graphitrohrtech-
nik, bei einer flir das Element spezifischen Wellenlange. Die Bestimmung der Selen-
Konzentration durch die Atomabsorption beruht auf der Proportionalitdt von Konzentra-
tion des zu untersuchenden Elements zu absorbierter Strahlung nach Atomisierung der
Probe (Lambert Beersches Gesetz).

Referenzbereich flr gesunde Blutspender: 0,94-1,77 umol/l.

3.5 Messung der antioxidativen Kapazitat

Fir die Messung der integralen antioxidative Kapazitat wasserléslicher Substanzen des
Plasmas (ACW) wurde das Verfahren der Firma Analytik Jena AG (Deutschland) ver-
wendet. Die Methode wurde von Popov et al. detailliert beschrieben (Popov und Lewin,
99). Die ausgewahlte Methode fasst die Kapazitat fast aller wasserléslichen Komponen-
ten des antioxidativen Systems im Plasma zusammen (Popov und Lewin, 94). Sie misst
die antioxidative Kapazitat der Harnsaure, deren Anteil 60% aller wasserléslichen Anti-
oxidantien ausmacht. Zum jetzigen Zeitpunkt sind flr diese Methode kein Referenzbe-
reiche definiert. Es sind nur vereinzelte Arbeiten Gber ACW erschienen, in denen aller-
dings andere Messmethoden verwendet wurden.

Die integrale antioxidative Kapazitat des Plasmas wurde mit dem ACW-Kit auf dem
PHOTOCHEM-Luminometer nach Anleitung des Herstellers gemessen. Das Prinzip
basiert auf der Kombination einer photochemischen Generation freier Radikale und ih-
rem chemoluminometrischen Nachweis. Durch optische Anregung eines Photosensibili-
sators werden verschiedene reaktive Sauerstoffformen gebildet, die von den
Antioxidantien im Plasma gebunden und neutralisiert werden. Durch Messung der lag-
Phase des Sauerstoffverbrauchs wird die antioxidative Kapazitdt des Plasmas im
Vergleich zu Ascorbinsaure bestimmt. Die Ergebnisse werden in mmol/l ASE
(Ascorbinsdure Aquivalenzen) angegeben.

Referenzbereich flr gesunde Nichtblutspender: nicht bekannt.
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3.6 Messung der Lipidhydroperoxide

Die Konzentration der Lipidhydroperoxide (LPO) im Plasma wurde mittels K-Assay,
LPO-CC-Kit (Kamiya Biomedical, USA) untersucht. Die Methode wurde von Tateishi et
al. detailliert beschrieben (Tateishi et al., 87).

In der Anwesenheit von Hadmoglobin werden die Lipidhydroperoxide zu Hydroxylderiva-
ten reduziert. Das Chromogen wird in einer dquimolaren Reaktion oxidativ in Methy-
lenblau umgewandelt. Das Methylenblau wird bei 675 nm photometrisch gemessen. Als
Standard wurde Cumenhydroperoxid (50 mmol/ml) verwendet.

Referenzbereich fur gesunde Nichtblutspender: 4,85-10,41 nmol/I.

3.7 Messung der reaktiven Sauerstoffmetabolite

Die Messung der reaktiven Sauerstoffmetabolite (ROM) erfolgte mit einer neuen MeB-
methode. Aufgrund der kurzen Halbwertzeit der ROM sind sie messtechnisch bis jetzt
schwer zuganglich gewesen. Der FORM-Test ist nach Angaben des Herstellers erst-
mals in der Lage ROM in kirzester Zeit in einer biologischen Probe zu bestimmen.
FORM (Photometer CR2000, Catellani Group, Italien) ist ein System fiir die photometri-
sche Bestimmung der ROM-Konzentration im Kapillarblut. Die Bestimmung basiert auf
der Vermutung, dass die Konzentration der organischen Hydroperoxide proportional der
Konzentration der freien Radikale ist. Bei dieser Methode wird die Produktion einer sta-
bilen Farbverbindung bei saurem pH (4,8) bei 505 nm gemessen. Diese Farbverbin-
dung entsteht durch eine quantitative Reaktion der ROM im Serum und den lonen der
Ubergangsmetalle (Fe?*, Fe**) mit dem Chromogen. Bei pH 4,8 werden von den Se-
rumproteinen lonen der Ubergangsmetalle freigesetzt. In der Anwesenheit dieser lonen
werden die organischen Hydroperoxide in Peroxyl- und Alkoxylradikale umgewandelt
(Fentonreaktion). Letztere reagieren mit dem Chromogen (Phenylendiamin) und kénnen
titriert werden. Die Methode bestimmt im wesentlichen die Konzentration der Alkoxylra-
dikale und Peroxydradikale (Giovannangelo und Carlo, 01; Da Vela und Casini, 95).

20 pl Kapillarblut aus der Fingerbeere werden in eine Glaskapillare aufgesogen. Die
Kapillare wird sofort in eine Eppendorfkiivette gelegt, die mit 1ml einer sauren (pH 4,8)
Pufferldsung gefiillt ist. Die Kivette wird verschlossen und vorsichtig geschuttelt, bis die
Farbe der Kapillare der Farbe der Pufferlésung entspricht. Hierbei reagieren die in der
Probe enthaltenden Bestandteile nach der Fentonreaktion. Die Mischung wird in eine
MeBkuvette Uberfihrt und mit 10 pl einer phenolischen Farbverbindung (N,N-Diethyl-
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Paraphenylendiamin), dem Chromogen, versetzt und vermischt. Die Farbverbindung
entsteht durch eine quantitative Reaktion der ROM im Serum und den lonen der Uber-
gangsmetalle (Fe?*, Fe**) mit dem Chromogen. Die Probe wird eine Minute zentrifugiert
und bei 38°C inkubiert. Nun wird die optische Dichte bei 505 nm mit Hilfe eines Spekt-
roskops gemessen. Eine zweite Messung erfolgt nach einer Minute. Die Differenz (Delta
A) wird bestimmt und mit einem Korrekturfaktor K (9000) multipliziert.

Die Berechnung erfolgt durch das Geréat nach folgender Formel: Delta A x K = U.Carr.
Die Messeinheit wird nach dem Entwickler der Methode Mauro Carratelli in U.Carr.
(Carratelli Units) angegeben, wobei eine U.Carr. 0,024 mmol H>O./I entspricht.

Der Hersteller ermittelte an 5000 Probanden Referenzbereiche fir gesunde Nichtblut-
spender. Raucher und Frauen unter oraler Kontrazeption wiesen erhdhte Werte auf.
Normal (75% der Probanden) <301 U.Carr.

Geringer oxidativer Stress 301-320 U.Carr.

MéaBiger oxidativer Stress 321-360 U.Carr.
Starker oxidativer Stress 361-400 U.Carr.
Sehr starker oxidativer Stress >400 U.Carr.

3.8 Kleines Blutbild

Die Bestimmung des Blutbilds erfolgte vollautomatisch mit dem Abott Cell-Dyn 3500
(Abbott Diagnostics, Deutschland). Der Cell-Dyn 3500 ist ein Mehrkanalgerat, das so-
wohl mit Laser-Lichtstreuung als auch mit Impedanztechnik arbeitet.

Zur Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration wird das Blut hdmolysiert und das ent-
standene Hamoglobin in das stabile Cyanmethamoglobin Uberfihrt. Die Konzentration
des Cyanmethdmoglobins wird photometrisch bei einer Wellenlange von 546 nm be-
stimmt. Bei der Cyanmethamoglobinbestimmung werden alle Hamoglobinformen die im
Blut vorkommen kdnnen (Desoxyhadmoglobin, Oxyhamoglobin, Carboxyhamoglobin,
Methamoglobin) in das gleiche Reaktionsprodukt Uberfuhrt. Die Methode ist daher vom
jeweiligen Anteil der genannten Hamoglobine unabhdngig und liefert die Gesamt-
Hamoglobinkonzentration.

Die Anzahl der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten wird durch Impedanzmes-
sungen ermittelt. Wenn durch die Messéffnung ein elektrischer Strom und ein Partikel-
strom flieBen, erhéht sich der elektrische Widerstand beim Durchtritt von Blutzellen, da

diese Nichtleiter sind. Die Widerstandsanderung l6st einen messbaren elektrischen Im-
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puls aus. Die Anzahl der Impulse entspricht der Anzahl der Zellen, welche die Messoff-
nung passiert haben. Die Amplitude des Impulses ist abhangig vom Partikelvolumen.
Weiterhin wird die Leukozytenzahl im optischen Kanal (Laser) bestimmt. Wenn die Zel-
len mit dem Laserstrahl in Wechselwirkung treten, streuen sie das Laserlicht in alle
Raumwinkel. Dabei verhalten sich die einzelnen Zellklassen in Bezug auf die Streulicht-
Intensitat in einzelnen Winkelbereichen unterschiedlich.

Die Vorwartsstreuung dient vorrangig zur Messung der ZellgréBe. Mit Hilfe der Seit-
wartsstreuung werden Informationen Uber die Zelloberflache und den inneren Aufbau
der Zellen gesammelt. Die von den Zellen ausgehenden optischen Signale werden ge-
messen und in elektrische Impulse umgewandelt, die im Computer gespeichert und
ausgewertet werden kdnnen. Die Bestimmung der Leukozytenzahl mit Hilfe zweier Me-
thoden ermdglicht eine interne Qualitatskontrolle.

Referenzbereiche fir gesunde Nichtblutspender:

Hamoglobin: Manner 8,7-10,9 mmol/l, Frauen 7,6-9,5 mmol/l.

Hamatokrit: Manner 0,36-0,48 I/l, Frauen 0,35-0,45 I/l.

Erythrozytenzahl: Manner 4,5-5,9 10'%/l, Frauen 4,1-5,1 10'?/I.

MCV: 80-96 fl.

Leukozytenzahl: 4,4-11,3 10%/1.

Thrombozytenzahl: 150-450 10%/1.

3.9 Eisenstatus

Die Bestimmung der Parameter des Eisenstatus erfolgte vollautomatisch mit dem BN-
ProSec Nephelometer (DADE Behring, USA).

Die Messung erfolgt durch einen latex-verstarkten immunonephelometrischen Assay.
Mit Antikbrpern gegen humanes Ferritin, Transferrin bzw. 16slichen Transferrinrezeptor
(sTfR) beladene Polystyrol-Partikel werden bei Mischung mit antigenhaltigen Proben
agglutiniert. Die Intensitat des Streulichts im Nephelometer ist vom Antigengehalt der
Probe abhangig, so dass durch den Vergleich mit Verdiinnungen eines Standards der
Ferritin-, Transferrin- bzw. sTfR-Gehalt der Probe ermittelt werden kann.
Referenzbereiche fir gesunde Nichtblutspender:

Ferritin: Manner: 22-322 ug/l, Frauen: 10-291 ug/l.

Transferrin: 2,0-3,6 g/l.

Léslicher Transferrinrezeptor (sTfR): 0,83-1,76 mg/I.
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3.10 Statistische Methoden

Die Daten wurden mit dem Programm SPSS Version 11.5 analysiert. Die gemessenen
und errechneten Werte und sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt.
Bivariate Korrelationen wurden durch Korrelationsanalyse berechnet und eine Korrelati-
onsmatrix fir Alter, BMI und alle gemessenen Parameter des oxidativen Status erstellt.
Der Korrelationskoeffizient nach Pearson ist jeweils angegeben.

Zum Vergleich von zwei Gruppen wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Zum Ver-
gleich mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Wo ange-
geben wurde p in einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) fir die Kovariaten Alter, BMI,
Rauchverhalten und Einnahme oraler Antikonzeptiva adjustiert.

P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische Daten der Studienpopulation

In Tabelle 3 sind die demographischen Daten der Studienpopulation dargestellt.

Die Studienpopulation weist ein mittleres Alter von 32 Jahren auf, 78% der Blutspender
sind junger als 40 Jahre, 90% sind junger als 50 Jahre. Ca. 90% der Probanden haben
einen systolischen Blutdruck unter 140 mmHg und einen diastolischen Blutdruck unter

90 mmHg.

Auch die anderen demographischen Parameter weisen die typischen Werte fir Blut-
spender aus der Umgebung des Prifzentrums auf.

Tabelle 3: Demographische Daten der Studienpopulation.
N=488. SD: Standardabweichung.

Mittelwert SD Minimum Maximum

Alter (Jahre)

GroBe (cm)

Gewicht (kg)

Systolischer Blutdruck (mmHg)
Diastolischer Blutdruck (mmHg)
Herzfrequenz (sek™)

Body Mass Index (kg/m?)

32
175,4
74,2
123,4
80,4
76,4

24,1

11,7
9.3
14,2
13,7
8,6
10,3
39

18
148
50

90

60

56

16,5

65
204
120
160
100
110

43,5
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Die demographischen Daten der Studienpopulation aufgeteilt nach Geschlechtern sind
in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Demographische Daten der Studienpopulation, unterteilt nach Geschlechtern.
SD: Standardabweichung.

Geschlecht Mittelwert SD Minimum Maximum
M Alter (Jahre) 32,8 11,4 18 65
N =281 GroBe (cm) 180,6 7,4 162 204
Gewicht (kg) 80,2 12,2 50 120
Systolischer Blutdruck (mmHg) 126,6 13,2 90 160
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 81,8 8,0 60 100
Herzfrequenz (Sek™) 76,7 10,6 56 110
Body Mass Index (kg/m?) 24,6 3.3 17 35,9
\%% Alter (Jahre) 30,9 12,0 18 64
N =207 GroBe (cm) 168,3 6.4 148 185
Gewicht (kg) 66,2 12,6 50 120
Systolischer Blutdruck (mmHg) 119 13,1 95 160
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 78,4 8.9 60 100
Herzfrequenz (Sek'l) 75,9 9,8 56 100

Body Mass Index (kg/mz) 23,4 4.4 16,5 43,5
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Die Altersverteilung der Studienpopulation getrennt nach Geschlechtern ist graphisch in
Abb. 4 dargestellt.

40

Anzahl

40 40

Alter Alter

Abb. 4: Altersverteilung beider Geschlechter der Studienpopulation mit Verteilungskurve.
Alter in Jahren. M: Manner (n=281); W: Frauen (n=207).

Tabelle 5 gibt einen Uberblick liber die unterschiedlichen Lebensgewohnheiten der Stu-
dienpopulation.

In die Gruppe der Frauen mit oraler Antikonzeption sind alle Frauen eingeschlossen, die
eine orale Antikonzeption einnehmen, unabhangig von ihrem Wirkstoff.

Da die Zahl der ehemaligen Raucher relativ klein ist wurden die Nieraucher und ehema-
ligen Raucher flir die Auswertung in eine gemeinsame Gruppe von "Nichtrauchern® zu-
sammengefasst. In der Studienpopulation befinden sich prozentual mehr mannliche als
weibliche Raucher.

Tabelle 5: Lebensgewohnheiten der Studienpopulation.
M: Manner (n=281); W: Frauen (n=207).

Geschlecht N %
Raucher 143 50,9
M
Nichtraucher 138 49,1
Orale Antikonzeptiva 33 159
Raucher

Keine oralen Antikonzeptiva 40 19,3

Orale Antikonzeptiva 65 314
Nichtraucher

Keine oralen Antikonzeptiva 69 33,3
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4.2 Blutbild der Blutspender

In Tabelle 6 ist das Blutbild der Blutspender aufgeteilt nach Geschlechtern dargestellt.
Wie von den Referenzbereichen her zu erwarten haben die Frauen in Bezug auf Ha-
moglobin, Hamatokrit und Erythrozyten signifikant niedrigere Werte als die Manner.

Bei den Thrombozyten zeigten dagegen die Frauen signifikant erhéhte Werte im Ver-
gleich zu den mannlichen Probanden.

Die Werte lagen trotz der Blutspenden weitgehend im Referenzbereich.

Tabelle 6: Blutbild der Studienpopulation unterteilt nach Geschlechtern.

Vergleich der Geschlechter im ungepaarten t-Test.
M: Méanner (n=281); W: Frauen (n=207); SD: Standardabweichung.

Geschlecht Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile Referenz p

M 9,14 0,62 8,10 10,1 8,7-10,9
Hémoglobin (mmol/1) <0,001

w 8,03 0,52 7,19 8,96 7,6-9,5

M 042 0,03 0,38 0,47 0,36-0,48
Himatokrit (/1) <0,001

W 0,38 0,02 0,34 0,42 0,35-0,45

M 4,78 0,33 4,23 5,32 4,5-5.9
Erythrozyten (10'%/1) <0,001

w 427 0,29 3,78 4,73 4,1-5,1

M 89,0 4,43 81,9 96,8 80-96
MCV (fl) 0,641

w 88,8 4,47 80,1 96,1 80-96

M 566 1,94 3,40 9,30 4,4-11,3
Leukozyten (10°/1) 0,801

w 561 1,67 3,49 8,56 4,4-11,3

M 257 589 181 352 150-450
Thrombozyten (10°/1) <0,001

w 277 544 194 375 150-450
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4.3 Eisenstatus der Blutspender

In Tabelle 7 ist der Eisenstatus der Studienpopulation aufgeteilt nach Geschlechtern
dargestellt.

Entsprechend den geschlechtsspezifischen Referenzbereichen ergibt sich bei Frauen
ein signifikant niedrigerer Wert fir Ferritin im Vergleich zu den ménnlichen Probanden.
Auch der l6sliche Transferrin-Rezeptor (sTfR) ist bei den Frauen signifikant erniedrigt.
Bei Betrachtung der 5. und 95. Perzentile fallt auf, dass erwartungsgeman die Ferri-
tinplasmakonzentrationen beider Geschlechter Uber die gesamte Verteilung der Werte
betrachtet eher unter dem Referenzbereich fur Nicht-Blutspender liegen. Dies ist fir
Transferrin und sTfR nicht der Fall.

Tabelle 7: Eisenstatus der Studienpopulation unterteilt nach Geschlechtern.

Vergleich der Geschlechter im ungepaarten t-Test.

M: Méanner (n=281); W: Frauen (n=207); SD: Standardabweichung; sTfR: I6slicher Transferrin-
rezeptor.

Geschlecht Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile Referenz p

M 46,7 39,4 6,91 128 22-322
Ferritin (ug/1) <0,001
\%% 27,1 26,3 4,47 70,3 10-291
M 2,38 0,45 1,73 3,20
Transferrin (g/1) 2,0-3,6 0,229
W 2,44 0,60 1,56 3,37
M 1,23 0,34 0,79 1,88
sTfR (mg/l) 0.83-1,76 0,016
W 1,16 0,32 0,73 1,74
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4.4 Parameter des oxidativen Stresses bei Blutspendern

In Tabelle 8 sind die in der Studienpopulation gemessenen Parameter des oxidativen
Stresses dargestellt.

Vitamin A liegt bei den untersuchten Blutspendern deutlich Gber dem Referenzbereich.
Dies ist bei Vitamin E nicht der Fall.

Knapp die Halfte (46,8%) der Probanden weisen eine erniedrigte Selenkonzentration
auf. Der Mittelwert von LPO liegt unter dem Referenzbereich. ROM als neuartiger Mar-
ker flr oxidativen Stress zeigte sich grenzwertig erhéht.

Tabelle 8: Parameter des oxidativen Status bei Blutspendern.

ACW: antioxidative Kapazitat wasserléslicher Substanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reak-
tive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz

Vitamin A (umol/l) 3,85 1,15 2,10 5,75 1,05-2,08
Vitamin E (umol/l) 29,4 9,02 16,4 452 12-46
Zink (umol/1) 13,8 2,09 10,3 17,1 9,18-18,36
Selen (umol/l) 0,97 0,20 0,70 1,30 0,94-1,77
ACW (umol/l) 1,36 0,66 0,62 2,53 nicht bekannt
LPO (nmol/ml) 3,37 3,39 0,10 7,72 4,85-10,41
ROM (U.Carr.) 300 95 182 503 <300

In Tabelle 9 sind die bivariaten Korrelationen zwischen Alter, BMI und den gemessenen
Parametern des oxidativen Status flr die gesamte Studienpopulation dargestellt.

Eine deutliche Korrelation besteht zwischen Vitamin A, Vitamin E und Selen. Die Korre-
lation zwischen Vitamin A und Vitamin E ist in Abb. 5 graphisch dargestellt.

Sowohl Vitamin E als auch Selen zeigen eine Altersabhangigkeit.

Zink korreliert positiv mit Selen und ACW.

Als GlobalmaRB der antioxidativen Kapazitat ist ACW invers mit ROM als GlobalmaB des
oxidativen Potentials korreliert.
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Tabelle 9: Korrelationsmatrix fur Alter, BMI und die gemessenen Parametern des oxidati-
ven Status. In der Matrix ist Pearsons Korrelationskoeffizient fir bivariate Korrelationen zwi-
schen allen Paaren angegeben. *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001, ****p<0,0001.

BMI: body mass index; ACW: antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen; LPO: Lipid-
hydroperoxid; ROM: reaktive Sauerstoffmetaboliten.

Alter BMI Vitamin A Vitamin E  Zink Selen ACW LPO

BMI 0,34****
Vitamin A 0,05 -0,06
Vitamin E 0,32**** 0,16™* 0,39****

Zink 0,01 0,11* -0,10* -0,10*
Selen 0,20**** 0,10* 0,18*** 0,30**** 0,12**
ACW 0,04 0,11* -0,03 0,08 0,17*** -0,01
LPO -0,07 0,10* -0,14** 0,00 0,03 -0,01 0,12*
ROM -0,02 0,00 0,08 0,05 -0,10*** 0,08 -0,13** -0,05
8_
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Abb. 5: Scatter-Plot fiir die Serumkonzentration von Vitamin A und Vitamin E.
Pearsons Korrelationskoeffizient: 0,39, p<0,0001, R®=0,152.
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In Tabelle 10 sind die Parameter des oxidativen Status nach Geschlechtern getrennt
dargestellt.

Vitamin A liegt bei beiden Geschlechtern deutlich Gber dem Referenzbereich. Frauen
zeigen signifikant h6here Werte als die mannlichen Probanden. Nach Korrektur des p-
Wertes (adjustiertes p) fiir Alter, Body Mass Index und Rauchverhalten Iasst sich jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern mehr nachweisen. Fir Zink,
ACW, LPO und ROM ergaben sich nach Adjustierung signifikante Unterschiede zwi-
schen den Geschlechtern.

Tabelle 10: Parameter des oxidativen Status im Vergleich zwischen den Geschlechtern.
Vergleich der Geschlechter im ungepaarten t-Test. P wurde in einer Kovarianzanalyse
(ANCOVA) fur die Kovariaten Alter, Body Mass Index und Rauchverhalten adjustiert.

M: Méanner (n=281); W: Frauen (n=207); ACW: antioxidative Kapazitat wasserléslicher Sub-

stanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reaktive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratel-
li.

Geschlecht Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz p adjustiertes p

M 3,76 1,08 2,08 5,59

Vitamin A (umol/l) 1,05-2,08 0,038 0,076
W 3,98 1,22 2,08 6,42
M 29,9 9,70 16,0 48,3

Vitamin E (umol/l) 12-46 0,130 0,336
W 28,7 7,97 16,5 42,4
M 14,1 2,05 10,6 17,3

Zink (umol/1) 9,18-18,36 <0.001 0,002
W 13,4 2,08 9,80 17,0
M 0,96 0,20 0,70 1,29

Selen (umol/l) 0,94-1,77 0,161 0,284
W 0,98 0,20 0,69 1,34
M 1,60 0,69 0,80 2,96

ACW (umol/l) nicht bekannt <0.001 <0.001
W 1,04 0,44 0,52 2,00
M 3,90 4,01 0,10 10,8

LPO (nmol/ml) 4,85-10,41 <0.001 <0.001
W 2,67 2,18 0,10 6,42
M 258 59 168 370

ROM (U.Carr.) <300 <0.001 <0.001
W 358 105 215 554
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4.5 Oxidativer Status in Abhangigkeit vom Rauchverhalten

In Tabelle 11 sind die Parameter des oxidativen Stresses in Abhangigkeit vom Rauch-
verhalten dargestellt.

Wie bereits in den vorherigen Tabellen dargestellt liegen die Vitamin A-Konzentrationen
sowohl bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern Uber dem Referenzbereich. Bei Rau-
chern fanden sich signifikant niedrigere Vitamin A-Werte im Sinne eines erhéhten oxida-
tiven Stresses. Fur Vitamin E konnte dies nicht gezeigt werden. Allerdings zeigen sich
hochsignifikant verminderte Selen-Konzentrationen bei Rauchern, die ebenfalls im Sin-
ne eines erhdhten oxidativen Stresses interpretiert werden kénnen.

Entgegen der Angaben des Test-Herstellers haben Raucher unserer Studienpopulation

niedrigere ROM-Werte als Nichtraucher.

Tabelle 11: Parameter des oxidativen Status in Abhangigkeit vom Rauchverhalten.
Vergleich der Gruppen im ungepaarten t-Test. P wurde in einer Kovarianzanalyse (ANCOVA)
fur die Kovariaten Alter und Body Mass Index adjustiert. Nichtraucher n=272, Raucher n=216.
ACW: antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reak-
tive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz p adjustiertes p

Nichtraucher 3,96 1,12 2,12 5,76

Vitamin A (umol/l) 1,05-2,08 0,023 0,023
Raucher 3,72 1,17 2,00 5,77
Nichtraucher 30,0 9,02 17,0 47,1

Vitamin E (umol/l) 12-46 0,123 0,167
Raucher 28,7 8,98 14,8 45,0
Nichtraucher 13,7 2,03 10,1 17,2

Zink (umol/1) 9,18-18,36 0,632 0,756
Raucher 13,8 2,17 10,4 17,2
Nichtraucher 1,01 0,21 0,72 1,34

Selen (umol/l) 0,94-1,77 <0,001 <0,001
Raucher 0,92 0,18 0,69 1,20
Nichtraucher 1,34 0,63 0,59 2,48

ACW (umol/l) nicht bekannt 0,325 0,477
Raucher 1,40 0,68 0,63 2,57
Nichtraucher 3,17 2,62 0,10 7,43

LPO (nmol/ml) 4,85-10,41 0,161 0,255
Raucher 3,62 4,18 0,10 8,10
Nichtraucher 308 104 182 527

ROM (U.Carr.) <300 0,032 0,037

Raucher 289 82 179 428
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Die Auswirkungen des Rauchverhaltens auf die Parameter des oxidativen Status sind in
Tabelle 12 und Tabelle 13 getrennt nach Geschlechtern dargestellt.

Bei den mannliche Rauchern bestatigt sich der Befund erniedrigter Vitamin A und Se-
len-Serumkonzentrationen im Vergleich zu den Nichtrauchern.

Wahrend die ROM-Werte in der Gesamtpopulation bei Rauchern niedriger sind, sind sie
bei mannlichen Rauchern signifikant erhdht.

Tabelle 12: Parameter des oxidativen Status bei Mannern in Abhéngigkeit vom Rauch-
verhalten. Vergleich der Gruppen im ungepaarten t-Test. P wurde in einer Kovarianzanalyse
éﬁl;lf)r?:\:ﬁ%fur die Kovariaten Alter und Body Mass Index adjustiert. Nichtraucher n=138, Rau-

ACW: antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reak-
tive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz p adjustiertes p

Nichtraucher 3,92 1,07 1,97 5,61

Vitamin A (umol/l) 1,05-2,08 0,012 0,008
Raucher 3,59 1,06 2,10 5,48
Nichtraucher 30,9 9,76 15,9 49,4

Vitamin E (umol/l) 12-46 0,108 0,095
Raucher 29,0 9,59 14,9 45,7
Nichtraucher 14,2 2,00 10,6 17,4

Zink (umol/l) 9,18-18,36 0,523 0,384
Raucher 14,0 2,10 10,7 17,1
Nichtraucher 1,01 0,20 0,72 1,30

Selen (umol/l) 0,94-1,77 <0,001 <0,001
Raucher 0,91 0,19 0,65 1,20
Nichtraucher 1,63 0,66 0,83 3,02

ACW (umol/l) nicht bekannt 0,603 0,521
Raucher 1,58 0,71 0,79 2,98
Nichtraucher 3,61 2,76 0,10 8,88

LPO (nmol/ml) 4,85-10,41 0,238 0,358
Raucher 4,20 4,94 0,10 12,8
Nichtraucher 246 53,6 158 341

ROM (U.Carr.) <300 <0,001 <0,001
Raucher 269 62,0 175 378

Im Gegensatz zu den Rauchern kommt es bei den Raucherinnen nicht zu einer Ver-
minderung der Vitamin A-Konzentration. Wie bei den Rauchern ist die Selenkonzentra-
tion auch bei Raucherinnen signifikant vermindert. Im Gegensatz zu den Mannern ist
bei rauchenden Frauen eine signifikanter Abfall der ROM festzustellen.
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Tabelle 13: Parameter des oxidativen Status bei Frauen in Abhédngigkeit vom Rauchver-
halten. Vergleich der Gruppen im ungepaarten t-Test. P wurde in einer Kovarianzanalyse
(ANCOVA) fur die Kovariaten Alter, Body Mass Index und die Einnahme von oralen Antikonzep-
tiva adjustiert. Nichtraucher n=134, Raucher n=73.

ACW: antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reak-
tive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz p  adjustiertes p

Nichtraucher 3,99 1,17 2,26 6,25

Vitamin A (umol/l) 1,05-2,08 0,811 0,855
Raucher 3,95 1,32 1,73 6,72
Nichtraucher 29,0 8,11 17,8 43,6

Vitamin E (umol/l) 12-46 0,428 0,871
Raucher 28,1 7,72 13,3 40,6
Nichtraucher 13,3 1,98 9,44 16,8

Zink (umol/l) 9,18-18,36 0,509 0,488
Raucher 13,5 2,27 10,2 18,3
Nichtraucher 1,01 0,21 0,69 1,46

Selen (umol/l) 0,94-1,77 0,005 0,035
Raucher 0,93 0,15 0,70 1,23
Nichtraucher 1,03 0,42 0,52 1,95

ACW (umol/l) nicht bekannt 0,624 0,741
Raucher 1,06 0,47 0,48 2,10
Nichtraucher 2,73 2,39 0,10 6,64

LPO (nmol/ml) 4,85-10,41 0,621 0,505
Raucher 2,56 1,77 0,10 6,32
Nichtraucher 375 104 226 554

ROM (U.Carr.) <300 0,003 0,001
Raucher 328 101 186 548

4.6 Oxidativer Status in Abhangigkeit von oraler Antikonzeption

Die Gesamtpopulation der Frauen betragt 207, davon nehmen 98 Frauen eine orale
Antikonzeption ein.

Frauen unter oraler Antikonzeption weisen ein signifikant geringeres Alter auf als Frau-
en ohne orale Antikonzeption (25 vs. 36 Jahre, p<0,001).

Die Auswirkungen der oralen Antikonzeption auf die Parameter des oxidativen Stresses
sind in Tabelle 14 dargestellt.

Nach Adjustierung fir die Kovariaten Alter, Body Mass Index und Rauchverhalten zei-
gen sich erhéhte Konzentrationen von Vitamin A und ROM bei Frauen unter Einnahme

von oralen Antikonzeptiva.
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Tabelle 14: Parameter des oxidativen Status bei Frauen in Abhangigkeit von oraler Anti-
konzeption (OK: nein n=109, ja n=98). Vergleich der Gruppen im ungepaarten t-Test. P wurde
in einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) firr die Kovariaten Alter, Body Mass Index und Rauchver-
halten adjustiert.

ACW: antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen; LPO: Lipidhydroperoxid; ROM: reak-
tive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

OK Mittelwert SD 5. Perzentile 95. Perzentile  Referenz p adjustiertes p
nein 3,66 1,09 1,62 5,69
Vitamin A (umol/l) 1,05-2,08 <0,001 <0,001
ja 4,34 1,27 2,59 7,05
nein 29,4 8,68 15,9 45,4
Vitamin E (umol/l) 12-46 0,180 0,219
ja 27,9 7,06 16,4 40,7
nein 13,6 1,99 10,9 17,2
Zink (umol/l) 9,18-18,36 0,072 0,159
ja 13,1 2,16 9,18 16,8
nein 0,98 0,19 0,71 1,31
Selen (umol/l) 0,94-1,77 0,752 0,070
ja 0,99 0,20 0,69 1,38
nein 1,02 0,41 0,55 2,01
ACW (umol/l) nicht bekannt 0,552 0,411
ja 1,06 0,47 0,48 2,01
nein 2,54 2,14 0,10 6,94
LPO (nmol/ml) 4,85-10,41 0,394 0,831
ja 2,81 2,24 0,10 6,33
nein 309 68,1 209 434
ROM (U.Carr.) <300 <0,001 <0,001
ja 416 111 230 593

4.7 Kombination von Rauchen und oraler Antikonzeption

Die Auswirkungen des Rauchens, der Einnahme oraler Antikonzeptiva (OK) sowie die
Auswirkung der Kombination beider Faktoren auf die Parameter des oxidativen Status
sind in Tabelle 15 dargestellt. Signifikante Unterschiede ergeben sich fir Vitamin A,
Selen und ROM. Die Ergebnisse entsprechen im wesentlichen den Befunden in Tabelle
13 und Tabelle 14.

Die Einnahme oraler Antikonzeptiva (nicht jedoch das Rauchen) flhrt zu erhéhten Vi-
tamin A-Serumkonzentrationen (p<0,01, OK vs. Kontrolle). Ein zusétzlicher Effekt des
Rauchens kann nicht nachgewiesen werden (p=0,42, Rauchen+OK vs. OK).

Das Rauchen (nicht jedoch die Einnahme von OK) flhrt zu verminderten Selenserum-
konzentrationen (p<0,05, Rauchen vs. Kontrolle). Ein zusatzlicher Effekt der OK kann

nicht nachgewiesen werden (p=0,81, Rauchen+OK vs. Rauchen).
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Wahrend bei den Raucherinnen ROM vermindert sind (p<0,05, Rauchen vs. Kontrolle)
sind die ROM bei Einnahme von OK hochsignifikant erhéht (p<0,001, OK vs. Kontrolle).
Die Kombination von Rauchen und Einnahme von OK fiihrt zu einem Mischeffekt, wobei
offensichtlich der Effekt der Einnahme von OK (berwiegt. In der Kombinationsgruppe
sind die ROM weiter signifikant gegenlber der Kontrollgruppe erhéht (p<0,01).

Tabelle 15: Parameter des oxidativen Status bei Frauen in Abhangigkeit vom Rauchver-
halten und oraler Antikonzeption. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung ange-
geben. Vergleich der Gruppen in einer Varianzanalyse (ANOVA).

OK: orale Antikonzeption; ACW: antioxidative Kapazitét wasserléslicher Substanzen; LPO: Li-
pidhydroperoxid; ROM: reaktive Sauerstoffmetaboliten; U.Carr.: Units Carratelli.

Rauchen + OK Rauchen OK Kontrolle p
N 33 40 65 69
Vitamin A (umol/l) 4,48 +1,3 3,53+1,2 427+1,2 3,73+1,0 <0,001
Vitamin E (umol/l) 28,5+79 278 +7,7 27,6 6,7 30,4 +9,2 0,19
Zink (umol/l) 13,5+25 13,5+2,1 129+19 13,7+2,0 0,19
Selen (umol/l) 0,94 £0,2 0,93 £0,1 1,01 £0,2 1,01 £0,2 0,049
ACW (umol/l) 1,06 £ 0,5 1,06 £ 0,4 1,06 £ 0,4 0,99 £ 0,4 0,85
LPO (nmol/ml) 243+1,6 2,67+19 3,01 +25 247+23 0,49

ROM (U.Carr.) 380 £ 122 286 £52 436 = 101 322+73 <0,001
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5 Diskussion

5.1 Oxidativer Status bei Blutspendern

Bislang sind nur wenige Untersuchungen zum Thema des oxidativen Stresses und der
antioxidativen Kapazitat an Blutspendern durchgefihrt worden. Als Vorbereitung far
geplante Interventionsstudien zur Beeinflussung des oxidativen Stresses bei Blutspen-
dern sollte in der vorliegenden Arbeit der oxidative Status von Blutspendern deskriptiv
analysiert werden. Insbesondere sollte untersucht werden ob Blutspender bezlglich des
oxidativen Status eine homogene Gruppe darstellen oder ob Subgruppen aufgrund ihrer
Charakteristika gesondert betrachtet oder ausgeschlossen werden sollten.

In bisherigen Studien wurde oxidativer Stress meist Uber einige wenige Parameter defi-
niert. Ziel dieser Studie war es den oxidativen/antioxidativen Status einer groBen Anzahl
von Blutspender Uber eine Vielzahl verschiedener Parameter zu beschreiben. Es wur-
den folgende Parameter bestimmt: Vitamin A, Vitamin E, Zink, Selen, die antioxidative
Kapazitat wasserléslicher Substanzen (ACW), Lipidhydroperoxide (LPO) und reaktive
Sauerstoffmetaboliten (ROM, reactive oxygen metabolites).

Analysiert werden sollten Auswirkungen insbesondere des Geschlechts und der Le-

bensgewohnheiten (Rauchen, orale Antikonzeption) auf die genannten Parameter.

Die Blutspender der vorliegenden Studie zeigen im Serum deutlich erhdéhte Vitamin A-
Konzentrationen, etwas verminderte Selenkonzentrationen und deutlich verminderte
LPO-Konzentrationen im Vergleich zu den bekannten Referenzbereichen der gesunden
Normalbevélkerung. Die Vitamin E und Zinkkonzentrationen sowie die ROM der unter-
suchten Blutspender unterscheiden sich nicht wesentlich von der Normalbevdlkerung.

Eine Studie ermittelte an 123 belgischen Blutspendern (94 Manner, 29 Frauen, 25%
Raucher, 29-64 Jahre) erstmalig Referenzbereiche fir Blutspender. Diese liegen fur
Vitamin A bei 1,5-3,62 umol/l (vs. 1,05-2,08 umol/I fir die Normalbevélkerung), fur Vi-
tamin E bei 17,0-46,5 umol/l (vs. 12-46 umol/l) und fir Selen bei 0,66-1,26 pumol/l (vs.
0,94-1,77 umol/l) (Pincemail et al., 00). Die vorliegende Studie kommt zu &hnlichen Er-
gebnissen. Die Vitamin A-Konzentrationen der Blutspender liegen allerdings noch Uber
denen der belgischen Studie, die Vitamin E-Konzentrationen liegen ebenfalls im Refe-
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renzbereich der Normalbevélkerung und die Selenkonzentrationen sind in &ahnlicher
Weise vermindert wie anhand der 5. und 95. Perzentile in Tabelle 8 zu erkennen ist.
Einschrankend ist anzumerken, dass die im Ergebnisteil jeweils in den Tabellen ange-
gebenen Referenzbereiche als Vergleichswerte fiir die Daten dieser Studie nur einge-
schrankt verwertbar sind, da sie an anderen Populationen mit z.T. anderen Methoden
gewonnen wurden.

Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Daten der vorliegenden Studie ergab eine weite-
re Arbeit an 23 Blutspendern Hinweise auf eine Erhéhung der Vitamin A-
Serumkonzentrationen bei Blutspendern, wahrend die Vitamin E-Konzentrationen von
der Blutspende unbeeinflusst blieben (van Jaarsveld und Pool, 02). Weitere, insbeson-
dere groBere Arbeiten zu Parametern des oxidativen Stresses bei Blutspendern sind
bisher nicht verfagbar.

Gey hat Schwellenwerte fir bestimmte Antioxidantien berechnet, die als protektiv fir
das Herzinfarkt- Krebsrisiko betrachtet werden kénnen (Gey, 95). Dieser liegt fur Vita-
min A bei 2,2 pmol/l und wird von 93,5% der in der vorliegenden Studie untersuchten
Blutspender Uberschritten. Salonen et al. konnten zeigen, das sich bei Blutspendern
das Risiko an einem akutem Herzinfarkt zu erkranken reduziert (Salonen et al., 98). Die
erhéhten Vitamin A-Konzentrationen und verminderten LPO-Konzentrationen bei Blut-
spendern kénnten an der postulierten protektiven Wirkung der Blutspende beteiligt sein.
Eine deutliche Verminderung der Ferritinkonzentration bzw. der Eisenspeicher durch die
Blutspende konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Dies steht
im Gegensatz zu anderen Studien, die eine Reduktion der Eisenspeicher beschreiben
und diese als protektiven Faktor in Bezug auf das kardiovaskulare Risiko diskutieren
(Salonen et al., 95; Zheng et al., 05; Milman et al., 00). Mdglicherweise sind die unter-
schiedlichen Ergebnisse auf die Blutspendefrequenz, unterschiedliche Ernahrungsge-
wohnheiten oder eine Eisensubstitution zurlickzufihren. Eine definitive Aussage zu nur
geringen Anderungen der Parameter des Eisenstoffwechsels durch die Blutspende ist

allerdings wegen einer fehlenden Kontrollgruppe nicht méglich.

In der Korrelationsanalyse zeigt sich, dass die einzelnen Parameter des oxidativen bzw.
antioxidativen Status nur teilweise miteinander korrelieren. Der Begriff des oxidativen
Stresses beinhaltet offensichtlich unterschiedliche, nicht unbedingt miteinander verbun-
dene Komponenten, sodass unterschiedliche Formen des oxidativen Stresses mdglich
sind.
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Aus der Korrelationsanalyse ergibt sich eine hochsignifikante Korrelation zwischen den
antioxidativ wirkenden Parametern Vitamin A, Vitamin E und Selen. Das eigentlich als
Globalmarker der Kapazitat aller wasserldslichen Komponenten des antioxidativen Sys-
tems angesehene Parameter ACW korreliert dagegen nur mit der Zinkkonzentration.
Das antioxidative System kdnnte nach dieser Analyse in zwei Bereiche eingeteilt wer-
den:

e Vitamin A, Vitamin E, Selen
e Zink, ACW

Uber die funktionelle Einheit innerhalb dieser Bereiche kann an dieser Stelle keine Aus-
sage gemacht werden.
Der Gegensatz zwischen den Oxidantien und Antioxidantien kommt in der hochsignifi-

kanten inversen Korrelation der beiden Globalmarker ROM und ACW zum Ausdruck.

5.2 Oxidativer Status in Abhangigkeit vom Alter

Studien Uber die Abhangigkeit des oxidativen Status vom Alter sind bei Blutspendern
bisher nicht durchgefliihrt worden.

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich wie bei Nicht-Blutspendern vorbeschrieben eine
positive Korrelation zwischen Vitamin E und Alter (Herbeth et al., 88; Chen et al., 77).
Dies widerspricht allerdings einer ebenfalls alteren Studie, die einen Abfall der Vitamin
E-Konzentration im Alter feststellte (Vatassery et al., 83).

Zwei Studien, in denen Uber eine positive Korrelation zwischen dem Alter und der Se-
lenserumkonzentration berichtet wird, kénnen durch die vorliegende Studie bestatigt
werden (Benes et al., 05; Lopes et al., 04).

Eine beschriebene Korrelation zwischen Zink und dem Alter I&sst sich in der vorliegen-
den Studie nicht feststellen (Hotz et al., 03; Benes et al., 05).

5.3 Oxidativer Status in Abhangigkeit vom Geschlecht

Nur wenige Studien beschaftigten sich bisher mit Geschlechtsunterschieden von Para-
metern des oxidativen Stresses.

In der vorliegenden Studie lasst sich fir die Vitamin A- und Vitamin E-
Serumkonzentrationen keine Geschlechtsabhangigkeit nachweisen.
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Mehrere Studien an Nicht-Blutspendern konnten bei Méannern hdéhere Vitamin A-
Serumkonzentrationen als bei Frauen feststellen (Faure et al., 06; Palli et al., 99; Lind-
blad et al., 98; Aoki et al., 87). Im Rahmen der bei Blutspendern insgesamt héheren
Vitamin A-Konzentrationen ist dieser Unterschied offensichtlich nicht mehr nachweisbar.
Die Vitamin E-Werte unseres Spenderkollektivs sind vergleichbar mit Werten gesunder
Nicht-Blutspender in anderen europaischen Landern (Winklhofer-Roob et al., 97; Palli et
al., 99).

Frauen haben in der vorliegenden Studie im Vergleich zu den mannlichen Blutspendern
signifikant niedrigere Zinkserumkonzentrationen, wie bereits in anderen Arbeiten flr
Blutspender und Nicht-Blutspender beschrieben (Galan et al., 05; Lopes et al., 04; Hotz
et al., 03; Benes et al., 05). Eine positive Korrelation von Zink und dem BMI bei Frauen
ist ebenfalls beschrieben worden (Benes et al., 05).

Die Selenkonzentration zeigte in der vorliegenden Arbeit keinen Unterschied zwischen
den Geschlechtern. Lopes et al. konnte dagegen an 183 Blutspendern erhéhte Selense-
rumwerte bei Mannern feststellen (Lopes et al., 04).

Sowohl die Zinkkonzentration als auch die ACW sind bei den mannlichen Blutspendern
erhéht, wahrend ROM bei den ménnlichen Blutspendern signifikant erniedrigt sind. Ins-
gesamt scheinen die mannlichen Blutspender damit ein glnstigeres antioxidatives Profil
zu besitzen. Im Gegensatz dazu haben allerdings die weiblichen Blutspender signifikant
geringere LPO-Plasmakonzentrationen.

5.4 Oxidativer Status in Abhangigkeit vom Rauchverhalten

Der Einfluss des Rauchens auf die verschiedenen Parameter des oxidativen Stresses

ist seit langerem von wissenschaftlichem Interesse.

5.4.1 Vitamin A und Vitamin E

Bruno et al. beschrieben einen erhdhten Vitamin- und Antioxidantienverbrauch bei Rau-
chern. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Vitamin E bei Rauchern zu einer
Reduktion der Lipidoxidation fuhrt. Es wird postuliert, dass Raucher einen héheren Vi-
taminbedarf als Nichtraucher haben (Bruno und Traber, 05).

In der vorliegenden Studie finden sich bei méannlichen rauchenden Blutspendern signifi-
kant niedrigere Vitamin A-Serumkonzentrationen im Sinne eines erhdhten oxidativen

Stresses.
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Die INTERMAP-Studie zeigte bei Rauchern eine erniedrigte Aufnahme von Retinol so-
wohl bei Mannern als auch bei Frauen (Dyer et al., 03; Marangon et al., 98). Ein deutli-
cher Abfall der Vitamin A-Serumkonzentration bei Rauchern konnte bereits in verschie-
denen Studien nachgewiesen werden (Bruno und Traber, 05; Davis, 98; Miwa und Fuiji-
ta, 06).

Eine Supplementation von Vitamin A hatte sich klinisch allerdings nicht als protektiv,
sondern in Bezug auf die Inzidenz von Bronchialkarzinomen sogar als schadlich erwie-
sen (Omenn et al., 96; The Alpha-Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention Study
Group, 94).

Warum es bei rauchenden Blutspenderinnen nicht zu einen Abfall der Vitamin A-
Serumkonzentration kommt bleibt unklar.

Wie auch in der vorliegenden Studie zeigte sich in mehreren Studien (auch bei Blut-
spendern) eine unveranderte Vitamin E-Serumkonzentration bei Rauchern (van Jaars-
veld und Pool, 02; Kelly, 02). Andere Studien wiesen dagegen einen Abfall der Vita-
min E-Serumkonzentration bei Rauchern nach (Bruno und Traber, 05; Miwa und Fuijita,
06). In unserer Studie zeigten sich flr Raucher lediglich leicht erniedrigte Vitamin E-
Serumkonzentrationen, die jedoch weit vom Signifikanzniveau entfernt waren.
Epidemiologische Studien gehen davon aus das Raucher generell weniger Frichte und
Gemiuise konsumieren und dadurch unabhangig vom Zigarettenkonsum einen niedrige-
ren Vitaminstatus haben (Dallongeville et al., 98; Alberg, 02).

5.4.2 Zink und Selen

Ein Einfluss des Rauchens auf die Zinkserumkonzentration besteht nach unseren Er-
gebnissen weder bei mannlichen noch bei weiblichen Blutspendern.

Dies entspricht den Ergebnissen von Studien an Blutspendern und Nicht-Blutspendern
(Benes et al., 05; Kocyigit et al., 01). Nur bei sehr starken Rauchern konnte eine ver-
minderte Zinkserumkonzentration festgestellt werden (Northrop-Clewes und Thurnham,
07).

Sowohl bei mannlichen als auch bei weiblichen Blutspendern kann in der vorliegenden
Studie ein Abfall der Selenserumkonzentration bei Rauchern festgestellt werden. Dies
entspricht den Ergebnissen von Studien an Blutspendern (Benes et al., 05; Pincemail et
al., 00) und Nicht-Blutspendern (Northrop-Clewes und Thurnham, 07; Galan et al., 05;
Kocyigit et al., 01).
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Es ist davon auszugehen, das verschiedene Faktoren die Selenserumkonzentration bei
Rauchern beeinflussen. Rauchen kdnnte durch den erhdhten oxidativen Stress Uber
eine Aktivierung von selenabhd@ngigen Enzymen zu einem erhéhtem Verbrauch von
Selen und damit zu einer niedrigeren Selenserumkonzentration flihren. Auch eine ver-
minderte Zufuhr Uber die Nahrung bei erh6htem Verbrauch wird diskutiert. Die Tatsa-
che, dass Deutschland sich in einem Selenmangelgebiet befindet kénnte den Selen-
mangel bei den Rauchern verstarken. Dies kénnte auch eine Erklarung daflr sein, dass
46,8% der Studienteilnehmer einen Wert unter dem Referenzbereich fir Nichtblutspen-
der aufwiesen. Eine weitere mdgliche Erklarung fir erniedrigtes Selen bei Rauchern ist
die Annahme, dass durch den Zigarettenrauch Cadmium in den Kérper gelangt, das zur

Destabilisierung von Selen fihrt.

5.4.3 Antioxidative Kapazitat

Die antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen (ACW) ist bisher kaum als Pa-
rameter des oxidativen Stresses in Studien herangezogen worden. In der Literatur ist
bisher kein Referenzbereich fir ACW beschrieben.

Eine Studie beschreibt eine erniedrigte antioxidative Kapazitat bei Rauchern, allerdings
wurde eine andere MeBmethode verwendet (Lesgards et al., 02).

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass ACW bei jungen Nichtrauchern hdéher ist als
bei alteren Rauchern (Goraca und Skibska, 05). Die vorliegende Studie findet keine
Abnahme der ACW bei Rauchern.

5.4.4 Lipidhydroperoxide

Die vorliegende Studie untersuchte erstmals Lipidhydroperoxide (LPO) an rauchenden
Blutspendern. Ein Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern kann nicht fest-
gestellt werden.

Ein Anstieg der LPO ist ein Hinweis auf erhéhten oxidativen Stress, da fetthaltige Struk-
turen, wie Zellmembranen besonders empfindlich auf oxidativen Stress reagieren und
bei Rauchern zu einer gesteigerten Lipidoxidation fiihren kénnen (Kelly, 02). Im Gegen-
satz zu unseren Ergebnissen konnten verschiedene Studien entsprechend dieser Vor-
stellung bei Nicht-Blutspendern einen Anstieg der Lipidperoxidation im Plasma von
Rauchern feststellen (Rumley et al., 04; Lim et al., 01; Block et al., 02). Griinde fur die
diskrepanten Befunde kénnten neben der Blutspende an sich auch andere verwendete

MeBmethoden sein.
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5.4.5 Reaktive Sauerstoffmetabolite

Entgegen der theoretischen Erwartung zeigen die Raucher in der Studienpopulation
signifikant niedrigere ROM-Werte als die Nichtraucher. Bei Aufteilung der Daten nach
Geschlechtern zeigt sich ein gegensatzliches Verhalten bei Mannern und Frauen. Wah-
rend die Raucher signifikant erhbhte ROM-Werte aufweisen haben die Raucherinnen
signifikant verminderte ROM-Werte im Blut.

Eine schlissige Erklarung fur diesen Befund fallt schwer. Einerseits besteht eine me-
thodische Unsicherheit, da die Messmethode relativ neu ist und bisher nur an kleineren
Kollektiven validiert wurde, sodass bisher nicht bekannte Interaktionen mit unbekannten
Faktoren mdglich erscheinen. Andererseits ware auch eine unterschiedliche Auswir-
kung des Rauchens auf den weiblichen Organismus denkbar. Diese Hypothese wird
dadurch gestltzt, dass in unserer Studienpopulation auch der Abfall des antioxidativ

wirkenden Vitamin A nur bei mannlichen Rauchern nachgewiesen werden konnte.

5.5 Oxidativer Status in Abhangigkeit von oraler Antikonzeption

Es ist bekannt das Ostrogene sowohl eine prooxidative als auch eine antioxidative Wir-
kung haben kdnnen. Diese unterschiedlichen Wirkungen sind méglicherweise konzent-
rationsabhangig. Es gibt Hinweise darauf, dass Ostrogenmetabolite am ehesten fiir die
prooxidative Wirkung verantwortlich sind (Nathan und Chaudhuri, 98; Gomez-Zubeldia
et al., 02).

Nach Adjustierung fir die Kovariaten Alter, Body Mass Index und Rauchverhalten zei-
gen sich erhéhte Konzentrationen von Vitamin A und ROM bei Frauen unter Einnahme
von oralen Antikonzeptiva (OK). Die Konzentrationen von Vitamin E, Zink, Selen, ACW
und LPO waren unter Einnahme von OK nicht signifikant verandert.

Mehrere Studien beschrieben bereits einen Anstieg des Retinols unter Einnahme von
OK (Hronek und Poljakova, 04; Mooij et al., 91; Palan et al., 89). Es wird vermutet, dass
die Einnahme von OK einen Abfall des Retinolbindungsprotein induziert und dadurch
zum Anstieg von Retinol im Serum flhrt (Vahlquist et al., 79). Ein Einfluss der OK auf
den Vitaminhaushalt kénnte auch durch eine veranderte Aufnahme aus der Nahrung
bedingt sein (Webb, 80).

Zur Frage ob die Einnahme von OK einen Einfluss auf die Vitamin E-Konzentration hat
gibt es fir Nicht-Blutspender unterschiedliche Angaben in der Literatur. Wie in der vor-

liegenden Studie wurden gleichbleibende Konzentrationen beschrieben (Gueguen et al.,
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05; Wen et al., 97; Jagadeesan und Prema, 80). Dagegen berichten zwei Arbeiten von
einem Abfall des Vitamin E unter der Einnahme von OK (Palan et al., 06; Hronek und
Poljakova, 04).

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen beschreiben verschieden Studien unver-
anderte Zink- und Selenkonzentrationen unter Einnahme von OK (Benes et al., 05; Hotz
et al., 03; Bednarek-Tupikowska et al., 06).

Auch eine unveranderte LPO-Konzentration unter Einnahme von OK wurde bereits be-
schrieben (Rumley et al., 04). An postmenopausalen Frauen konnte ein Abfall des LPO
unter Hormonersatztherapie festgestellt werden (Bednarek-Tupikowska et al., 06).
Postmenopausale Frauen waren jedoch in unsere Studie kaum eingeschlossen.

Die einzige in der vorliegenden Studie nachgewiesene Auswirkung der OK, die als Aus-
druck eines erhdhten oxidativen Stresses interpretiert werden kann sind die hochsignifi-
kant erhhten ROM-Werte.

Orale Antikonzeptiva enthalten Ostrogene und Ostrogenderivate. Wie bereits erwahnt
verfligen Ostradiole und Ostradiolstrukturen sowohl (iber anti- als auch prooxidative
Wirkungen (Nathan und Chaudhuri, 98; Gomez-Zubeldia et al., 02). Die Hauptzwi-
schenprodukte sind die Katecholéstrogene. Diese stellen in Anwesenheit von redox-
aktiven metallischen lonen Oxidantien dar (Nathan und Chaudhuri, 98; Hiraku et al.,
01). Diese kénnten eine mégliche Erklarung fir erhéhte ROM-Werte unter Einnahme
von OK sein.

Einschrankend ist anzumerken, dass die Frauen der Studienpopulation unterschiedliche
OK einnahmen und daher die Effekte der einzelnen Komponenten nicht analysiert wer-

den konnen.

5.6 Kombination von Rauchen und oraler Antikonzeption

Far viele Erkrankungen besteht fur Frauen die gleichzeitig OK einnehmen und Rauchen
ein erhdhtes Risiko.

Dies gilt insbesondere flur Herzkreislauferkrankungen wie Hypertonus, Herzinfarkt, ze-
rebrale Thrombembolien aber auch fir das Zervixkarzinom (French et al., 02; Davis, 99;
Lidegaard, 99; Lindstrom et al., 00).

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist die Frage nach einer Potenzierung des oxidativen
Stresses bei Frauen unter OK und gleichzeitigem Nikotinabusus von Interesse. Studien,
die diese Fragestellung diskutieren, gibt es bisher nicht an Blutspendern.
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Die Einnahme von OK fihrt in der Studienpopulation zu erhdhten Vitamin A-
Serumkonzentrationen. Ein zusatzlicher Effekt des Rauchens oder eine Potenzierung
des Effekts kann allerdings nicht nachgewiesen werden.

Biesalski et al. konnten ebenfalls einen Anstieg von Vitamin A unter OK feststellen und
im Gegensatz zu unseren Ergebnissen einen weiteren Anstieg in der Kombination mit
Rauchen. Die Vitamin E-Serumkonzentrationen anderte sich wie auch in der vorliegen-
den Studie nicht (Biesalski et al., 86). Eine andere Studie konnte dagegen keinerlei
Auswirkung von OK und Rauchen auf Vitamin A und Vitamin E im Serum feststellen
(Palan et al., 89).

Rauchen flhrt in der vorliegenden Studie zu verminderten Selenserumkonzentrationen.
Ein zusatzlicher Effekt der OK kann nicht nachgewiesen werden. Der Effekt von OK und
Rauchen in Kombination auf die Konzentration von Selen, Zink, ACW, LPO und ROM
im Blut ist bisher nicht untersucht worden.

Wahrend bei den Raucherinnen ROM im Serum vermindert sind, sind die ROM bei Ein-
nahme von OK hochsignifikant erhéht. Die Kombination von Rauchen und Einnahme
von OK fihrt zu einem Mischeffekt, wobei offensichtlich der Effekt der Einnahme von
OK Uberwiegt. Es ist nicht bekannt ob die OK bzw. ihre Metabolite eine Interferenz fir
den Test darstellen.

Insgesamt kénnen flr die gemessenen Parameter keine additiven Effekte einer gleich-
zeitigen Einnahme von OK und Rauchen in Bezug auf oxidativen Stress festgestellt

werden.
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5.7 Schlussfolgerung

Mit dieser Studie werden erstmals Referenzbereiche flr eine Vielzahl von Parametern
des oxidativen Status fiir Blutspender beiderlei Geschlechts zur Verfliigung gestellt. Die
Blutspender verfligen insgesamt Uber eine relativ gute antioxidative Kapazitat (Vita-
min A, LPO), gleichzeitig sind einige Parameter nicht ausreichend fir eine optimale an-
tioxidative Protektion (Selen). Eine Supplementierung mit antioxidative Substanzen bei
einzelnen Gruppen z.B. Selen bei Blutspendern und insbesondere bei Rauchern ist pri-
fenswert. Der Einfluss von Kofaktoren wie Alter, BMI, Geschlecht, Rauchen und die
Einnahme von oralen Antikonzeptiva muss bei der Auswertung bericksichtigt werden.
Es kénnen keine additiven Effekte einer gleichzeitigen Einnahme von oralen Antikon-
zeptiva und Rauchen in Bezug auf oxidativen Stress festgestellt werden. Die relativ
neue FORM-Methode zur Bestimmung von ROM sollte vor der klinischen Anwendung
zunachst weiter evaluiert werden, da sich die Ergebnisse zum Teil stark von den ande-

ren Parametern des oxidativen Stresses unterscheiden.
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6 Zusammenfassung

Oxidativer Stress ist definiert als die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS) und Antioxidantien zugunsten der ROS. Ein Zusammen-
hang zwischen erhdhtem oxidativem Stress und verschiedenen Erkrankungen wird an-
genommen. Die Frage ob Interventionen zur Senkung des oxidativen Stresses das Mor-
talitatsrisiko senken ist Gegenstand der Forschung.

Blutspender stellen eine fir Interventionsstudien gut geeignete Population dar. Als Vor-
bereitung fir geplante Interventionsstudien zur Beeinflussung des oxidativen Stresses
wurde der oxidative/antioxidative Status von 488 konsekutiven Blutspendern (57,6%
Méanner, 44,3% Raucher, mittleres Alter 32 £ 11,7 Jahre) aus der Blutspendeeinrichtung
des Instituts fur Transfusionsmedizin der Charité Campus Mitte deskriptiv analysiert. Es
wurden die Konzentrationen folgender Parameter in Blutproben bestimmt: Vitamin A,
Vitamin E, Zink, Selen, die antioxidativen Kapazitat wasserléslicher Substanzen (ACW),
Lipidhydroperoxide (LPO) und reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROM, reactive oxygen
metabolites).

Vitamin A liegt bei den untersuchten Blutspendern deutlich Gber dem Referenzbereich,
wahrend Selen und LPO im Vergleich zu Nicht-Blutspendern vermindert sind.

Sowohl Zink als auch ACW sind bei den mannlichen im Vergleich zu den weiblichen
Blutspendern erhdht, wahrend ROM bei den méannlichen Blutspendern signifikant er-
niedrigt ist. Insgesamt scheinen die mannlichen Blutspender damit ein glnstigeres anti-
oxidatives Profil zu besitzen. Im Gegensatz dazu haben allerdings die weiblichen Blut-
spender signifikant geringere LPO-Konzentrationen.

Méannliche rauchende Blutspendern zeigen signifikant niedrigere Vitamin A-Werte. Rau-
cher beider Geschlechter haben verminderte Selenkonzentrationen. Entgegen der theo-
retischen Erwartungen haben Raucher signifikant niedrigere ROM-Werte als die Nicht-
raucher. Bei Aufteilung der Daten nach Geschlechtern zeigt sich ein gegensatzliches
Verhalten bei Mannern und Frauen. Wahrend ROM bei Rauchern erhéht sind, sind sie
bei Raucherinnen vermindert.

Frauen unter Einnahme von oralen Antikonzeptiva haben erhéhte Konzentrationen von
Vitamin A und ROM. Es kdnnen keine additiven Effekte einer gleichzeitigen Einnahme
von oralen Antikonzeptiva und Rauchen in Bezug auf oxidativen Stress festgestellt wer-

den.
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In der Korrelationsanalyse zeigt sich, dass die einzelnen Parameter des oxidativen bzw.
antioxidativen Status nur teilweise miteinander korrelieren. Der Begriff des oxidativen
Stresses beinhaltet offensichtlich unterschiedliche, nicht unbedingt miteinander verbun-
dene Komponenten. Eine deutliche Korrelation besteht zwischen Vitamin A, Vitamin E
und Selen. Zink korreliert positiv mit Selen und ACW. Als GlobalmaB der antioxidativen
Kapazitat ist ACW invers mit ROM als GlobalmaB des oxidativen Potentials korreliert.
Mit dieser Studie werden erstmals Referenzbereiche flr eine Vielzahl von Parametern
des oxidativen Status fiir Blutspender beiderlei Geschlechts zur Verfligung gestellt. Die
Blutspender verfligen insgesamt Uber eine relativ gute antioxidative Kapazitat (Vita-
min A, LPO), gleichzeitig sind einige Parameter nicht ausreichend fir eine optimale an-
tioxidative Protektion (Selen). Eine Supplementierung mit antioxidative Substanzen bei
einzelnen Gruppen z.B. Selen bei Blutspendern und insbesondere bei Rauchern ist pri-
fenswert. Der Einfluss von Kofaktoren wie Alter, BMI, Geschlecht, Rauchen und die
Einnahme von oralen Antikonzeptiva muss bei der Auswertung bericksichtigt werden.
Die relativ neue FORM-Methode zur Bestimmung von ROM sollte vor der klinischen
Anwendung zunachst weiter evaluiert werden, da sich die Ergebnisse zum Teil stark
von den anderen Parametern des oxidativen Stresses unterscheiden.
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8 Abkurzungsverzeichnis

ACW Antioxidative Kapazitat wasserldslicher Substanzen
ANCOVA analysis of covariance (Kovarianzanalyse)
ANOVA analysis of variance (Varianzanalyse)

BMI body mass index

g Fallbeschleunigung

LPO Lipidhydroperoxid

NO nitric oxide (Stickstoffmonoxid)
OK orale Antikonzeption

PUFA polyunsaturated fatty acid (mehrfach ungesattigte Fettsaure)

ROM reactive oxygen metabolites (reaktiven Sauerstoffmetaboliten)
ROS reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

SD standard deviation (Standardabweichung)

sTfR l6slicher Transferrinrezeptor

U.Carr.  Units Carratelli (entspricht 0,024 mmol H>O4/I)

VS. Versus
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