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l. Einleitung

Fast die Halfte aller Todesfalle in den westlichen, entwickelten Industrienationen,
so auch in der Bundesrepublik Deutschland, wird durch Atherosklerose und ihre
Komplikationen verursacht. Atherosklerose ist eine mit Lipidablagerung
verbundene Erkrankung von Arterien, die zu einer durch Zellproliferation

verursachten Einengung des GefalRlumens fuhrt (1).

Eine Vielzahl traditioneller Faktoren (2), wie Hyperlipidamie, erhdhte Low-Density-
Lipoprotein-Cholesterin (LDL), reduzierte High-Density-Lipoprotein-
Cholesterinwerte (HDL), das Missverhaltnis von LDL-zu HDL-Cholesterin
(LDL/HDL-Ratio) (3) aber auch Ubergewicht, arterielle Hypertension (4, 5, 129),
Zigarettenrauchen (6), Diabetes mellitus sind als klassische Risikofaktoren
identifiziert worden (7, 8, 61, 126, 129). Daneben wird die Rolle der Triglyzeride in
der Entstehung der Atherosklerose unterschiedlich diskutiert, jedoch im Rahmen
der Adipositas in Kombination mit einem erhéhtem LDL/HDL-Quotienten scheinen
erhohte Plasmatriglyzeride die Inzidenz einer koronaren Herzkrankheit stark zu
erhdhen (4) wie die PROCAM-Studie zeigte (9). Moderne Vorstellungen gehen
von einer chronischen Entzindungreaktion (124, 130) des koronaren Gefal3bettes
aus, die eine Reihe von weiteren Risikofaktoren wie Infektionen (Chlamydia
pneumoniae, Cytomegalie-Virus), Antikorperbildung gegen Endothel und oxidativ
veranderte Plasmalipide, erhohtes Fibrinogen und ein Spektrum thrombogener
Risikofaktoren einschlie3t (2). Daneben etabliert sich zunehmend die Ansicht,
dass die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies als organische Reaktion auf
Scherkréafte, Uberangebot an Energietragern und individuelle Disposition zu
verstehen ist (127, 128, 129).

Weitere Lipid-Risikofaktoren stellen Lipoprotein (a) [Lp(a)] und die oxidativ
veranderten Plasmalipide, in erster Linie das oxidativ modifizierte LDL-Cholesterin
(LDLox), dar. Dem LDLox wird besonders im Initialstadium der Atherosklerose

eine fuhrende Rolle zugesprochen (10).

Die Vorstellung, dass eine oxidative Veranderung der Plasmalipide, insbesondere
des LDL-Cholesterins, die Entwicklung der Atherosklerose beschleunigt, ist schon

etwa 20 Jahre alt. In den 80er Jahren fand man heraus, dass Plasmalipide durch



freie Radikale unterschiedlicher Herkunft sowie durch Ubergangsmetalle, wie
Eisen- oder Kupferionen, in ihrer Molekulform verandert werden kdnnen (3).
Seitdem nimmt man an, dass die oxidativ modifizierten Plasmabestandteile,
insbesondere die oxidierten Lipidpartikel, eine der Hauptrollen in der

Atherogenese spielen.

A. Lipide und Oxidation

1. Plasmalipide und Lipoproteinmetabolismus

Die von der Leber synthetisierten Very-Low-Density-Lipoproteine (VLDL) enthalten
hauptsachlich endogene Triglyzeride und werden an das Blut abgegeben. In der
ersten Kapillarpassage findet der Abbau durch die Lipoproteinlipase statt. Dabei
entstehen die Intermediate-Density-Lipoproteine (IDL), die auch als VLDL-
Remnants bezeichnet werden. IDL werden entweder rezeptorvermittelt direkt in
die Zellen aufgenommen oder durch Abspaltung von Triglyzeriden in LDL
umgewandelt, und bestehen dann aus Apolipoprotein B1oo und Cholesterin sowie
Cholesterinestern (11). Der Low-Density-Lipoprotein-Partikel (LDL) ist etwa 15-25
nm grof3, hat ein Lipid-Protein-Verhaltnis von 78/22 und besteht damit
hauptsachlich aus Apolipoprotein B1go, eingebettet in Cholesterin und Phospho-
lipide und umgeben von Cholesterinestern und Triglyzeriden. Der LDL-Partikel ist
relativ reich an antioxidativen Tocopherolen, -Karotinen und Ubiquinol-10 (12). Er
dient als Transportvehikel fiir Cholesterin im Plasma nach der Leberpassage.

Die Aufnahme in die extrahepatischen Zellen ist ein negativ rickgekoppelter
Vorgang, der an Rezeptoren gebunden ist. Dabei adhariert der LDL-Partikel an
den Rezeptor, wird mit der Zellmembran in die Zelle aufgenommen und seine
Bestandteile, hauptsachlich Cholesterinester, werden durch eine lysosomale
Lipase hydrolysiert (13). Der LDL-Partikel dient damit dem Transport von Lipiden
an periphere Zellen und hat entscheidende nutritive, aber auch atherogene
Eigenschaften. Native LDL-Partikel gelangen physiologischerweise durch die
Endothelzelle in den subendothelialen Raum, sie kehren spater aber wieder in den
Blutstrom zuruck. Dass dies so geschieht und die LDL-Partikel beziehungsweise
das Cholesterin nicht in den glatten Muskelzellen der Gefallwand selbst
synthetisiert werden, wurde immunhistochemisch und durch Isotopen-Markierung

nachgewiesen. HDL hingegen ist flir den Cholesterintransport von der Peripherie



zur Leber zustandig. Es unterscheidet sich vom LDL durch einen anderen
Proteinanteil, dem Apolipoprotein A, von dem es die Hauptunterfraktionen A1 und
A2 gibt.

Lipoprotein(a) [Lp(a)] wird in der Leber synthetisiert. Die metabolische Rolle ist
noch weitgehend unklar. Epidemiologisch bestehen jedoch keine Zweifel tGber
seine atherosklerosefordernde Wirkung. Einige Proteinstrukturen des Lp(a) sind
mit denen des Plasminogens eng verwandt. Die Konzentration des im Plasma
befindlichen Lp(a) ist weitgehend genetisch fixiert und hohe Konzentrationen sind
besonders bei der frih auftretenden Koronaratherosklerose entscheidend.

Die Lipoproteinlipase ist ein Enzym, das die Herauslosung der Triglyzeride aus
den triglyzeridreichen Partikeln der Chylomikronen und der VLDL katalysiert. lhre
hepatische Variante fordert den Abbau der HDL und IDL. Die Aufnahme der
Plasmalipide in die Zellen erfolgt rezeptorgesteuert. Man kennt den LDL-Rezeptor,
mit dessen Hilfe Cholesterin in die Zelle gelangt und gleichzeitig bei Aktivierung
die endogene Produktion von Cholesterin unterbunden wird, um die Uberladung
mit Cholesterin zu vermeiden. Ebenso sorgen die VLDL-Rezeptoren fur die
Aufnahme von VLDL oder IDL in die Zelle. Des Weiteren sind eine Reihe von
Scavenger-Rezeptoren bekannt, die sich auf der Oberflache der Makrophagen
befinden. Diese haben jedoch keinen Einfluss auf die Eigenproduktion von

Cholesterin in den Makrophagen.

2. Die Lipid-Oxidations-Hypothese

Zahlreiche epidemiologische, klinische (10) und experimentelle Studien (14)
stltzen die Hypothese, die ein Missverhaltnis von atherogenen Plasmalipiden zu
vaskular protektiven Lipiden fur die Entstehung von Atherosklerose allgemein und
der Koronaratherosklerose verantwortlich macht. Die zumeist langsam
fortschreitende Erkrankung fuhrt dazu, dass sich Krankheitssymptome erst im
mittleren oder hoheren Lebensalter manifestieren. Schon am Anfang des letzten
Jahrhunderts fand man bei Sektionen in atherosklerotisch veranderten
Aortenpraparaten erhebliche Mengen an Cholesterin und Cholesterinestern (15).
Die atherogene Wirkung der erhohten Plasma-Cholesterinkonzentration,
insbesondere des Low-Density-Lipoprotein-Cholesterins (LDL) und auch schon

oxidativ veranderter Plasmalipide, wurde in den 50er und 60er Jahren entdeckt



(16). Es wurde vermutet, dass aufgrund der Lipidperoxide eine Reihe sekundarer
Substanzen zur Ablagerung kommen (17, 18). In den 70er Jahren fanden (13)
neben der rezeptorgesteuerten LDL-Aufnahme auch das Apolipoprotein B1go, das
aus LDL-Partikeln stammen musste, in atherosklerotischen Plaques. Die
Akkumulation der Lipide in der Gefaldwand konnte durch verminderten Efflux aus
dem Gefald oder Bindung an Mucopolysaccharidstrukturen bedingt sein (19).

Mit der Elektronenmikroskopie konnte man die Herkunft der sogenannten
Schaumzellen (,foam cells®), die man in den Plaques fand, naher bestimmen.
Zunachst ging man davon aus, dass es sich um mit kleinvakuoligen Lipidanteilen
geflllte glatte Muskelzellen handelte (20), die jedoch augenscheinlich nicht mehr
die Gestalt der Muskelzelle aufwiesen. Wenige Jahre spater konnte man die
lipidbeladenen glatten Muskelzellen der frihen Lasion ( ,fatty streak® ) von den
grolien Schaumzellen der fortgeschrittenen Lasionen differenzieren, man
identifizierte die sogenannten ,foam cells” als mit Cholesterin und
Cholesterinestern angefullte Makrophagen (21), die aus der monozytaren
Zellreihe hervorgegangen waren (19, 22). Die Forschungsbemuhungen der 80er
Jahre standen ganz unter dem Einfluss der Oxidationstheorie (23). Man fand in
den atherosklerotischen Lasionen freie radikale Sauerstoffverbindungen, H,Oo,
radikale Fettstoffwechelprodukte und aggressive Entzindungsmediatoren, die alle
ihren Teil zu einem oxidativen Milieu beitragen. Die Ablagerungen der Plaques
selbst kdnnen wiederum Plasmalipide oxidieren. Man fand darin relativ hohe
Konzentrationen an Eisen (5) und Kupfer (24). Die oxidative Potenz der
Ubergangsmetalle (25), wie Eisen und Kupfer, in Verbindung mit und ohne
Lipidstoffwechselstorungen wurde von etlichen Autoren diskutiert (7, 26, 27, 28).
Auch wenn in jungster Zeit oxidationsunabhangige Initiationsformen der Athero-
sklerose diskutiert werden, wobei der enzymatische An- und Umbau von LDL die
Ablagerung bedingt, so bilden doch die Adhasion und Aktivierung von Monozyten
und deren Transformation (132), die Freisetzung der Entzindungsmediatoren
oder auch die Aktivierung des Komplementsystems die gemeinsame Endstrecke

der Theorieansatze (29).



3. Oxidation von Lipiden

In verschiedenen Oxidationsmodellen wurde die Anfalligkeit der Plasmalipide fur
eine Oxidation dargestellt. Meist arbeitete man mit isoliertem LDL, das einem
prooxidativem Medium, das aktivierte Endothelzellen, Makrophagen, freie
Radikale oder H,0O; enthielt, ausgesetzt wurde. Daraufhin bestimmte man die
Bildung konjugierter Diene, thiobarbitursaurereaktiven Substanzen (TBARS), die
Bildung von Aldehyden wie Malondialdehyd (MDA) oder die Anderung der
Transmission im Fluoreszensassay bei 430nm (30, 31). 1984 stellte die
Arbeitsgruppe um Heinecke die unterschiedliche Oxidationsneigung von
Plasmalipiden in Zellmedien heraus. In eisen- und besonders in kupferhaltigen
Nahrmedien fand in erheblichem Ausmal} eine Lipidoxidation statt, die mit der
Messung von thiobarbitursaurereaktiven Substanzen nachgewiesen wurde. Dabei
wurden in Kupfermedien doppelt so viele Oxidationsprodukte in kirzerer Zeit
produziert wie in eisenhaltigen, jedoch kupferfreien Losungen. Auch fiel auf, dass
in zellfreien Medien, die Ubergangsmetalle, insbesondere Kupferionen, enthielten,
eine spontane Oxidation auftrat, wahrend in metallionenfreien Losungen, die auch
frei von radikalen Verbindungen und Zellen waren, keine Modifikation stattfand
(26).

Mit der Zeit wurden Kupferionen zu einem Standardoxidationsmittel in zellfreien
Plasmalipid-Oxidationsmodellen, indem man feste Kupfer/Lipid- Verhaltnisse
anwandte (32, 33).

4. Lipidoxidation und Koronaratherosklerose

Die Lipidoxidation ist der entscheidende Prozess bei der Bildung von athero-
sklerotischen Veranderungen (30, 34). Unter dem Einfluss von oxidativ wirksamen
Substanzen werden zunachst die antioxidativen Substanzen des LDL-Partikels
verbraucht, danach folgt die Oxidation seiner Lipidstrukturen (35) mit den daraus
resultierenden Oberflachenveranderungen. Die oxidativ modifizierten Plasmalipide
werden im Allgemeinen als LDLox bezeichnet, obwohl sie eine ausgesprochen
heterogene Gruppe darstellen, und damit mitnichten ausschlief3lich der oxidierte
Low-Density-Lipoprotein-Partikel gemeint ist (36). Diese sprachliche Regelung
hangt mit dem uberwiegenden Anteil der LDLox Strukturen zusammen, die ihren

Ursprung in den Bestandteilen des LDL-Partikels haben. Ohne Oxidation der
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Plasmalipide ist ihr Shift aus dem Blutplasma in den Subendothelialraum und
zuruck unbehindert. Wenn LDLox in die Arterienwand aufgenommen wurde, ist die
Abgabe in den Blutfluss gestort (37). Man vermutet, dass sich die eigentliche
Oxidation im Subendothelialspalt abspielt (38).

Auch nach Oxidation von HDL-Cholesterin ist der Efflux aus den Zellen gehemmt.
Die Ausdehnung der Lasion respektive die Schwere der koronaren Herzkrankheit
korreliert gut mit der Anfalligkeit des LDL-Cholesterins zu Oxidation in vitro (39).
Dafur verantwortlich ist in erster Linie die Antigenitat (1) des modifizierten LDL,
wodurch die LDL-Partikel zum Ziel der Immunabwehr durch GefalRwand-
Makrophagen werden. LDLox wird phagozytiert. Die Makrophagen der
Arterienintima konnen sehr effektiv phagozytieren, da sie an ihrer Oberflache
sogenannte ,scavenger®- oder Acetyl-LDL-Rezeptoren exprimieren, die LDLox
erkennen. Lange nahm man an, dass sie nur oxidativ veranderte Strukturen der
LDL-Partikel-Peripherie erkennen, heute ist jedoch auch eine Reaktion auf
lipidfreies Apolipoprotein B1oo bekannt (36). In Folge der geschilderten Vorgange
findet die Aufnahme von LDLox nicht negativ rickgekoppelt geregelt statt wie bei
nativem LDL, sondern verlauft Gberschie®end, was zur Anhaufung von Lipiden in
den Makrophagen fuhrt (30, 34). Auch wird die eigene Cholesterinproduktion der
Makrophagen durch die Aufnahme von LDLox nicht beeintrachtigt. Die Anhaufung
von Cholesterin und LDLox auf3ert sich morphologisch im Auftreten von
Schaumzellen (foam cells) in der Arterienintima. Damit wird zunachst einmal das
modifizierte LDLox, das stark zytotoxisch ist, aus dem Kreislauf und aus dem
interstitiellen Raum entfernt. Dieser Vorgang ist jedoch nicht effektiv, denn durch
die weitere Aufnahme von morphologisch veranderten Lipiden werden die
Makrophagen schwer geschadigt und gehen zugrunde (3, 40). Durch den
Untergang werden zum einen das LDLox, zum anderen auch die hochreaktiven
Sauerstoffverbindungen, chemotaktische und proliferative Proteine, wie sie auch
bei Infektionen oder Entzindungsreaktionen aktiv werden, freigesetzt. Der
angestoliene Prozess setzt sich nun selbstandig und potenziert fort. Auch an
Stellen, wo Endothelzellen aus anderen Grinden geschadigt wurden, setzen diese
mit Unterstutzung der Makrophagen und glatter Muskelzellen in der Gefaliwand
reaktive Mediatoren frei (44, 45). Dies verandert nachhaltig die Situation in der

Arterienwand:
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Es entsteht ein pro-oxidatives Milieu, dieses flhrt zur weiteren oxidativen
Modifikation der LDL-Partikel respektive des Apolipoprotein B1go und seiner
Bestandteile (Protein, Lipide, lipophile Antioxidantien). Die Modifikation beinhaltet
sowohl die Oxidation als auch den An- und Umbau des LDL-Partikels, wodurch
vermutlich unter Verwendung von Lysinresten und anderen Protein- und
Fettsaurebruchsticken neue Epitope (41) entstehen oder durch
Konformationsanderung freigelegt werden (42,43). Die Lasionen in diesem
Stadium nennt man fatty streaks, deren Ruckbildung noch maéglich ist, wie man bei
Tierversuchen oder wahrend Hungerperioden beim Menschen zeigte.

Wird der Endotheliberzug der fatty streaks durch die weitere Anhaufung von
zytotoxischem LDLox im subendothelialen Raum zerstort, erfahren die Lasionen
eine dramatische Progredienz. Durch die Endothelschaden bilden die
Schaumzellen jetzt mit den Resten des untergegangenen Endothels, teils
aktivierten, teils nekrotischen Makrophagen, T- Zellen und bindegewebigen
Zellprodukten den gefalRluminalen Abschluss der GefaRwand. Diese dem
zirkulierenden Blut zugewandte Oberflache bietet ideale Voraussetzungen zur
Thrombozytenadhasion. Mit der Adhasion geht auch eine Aktivierung der
Thrombozyten einher, die die Sezernierung verschiedener Wachstumsfaktoren
wie platelet derived growth factor (PDGF) zur Folge hat (44, 45). Nach neuerer
Erkenntnis ist LDLox aber auch per se chemotaktisch fur Makrophagen und
Monozyten, die nach Aktivierung zytotoxische Verbindungen und Enzyme
sezernieren, aber auch weitere Entzindungsmediatoren, wie MCP-1 und colony
stimulating factor (CSF), und damit die Migration der ortstandigen Makrophagen
verhindern. Zusatzlich regen sie die Diapedese weiterer Blutmonozyten an und
beschleunigen ihre Umwandlung (46). Zellmediatoren wie tumor necrosis factor
(TNF-a), Interleukin 1 (IL-1), transforming growth factor (TGF-31), wirken
chemotaktisch auf Migration oder Proliferation der beteiligten Zellen. Aber auch
einzelne Oxidationsprodukte der mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie das 4-
Hydroxynonenal, haben diese Wirkung auf polymorphkernige Leukozyten (47). Im
weiteren Verlauf entwickelt sich daraus eine Lasion, in deren Bereich eine
Proliferation glatter Muskelzellen stattfindet. Die fatty streaks und besonders die
sich daraus entwickelnden fatty plaques werden durch Aktivierung von
Fibroblasten mit einer bindegewebigen Kappe Uberzogen, die unter dem Einfluss

der untergehenden Makrophagen und der damit verbundenen Freisetzung
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proteolytischer Enzyme rupturieren kann. Diese Ruptur fihrt meist zur Bildung
eines Parietalthrombus. Ebenfalls ist das Ablosen kalzifizierter Plaquebestandteile
maglich, die dann Verschlisse in der Peripherie verursachen. Der Untergang der
Endothelien und der phagozytierenden Zellen zieht neben der Freisetzung der
Enzyme auch eine Freisetzung von Cytotoxinen und, fir die Progredienz der
Atherosklerose wichtig, die Freisetzung freier Sauerstoffradikale oder deren
Vorstufen sowie die Freisetzung von Metallionen aus ihren intrazellularen
Speichern nach sich. Glatte Muskelzellen sind ebenfalls in der Lage, oxidative
Prozesse zu starten, sie bendtigen dazu jedoch Metallionen (36), die sie durch
den Untergang von Zellen erhalten. Diese Situation wird besonders verstarkt
durch kurzzeitige Verschlisse mit nachfolgender Reperfusion (48, 49). Zusatzlich
fuhrt die Immunogenitat der oxidativ modifizierten Low-Density-Lipoprotein-Partikel
zur leichten Immunreaktion. Leicht heif3t in diesem Falle, dass eine exzessive
klonale Expansion der spezifischen B-Lymphozyten aus ungeklarten Griinden
nicht stattfindet, jedoch Antikorper gegen LDLox gefunden wurden, die eine aus-
gepragte Kreuzantigenitat zu apoptotischen Zellen aufweisen (36) und zur Bildung
von Antigen-Antikdrper-Komplexen fuhrt (50). Durch diese Antigen-Antikorper-
Komplexe werden wieder Monozyten zu Makrophagen transformiert und die
ohnehin in Gang gekommene Entzindungsreaktion wird verstarkt sowie zusatzlich
das bereits subendothelial gelegene LDLox in der Arterienwand durch T-
Lymphozyten angegriffen, was zu weiterer Zellschadigung fuhrt. Man vermutet,
dass die Makrophagen durch ihren Fc-Rezeptor zusatzlich LDLox-Antikorper-
Komplexe aufnehmen und dadurch die Bildung von Schaumzellen verstarkt wird.
Das LDLox besitzt ebenfalls gerinnungsaktivierende Eigenschaften, die neben der
rein mechanischen Einengung des Gefaltes, mit der Entstehung von
Stromungsverlangsamung und der damit schon prokoagulativen Situation, ein
zusatzliches Thromboserisiko bergen. Als Endstadium findet sich ein Verschluss
des betroffenen Gefalles mit der daraus resultierenden Ischamie des

nachfolgenden Stromgebietes.
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B. Eisenstatus und Oxidation

|. Eisenstatus

Viele Proteine enthalten Eisen, weil die Uberwiegend negative Ladung der
Aminosauren oder der in ihnen gebundene Schwefel Eisenionen oder andere
Metallionen binden kann. Eisen ist in den physiologischen Transport- oder
Resorptionsablaufen entweder zweifach oder dreifach positiv geladen.

Der menschliche Organismus verfugt etwa Uber 3-5 g Gesamteisen (51). Dieses
setzt sich zusammen aus Funktionseisen, ungefahr 70%, das in Hamoglobin
(60%), Myoglobin (5%) und eisenabhangigen Enzymen (2%), sowie dem
Speichereisen, das intrazellular fest an Protein gebunden vorliegt (52). Der
Eisenhaushalt des Menschen ist sehr fein in engen Grenzen geregelt. Da er aber
nicht Uber spezifische rickgekoppelte Ausscheidungsmechanismen verfugt,
sondern nur durch Aufnahme seine Eisenverluste, die durch Abschilferung von
Schleimhaut- oder Hautzellen entstehen, wieder zu decken sucht, kann man nicht
von Regelung im engsten Sinne sprechen. Dennoch ist die Resorption und
Aufnahme in die Zelle stark am Bedarf orientiert, so dass der menschliche
Organismus in der Lage ist, bei gesteigertem Bedarf die Eisenhomobostase zu
gewahrleisten. Das hauptsachlich 3-wertige Nahrungseisen (Fe**) wird im sauren
Milieu des Magens von seinen Proteinen gelost und durch meist gleichzeitig
aufgenommene reduzierende Substanzen (Ascorbinsaure, Cystein) in die
zweiwertige Form (Fe®*) (iberfiihrt (53). Das im Fleisch enthaltene Hdm-Eisen ist
zweiwertig und wird deswegen im Allgemeinen auch besser resorbiert, weil es in
der Proteinbindung verbleibt, damit hydrophob vorliegt und gut membrangangig
ist. Deswegen ist offenbar die Ernahrung durch Fleisch und Fisch mit dem hohen
Anteil an Ham-Eisen entscheidender als das Gesamtnahrungseisen fur die
Resorption und damit fir die Verfugbarkeit im Organismus (54). Im Gegensatz
dazu ist pflanzliches Eisen durch die meist mit dem gleichen Nahrungsmittel
aufgenommenen pflanzlichen Chelatbildner (Oxalate, Phosphate) weit weniger
verfugbar als Ham-Eisen. Die eigentliche Resorption lauft vermutlich in drei
Phasen ab: Zunachst wird Eisen von der Mucosazelle des Magens oder des
Duodenums mit oder ohne Hilfe von Transferrin aufgenommen. Danach wird es
zusammen mit Bikarbonat an mukosales Transferrin gebunden und zur
gefalluminalen Seite transportiert, um schliel3lich an Serumtransferrin, die

Plasmavariante des Transferrins, gebunden zu zirkulieren. Die Sattigung des
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Transferrins betragt zwischen 20 und 50% (55). Transferrin ist ein
Einzelstrangmolekil mit zwei Eisenbindungsstellen und der starkste bekannte
biologische Eisenchelator. Durch die Bindung des Eisens an Transferrin erfahrt
das Protein eine Konformationsanderung und es werden Regionen des Moleklils
freigelegt, die von einem Rezeptor (TfR) auf einer Zelloberflache erkannt und
gebunden werden kdonnen. Dieser Rezeptor wird von Zellen exprimiert, die einen
Eisenbedarf haben (52, 53). Nach Bindung an den Rezeptor (56) wird der ganze
Komplex in die Zelle aufgenommen. Es entsteht ein Endosom mit saurem
Medium. Bei pH 5,6 wird das Fe*" vom Transferrin geldst und gelangt auf bisher
nicht bekanntem Weg in das Cytoplasma, wobei es reduziert wird. Der
Transferrinrezeptor wird mit dem Apo-Transferrin, das noch fest am Rezeptor
gebunden ist, bei weiterem Bedarf erneut in die Membran integriert, wobei sich
das Transferrin bei Plasma-pH von 7,4 vom Rezeptor I6st und zirkuliert (57).
Durch eisenabhangige Regulationsproteine (IRP) wird die Translation von Ferritin-
und Transferrinrezeptor-mRNA gesteuert. Ist viel Eisen in die Zelle gelangt, so
wird Ferritin produziert und TfR nicht weiter translatiert, im umgekehrten Fall wird
der Rezeptor in die Zellmembran integriert und die mRNA des Ferritins
supprimiert. Damit ist die Aufnahme im gesunden Kérper streng an den Bedarf
gebunden (52).

Der Verlust an Eisen kommt durch den Verlust an Zellen im Rahmen der
Abschilferung von Zellen der Schleimhaut und Epidermis zustande (58). Dazu
kommen noch die Verluste durch Schweil} und die Ausscheidung Uber die
Gallenflussigkeit, die bei gesunden Menschen ein Viertel bis die Halfte der
intestinalen Tagesresorption betragt (59) sowie der Verlust Uber den Urin (ca. 0,1
mg/d). Die Ausscheidung mit dem Urin ist stark bedingt durch die Konzentration
der im Plasma befindlichen Phosphate oder Oxalate, die das freie Plasmaeisen
binden konnen und es so mit dem Harn ausscheidbar machen.

Insgesamt gehen taglich ungefahr 0,8-1,0 mg Eisen verloren. Das bezieht sich
jedoch nur auf mannliche Personen und die in Bezug auf den Eisenhaushalt ihnen
vergleichbaren Frauen nach der Menopause. Der tagliche Bedarf an Eisen ist
jedoch viel grofder. Bei durchschnittlich 5 Litern Blut mit etwa 750g Hamoglobin
und einem Hb-Fe von 2,5 g, von dem taglich ungefahr 0,8% ab- und wieder
aufgebaut werden, ergibt sich ein taglicher Bedarf von 20 mg. Dazu kommt noch

der Eisenanteil der eisenhaltigen Enzyme (5%). Der Gesamtumsatz betragt also
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25 mg. Eisen ist fir den Organismus essentiell, daher wird es nahezu vollstandig
aus den abgebauten Proteinen reutilisiert. Damit bleibt es bei dem Tagesbedarf
von 1-2 mg. Bei menstruierenden Frauen geht zusatzlich etwa 1mg Fe/d wahrend
der Monatsblutungen verloren. Man kann sich vorstellen, dass bei starkeren,
verletzungsbedingten oder chronischen Blutungen die Eisenverluste entsprechend
ansteigen und gegebenenfalls symptomatisch werden. Zunachst beobachtet man
einen sinkenden Serumferritinspiegel (bis ca. 15-20 ng/ml) und moglicherweise
auch eine Verringerung der Transferrinsattigung unter 30%. Sinkt diese gar unter
16%, ist die basale Erythropoese nicht mehr gewahrleistet. Eine erniedrigte
Transferrinsattigung kombiniert mit einer vermehrten Transferrinkonzentration ist
beweisend fur einen Eisenmangelzustand. Ist zusatzlich auch die Hamoglobin-
konzentration vermindert, spricht man von einer Eisenmangelanamie (60). Da der
Korper Uberschissig resorbiertes Eisen nicht ausscheiden kann und durch starke
Eisenverluste (z.B. Blutungen) vital gefahrdet ist, wird dieses Eisen in dreiwertiger
Form an Ferritin gebunden und gespeichert. Ferritin ist ein in der Leber gebildetes
Makromolekul (61), das aus 24 Untereinheiten gebildet wird und bei einer
Molekulmasse von 440 kD im Inneren seiner Kugelform etwa 4500 Eisenatomen
in Form von Eisenoxyhydroxydphospat Platz bietet. Das Speichermolekul befindet
sich hauptsachlich intrazellular. Es besteht eine Mikroheterogenitat, was bedeutet,
dass mehrere Isoferritine existieren, die sich durch das Verhaltnis ihrer
Untereinheiten unterscheiden. Dadurch ergeben sich oberflachliche
Ladungsunterschiede, die sowohl fir die Lokalisation als auch flr die Funktion
verantwortlich zu sein scheinen. In der Diskussion sind auch unterschiedliche
Ferroxidase-Aktivitaten der Untereinheiten (62, 63).

Die Inaktivierung von Eisenionen hangt von der Ferroxidase-Aktivitat ab.
Isoferritine mit Gberwiegend L - (light, 19.5 kD) Ketten kommen in den
Speicherorganen Leber und Milz vor, die hohen H - (heavy, 21 kD) Anteile findet
man in allen Geweben, besonders jedoch in Herz und RES. Bei Gewebsschaden
(z.B. Entzindungen und Traumen) werden diese Ferritine ins Plasma
ausgeschwemmt. Es gibt jedoch ein Isoferritin, das sich durch eine glykolysierte L
-Kette auszeichnet, die fur die Serumvariante spezifisch ist (64). Referenzbereiche
fur Serumferritin werden unterschiedlich angegeben: Einige Autoren geben 100
ng/ml £ 60 ng/ml als Normwert an (65), Werte von 160 - 180 ng/ml gelten als nicht

mehr physiologisch (66). Ferritin enthalt etwa 25% seiner Masse in Form von
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Eisen. Bei einer zweiten Speichermolekulform, dem Hamosiderin, handelt es sich
vermutlich um ein Kondensat aus mehreren Ferritinmolekulen, dessen
Gewichtsanteil an Eisen ca. 50% betragt. Es besteht ein Austausch von Eisen
zwischen Hamosiderin und Ferritin (55, 62). Man kann eine Eisenuberladung (,iron
overload) regelmafig bei Patienten beobachten, die aus verschiedenen Griinden
(z.B. Polytraumen, Thalassamien u.a.) haufig Erythrozytenkonzentrate erhalten
haben (67) oder die an einer genetischen Hamochromatose (GH) leiden, die mit
einer gesteigerten enteralen Eisenabsorption einhergeht (59). Hier werden Werte
uber 700 ng/ml bis 6000 ng/ml Serumferritin gemessen. Um den Ort der Stérung
zu diagnostizieren, misst man die Transferrinsattigung. Steigt sie auf 70-80%,
spricht dies fur parenchymatoses Speichern. Ein Gesamtkorpereisen von mehr als
5 g, beziehungsweise 140 mg/kg Korpergewicht bedeutet Eisenspeicherung oder
Eisenlberladung. Im umgekehrten Falle kann bei Personen mit Resorptions-
stérungen oder bei einem akuten oder chronischen Blutverlust das Fe** aus
seinem Ferritinspeicher in der Leber enzymatisch durch Ferritinreduktase zu Fe®*
reduziert und damit aus seiner Proteinbindung geldst werden. Es wird dann an
Serumtransferrin gebunden, wird dabei wieder 3-wertig, und kann zu Zellen mit
Eisenbedarf transportiert werden (68). Mit dem Alter wachst auch der
Eisenspeicher. Man geht davon aus, dass 1 ng/ml Serumferritin eine Speicher-
eisenmenge von 8-10 mg Fe schatzt. Mit der Zeit fullen sich die Eisenspeicher bei
Mannern mit etwa 1,3 ng/ml pro Jahr und bei postmenopausalen Frauen mit etwa
1,8 ng/ml pro Jahr (60, 27). Ferritin, das von Zellen aller Organsysteme produziert
werden kann, wird auch in Makrophagen exprimiert und steigt bei jedem
Erythrozyteneisenabfall an. Der Anstieg wird bei Entzindungen noch verstarkt
(69), was man sich durch den Einfluss von Entziindungsmediatoren (besonders
IL-1 und TNF-a) erklart. Serumferritin ist ebenfalls ein sogenanntes Akutphase-
Protein, das im Falle einer Entzindung oder eines Neoplasmas vermehrt
exprimiert wird. Man hat entdeckt, dass schon innerhalb der ersten 24h einer
Entzindung die Konzentration an Ferritin ansteigt. Des weiteren beobachtet man
bei einer Entzlindung eine Hypoferriamie, die flr eingedrungene Mikroorganismen
und auch Tumorzellen ein ungunstiges Medium darstellt, und von der
angenommen wird, dass sie zu den unspezifischen Abwehrmechanismen des
Kdrpers gehort (64).Trotz entleerter Eisenspeicher tritt keine oder nur in aul3erst

seltenen Fallen eine Eisenmangelanamie auf. Sowohl fur die Serumeisen- als
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auch fur die Serumferritinkonzentration besteht eine zirkadiane Periodik mit einem
nachtlichen Minimum und einem Maximum in den Morgenstunden zwischen ca. 8
und 10 Uhr (28). Um den Eisenstatus eines Patienten zu bestimmen, empfiehlt es
sich den Terminus ,Eisenstatus® zunachst einmal zu definieren: Die meisten
Untersucher verstehen darunter eine Zusammenfassung und Interpretation von
Parametern, die den individuellen Eisenhaushalt eines Patienten charakterisieren.
Darunter fallen Hamoglobinkonzentration, mittleres korpuskulares Volumen (MCV)
und Hamatokrit, zur Diagnose einer eventuellen Anamie; das Serumeisen, die
Protoprophyrinkonzentration der Erythrozyten als Anhaltspunkt fir eine eventuelle
Erythropoesestdrung; die Transferrinkonzentration und seine Sattigung als
Hinweis auf die Transportkapazitat des Plasmas und schlieldlich die Serumferritin-
konzentration zur Abschatzung der intrazellularen Eisenspeicher. Die Definition
des ,Normalen Eisenstatus" in Hinblick auf das Risiko der Atherosklerose ist
schwierig, da im Sinne einzelner Arbeitsgruppen, die den Zusammenhang
zwischen dem Eisenhaushalt und dem kardiovaskularen Risiko untersuchen, das
Fehlen von Eisenspeichern als "normal" gefordert wird, da ihrer Meinung nach

schon das Vorhandensein von Eisenspeichern ein koronares Risiko birgt (70, 71).

Eisen und Oxidation

Eisenionen sind in der Lage, Elektronen zu Ubertragen. Sie sind in ganze Systeme
von Redoxreaktionen eingeschaltet. Aber sie sind streng an Proteine oder Enzyme
gebunden, und der Organismus ist darauf ausgerichtet, auch kleinste freie
Mengen dieser lonen aus dem Plasma zu entfernen. Deshalb ist zum Beispiel das
Transferrin nur schwach (20-50%) gesattigt, damit es sofort lonen aufnehmen
kann, sollten diese ungebunden zirkulieren (72). Diese relativ feste Bindung, wie
sie auch fur Kupferionen an Albumin und Eisen an Serumferritin beobachtet wird,

reicht jedoch nicht aus, diese ganzlich zu inaktivieren (73).
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Die folgende Gleichung zeigt die Entstehung von Lipidperoxiden durch an einen

Proteinkomplex gebundene dreiwertige Eisenionen:

R-COOH + Fe* -Komplex — R-CO- +[Fe(lV)=0]-Komplex +H"

— R-COO" + Fe?*- Komplex + H*

R-COOH = Fettsaure

Ebenfalls konnen unter dem Einfluss freier Eisenionen Sauerstoffradikale
entstehen. Dies wird durch die erstmals 1894 veroffentlichte, nach seinem
Entdecker benannte FENTON-Gleichung beschrieben:

Fe(ll) + HO, — OH + OH + Fe(lll)

Dabei entsteht das Hydroxylradikal und ein Hydroxydion.
Die Haber-Weiss-Reaktion beschreibt die durch Eisen katalysierte Entstehung von

Hydroxyl-Radikalen aus H,O, und O, :

(1) Fe* + 0 +H,0 — Fe* + H,0,

(2) Fe* + H,0, —  Fe® + -OH +OH~-

Diese Reaktion ist allerdings, besonders mit an Eiweil} gebundenem Eisen, ein

sehr ineffektiver Prozess.

C. Kupferstatus und Oxidation

1. Kupferstatus

Kupfer (Cu) ist ein wichtiger Bestandteil von Enzymen, die in Redoxreaktionen
eingeschaltet sind. Die Kupferionen gehen aufgrund ihrer positven Ladung relativ
feste, koordinierte Komplexbindungen mit ihren Protein-Partnern ein.

Diese Enzyme sind Oxidasen, wie Cytochrom-c-Oxidase, Monoamin-Oxidase,

Katalase, die das hohe Redoxpotential der Kupferionen in die Lage versetzt,
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Elektronen zu Ubertragen. Im Falle der kupferhaltigen Enzyme findet diese
Ubertragung meist auf Sauerstoffatome statt. Cytochrom-c-Oxidase ist ein Enzym
der Atmungskette und mitochondrial gelegen. Die Monoamin-Oxidase (MAQ)
spielt im Stoffwechsel der Katecholamine eine bedeutende Rolle, sie desaminiert
zum Beispiel Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin, naturlich auch viele andere
Monoamine. Die in den Peroxisomen vorkommende Katalase, deren aktive
Gruppe Ham ist, die aber auch Kupfer enthalt, hilft beim Abbau des toxischen
Wasserstoffperoxids. Man findet die Enzyme in allen Geweben des Korpers, meist
intrazellular je nach Stoffwechselfunktion in den Mitochondrien oder am
endoplasmatischen Retikulum. Andere kupferhaltige Enzyme wie Ferrioxidasen
finden sich im Plasma, wo sie im Eisenhaushalt wichtige Funktionen ibernehmen.
In den Erythrozyten gibt es ein weiteres Kupferenzym, die Zn,Cu-Superoxid-
Dismutase (SOD), die neben Kupfer auch Zink enthalt und Superoxidradikalen zu
Wasserstoffperoxid umwandelt (74). Die Lysyl-Oxidase sorgt in der Elastin- und
Kollagenbiosynthese fur die Quervernetzung der Fasern. Die Resorption des in
der Nahrung enthaltenen Kupfers findet im Magen und oberen Dinndarm statt.
Uber den eigentlichen Resorptionsvorgang ist nur wenig bekannt. Man weif}
jedoch, dass das resorbierte Kupfer in den Enterozyten an Metallothionin und
dann im Plasma locker an Albumin und Transcuprein gebunden ist. Auch das
niedrigmolare Histidin soll eine Transportfunktion haben. Die Kupferionen
gelangen mit dem Portalblut in die Leber. Die Leber stellt das Zentralorgan des
Kupferstoffwechsels dar. Von dort wird es in alle subzellularen Strukturen
transportiert, wieder durch Metallothionein gespeichert und schlie3lich im Rahmen
der Proteinbiosynthese in die entsprechenden Enzyme eingebaut.
Caeruloplasmin ist ein 132kD grofRes Glykoprotein (75), wird in der Leber gebildet
und gelangt ins Plasma. Dort kann es 6 bis 7 Kupferatome transportieren (76).
Auch enthalten einige Kupferenzyme funktionelle eisenhaltige Ham-Gruppen. Die
Gesamtkupfermenge des menschlichen Korpers betragt etwa 40 bis 80mg. Mit
steigendem Alter erhdht sich die Menge an Kupfer im Koérper (77). Davon
zirkulieren 10% im Blut, 11% sind im Zentralnervensystem gespeichert respektive
dort an Enzymen gebunden (MAO, Dopamin-Hydroxylase), 44% sind im Muskel-
gewebe lokalisiert, genauer in Superoxid-Dismutase (SOD) und in Enzymen der
Atmungskette. Der Rest verteilt sich auf Bindegewebe und bindegewebige Anteile

aller Gbrigen Gewebe. Der Plasmakupferspiegel, der sich aus einem direkt
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reagierenden Anteil, dem Kupfer in lockerer Albumin- oder Transcuprein-Bindung,
und dem indirekt reagierenden Anteil der kupferhaltigen Enzyme im Plasma, bei
dem die Proteine erst saduredenaturiert werden mussen, zusammensetzt, betragt
0,8 bis 1,5 mg/l. Zum Teil liegt Kupfer auch in niedermolekularer Form vor, so
dass es durch die Niere abfiltriert werden kann. Daraus resultiert ein Verlust von
etwa 30 bis 60 pg/Tag. Auch der physiologische Haarausfall tragt zum Verlust in
unterschiedlicher Hohe bei. Den groften Teil des taglichen Gesamtverlustes
machen aber die bilidare Ausscheidung (80%) und die Abschilferungen der
Schleimhaute und der Zellverlust als Ganzes aus (20%). Insgesamt wird der
tagliche Kupferverlust und damit der Bedarf auf etwa 2 mg geschatzt. Bei einer
Resorptionsquote von 40-60% bedeutet das, dass ein gesunder Erwachsener
taglich ungefahr 3-5 mg Cu aufnehmen muss, um seinen Bedarf zu decken (78).
In krankheitsbedingten Situationen (Morbus Wilson) finden sich erniedrigte
Caeruloplasmin-Konzentrationen mit hohen freien Kupferkonzentrationen. Oftmals
tritt aber auch eine Metallothioninform auf, die durch eine Mutation Kupfer starker
bindet, wodurch Kupfer, das so gebunden die Leber erreicht, nicht in die Kupfer-
enzyme eingebaut wird und damit durch seine unphysiologisch hohe
Konzentration Zellschaden hervorruft. Es wurden auch Transportstérungen auf
Ebene der Lysosomen in der Leber beobachtet, die dazu fuhren, dass Kupfer nicht
mehr bilidr ausgeschieden werden kann. In diesem Falle versucht man durch
Gabe von Chelatbildnern Kupfer in Komplexen zu binden und so ausscheidungs-
fahig zu machen sowie die Resorption zu reduzieren. Kupfermangelsituationen
sind beim Menschen aulerst selten. Aus den oben genannten Enzymgruppen, die
Kupfer enthalten, kann man sich verschiedene Funktionsstérungen erschlief3en.
Da bei der Ferri-Oxidase | Kupfer- und Eisenstoffwechsel verknipft sind, vermutet
man bei Mangel an funktionstlchtiger Ferri-Oxidase | einen gestérten Eisen-
haushalt, der sich unter Umstanden in einer Eisendefizienz oder einer Eisen-
mangelanamie auliern konnte. Ebenso sind Knocheninstabilitat und Bindegewebs-
schwache vorstellbar. Zur Abschatzung der Kupfersituation kann man das
Gesamtplasmakupfer, das heifl3t die Summe aus direktem, an Transcuprein und
Albumin gebundenen, und indirektem Kupfer, das sich aus den stabilen
EiweilRverbindungen der kupferhaltigen Enzyme nur nach Denaturierung der
Proteine bestimmen lasst, heranziehen. Dazu ist allerdings zu sagen, dass die

Menge des taglich ausgetauschten Coeruloplasmins, das den mafgeblichen Teil
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am indirekt zu messenden Kupfer ausmacht, so klein ist, dass sie im Vergleich
zum direkt messbaren Kupferanteil nicht ins Gewicht fallt und eine Bestimmung
keine Indikation mehr hat (53).

2. Kupfer und Oxidation

Die Oxidation von LDL-Partikeln durch kupferionenhaltiges Medium ist schon seit
mehreren Jahren bekannt. Heute stellt sie eines der Standardverfahren zur
Beobachtung von Oxidationsvorgangen am isolierten LDL-Partikel (34) dar. In den
Studien, die Esterbauer anflhrt, versuchte man erfolgreich, die Stadien der
Oxidation und die Entstehung der Oxidationsprodukte zu untersuchen, indem man
den Oxidationsvorgang durch Zugabe von Cu?*-lonen in einem festen

Lipoprotein/Cu-Verhaltnis startete.

Entsprechend der Haber-Weiss-Reaktion durch Eisenionen lasst sich auch eine

Reaktion durch Kupferionen beschreiben:

(1) Cu*+ 0% +H,0 — Cu" + Hy0O;

(2) Cu" + H,0, —  Cu* + -OH + OH-

Kupfer(ll)lonen kdnnen durch Makrophagen reduziert werden (80).

Cu™ - lonen reagieren sehr schnell mit Lipidhydroperoxiden.

Die Lipidoxidation durch Kupferionen stellt sich folgendermaf3en dar:

R-COOH + Cu" —> R-CO + OH + Cu™"

Mit der Entstehung von R-CO- startet die Lipidoxidation innerhalb des LDL-
Partikels (33). In vitro Verhaltnisse lassen sich jedoch nur bedingt auf die Situation
in vivo Ubertragen. Es finden sich erstaunlich viele Kupferionen direkt im LDL-
Partikel (81), wahrend dort nur extrem geringe Mengen Eisens messbar sind.
Kupferionen sind im Vergleich zu Eisenionen sehr viel ,aggressiver® bei in vitro
Oxidationsmodellen (35, 82, 83).
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3. Endogene oxidationsbeeinflussende Plasmasubstanzen

Unabhangig von Enzymsystemen, die die Aufgabe haben, reaktive Sauerstoffspezies
zum Schutz des Organismus zu eliminieren, gibt es eine Anzahl von Proteinen oder
weiteren Plasmasubstanzen, die antioxidative Wirkung zeigen, indem sie entweder
selbst oxidiert werden und damit durch einen Verbrauch an pro-oxidativen Stoffen
andere Plasmabestandteile wie Lipide etc. vor Oxidation schitzen oder pro-oxidative
Faktoren binden und damit deaktivieren. Als Beispiele seien hier Albumin, Harnsaure
und Bilirubin genannt (84).

Harnsaure, die durch die Xanthin-Oxidase und —Dehydrogenase vermittelte
Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin entsteht, kann einzelne Sauerstoffradikale,
Hydroxyl- und Peroxylradikale binden. Ebenfalls kann es Ubergangsmetallionen in
einer lonenbindung halten und damit am Elektronentransfer hindern. Eine Reaktion
mit Harnsaure fuhrt zum Uratradikal, das durch Askorbinsaure wieder reduziert
werden kann.

Bilirubin als Abbauprodukt des Ham ist ein lipophiles, stark reduzierendes Agens,
das Alpha-Tocopherol reduziert und damit dessen antioxidative Wirkung
aufrechterhalten kann. Alpha-Tocopherol gilt als das Hauptantioxidans des LDL-
Partikels. An Albumin gebunden ist es wasserldslich und in allen extrazellularen
Fllssigkeiten zu finden (61).

Albumin kann Ubergangsmetalle in einer lonenbindung inaktivieren. Es dient als

schnell ersetzbarer Eiweil3korper eine erste Barriere gegen Oxidation.

D. Oxidation und Atherosklerose

Die Bildung und die Aufrechterhaltung der Plasmalipidoxidation in der
Arterienwand obliegen hauptsachlich zellularen Strukturen (44), wobei den
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten eine tragende Rolle zukommt (85).
Die glatten Muskelzellen kénnen nur indirekt durch die Generation von
Sauerstoffradikalen das pro-oxidative Milieu unterstutzen. Dieser Vorgang ist
allerdings metallionenabhangig (86). Wahrend einer koronaren Okklusion und
Ischamie und der darauf folgenden Reperfusion werden Radikale gebildet (87).
LDLox inhibiert die Wirkung des NO und verhindert damit die Relaxation des
betroffenen Gefalies (88, 89) sowie die Hemmung der Thrombozytenaktivierung
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(90). Dagegen scheint HDL-Cholesterin, das per se keine gefalrelaxierende
Wirkung hat, diesen Effekt des LDLox wieder aufzuheben (91). Lipidperoxide
hemmen ebenfalls die Wirkung von Antithrombin Ill, was zu einer vermehrten

Thrombozytenaggregation fuhren kann (92).

E. Fragestellung

Eisen und Kupfer spielen eine weitreichende Rolle in physiologischen und
pathologischen Oxidationsvorgangen. Die Oxidation der Plasmalipide ist in die
Entstehung und Progression der Koronaratherosklerose involviert. Es stellen sich
damit folgende Fragen:
e Haben Patienten mit Koronaratherosklerose erhhte Plasmaeisen-
konzentrationen respektive Eisenspeicher?
¢ Haben Patienten mit Koronaratherosklerose erhdohte Plasmakupfer-
konzentrationen?
e Lasst sich ein Zusammenhang zwischen Lipidperoxiden und den
genannten Metallen nachweisen?
e Haben Patienten mit Koronaratherosklerose verminderte endogene anti-

oxidativ wirksame Plasmasubstanzen?
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[l. Probanden und Methoden

A. Studiendesign

Die Studie wurde im Design einer Fall-Kontroll-Studie durchgefuhrt. Alle

teilnehmenden Individuen wurden Uber Zweck und Durchfihrung der Studie

aufgeklart und erteilten schriftliche Einwilligungserklarungen zur Studienteilnahme.

Mittels eines Anamnesebogens wurden die zuvor definierten allgemeinen

Ausschlusskriterien ermittelt:

Akuter oder chronischer Blutverlust (durch akute Blutungen, Operationen oder
chronische Magen-Darm- Erkrankungen),

Blutspenden in anderen Institutionen,

erhaltene Bluttransfusion,

akute oder chronische Entzundungen in Verbindung mit entsprechenden
Laborparametern [C-Reaktives Protein > 2mg/l und/oder Leukozyten >
10.000/pl],

Einnahme von Eisen- und/oder Vitaminpraparaten.

Fur die Kontrollprobanden wurden weitere spezielle Ausschlusskriterien

festgesetzt:

Mangelndes korperliches Wohlbefinden, Leistungsknick,

pectanginose Beschwerden,

stattgehabter Myokardinfarkt oder kardiale Anamnese,

Veranderungen im EKG oder Beschwerden wahrend eines Belastungs-EKG
(insbesondere Abbruch),

Medikamentenanamnese.
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B. Patienten und Kontrollen

1. Patienten

Teilnehmende Patienten waren Manner, die sich einer koronaren Bypass-
Operation unterziehen mussten. In die Studie wurden alle diejenigen Patienten
integriert, die entweder zur Operation stationar aufgenommen wurden oder sich
aber zur ersten Eigenblutspende 4 bis 6 Wochen vor ihrem Operationstermin in
der Abteilung fur Hamostaseologie und Transfusionsmedizin vorstellten. Nach

Anwendung der Ausschlusskriterien verblieben 71 Manner als Patientengruppe.

2. Kontrollen

Als Kontrollgruppe wurden ebenfalls Manner herangezogen, die sich wegen einer
routinemafdigen betriebsarztlichen Untersuchung in der Praxis des
Berufsgenossenschaftlich-Arbeitsmedizinischen Dienstes BAD e.V., Giessen
vorstellten. Nach Anwendung der Ausschlusskriterien fir Kontrollprobanden

verblieben nach Altersmatching + 5 Jahre ebenfalls 71 Personen in der Studie.

C. Methoden

1. Probengewinnung

Patienten wie Probanden wurde, wegen tagesperiodischer Schwankungen der
Eisenparameter, in einem Zeitraum von 8 bis 10 Uhr, neben der transfusions-
medizinischen beziehungsweise betriebsarztlichen Routine, vendses Blut in eine
7,5ml Gel-Serum- und eine 7,5ml EDTA-Monovette® (Sarstedt, NUrnbrecht,
Deutschland) entnommen. Die Venenpunktion erfolgte am liegenden Patienten

nach moglichst kurzer Stauzeit.

Die EDTA-Probe wurde nach vorsichtigem Durchmischen sofort bei 4°C gekuhlt.
Innerhalb kurzer Zeit wurde das Plasma separiert und zur spateren Bestimmung

der Lipidperoxid-Konzentration bei - 75°C tiefgefroren. Um die Lagerungsbe-
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dingungen zu verbessern und die in vitro Oxidation des Plasmas unwahr-
scheinlich zu machen, wurde die Oberflache der Probe vor dem Einfrieren mit
gasformigem Stickstoff Uberschichtet (94). Ebenfalls wurde eine Serumprobe
eingefroren. Die Bestimmung der untersuchten Parameter erfolgte sofort im
Rahmen der Routine-Labordiagnostik im Zentrallabor der Kerckhoff-Klinik, Bad

Nauheim.

2. Blutbild

Ein kleines Blutbild (Leuko-, Erythro- und Thrombozytenzahl, Hamatokrit, Hamo-
globinkonzentration, mittleres korpuskulares Volumen, mittlere korpuskulare
Hamoglobinkonzentration) wurde mit SYSMEX® K 1000 (Sysmex, Hamburg,

Deutschland) bestimmt.

3. Lipidparameter

Mit dem Analysesystem Hitachi® 717 (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland) wurden Gesamtserumcholesterin nach der CHOD-PAP-Methode,
HDL-Cholesterin durch die Fallungsreaktion mit Phosphorwolframsaure und
Magnesiumchlorid sowie die Triglyzeridkonzentration mit der Glyzerin-
Farbreaktion nach den Anweisungen des Herstellers im Rahmen der Laborroutine

bestimmt.

Die LDL-Cholesterin-Konzentration wurde mit der Formel nach Friedewald (95)
berechnet. Die Bestimmung von Apolipoprotein B1oo erfolgte mit dem Trabungstest
Tina quant® fir Hitachi 911 nach Anweisung des Herstellers (Boehringer

Mannheim, Mannheim, Deutschland).

Diese Bestimmungen wurden im Rahmen der Laborroutine ausgefuhrt.

4. Plasmalipidperoxide (LPO)

Fir die Bestimmung der Konzentration der Lipidperoxide (LPO) in EDTA - Plasma
bedienten wir uns der Hamoglobin-Methylblau-Methode, auf deren Grundlage der
K - Assay® LPO-CC (Kamiya Biomedical Company, Thousand Oaks, CA, USA)
arbeitet. Ein farbloses Derivat des Methylenblaus, das 10-N-Methylcarbomyl-3,7-
dimethylamino-10-H-phenothiacin (MCDP), reagiert mit Lipidhydroperoxiden in
Anwesenheit von Hamoglobin als Katalysator infolge Abspaltung eines Molekul-
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teils zu einem farbigen Derivat. Diese Reaktion erzeugt einen Farbumschlag,
dessen Intensitat der Konzentration der Hydroperoxide in der Messlosung direkt
proportional ist. Die photometrische Bestimmung der Methylenblaukonzentration
(Absorption bei 675 nm) ergibt damit die Konzentration an Hydroperoxiden im
Plasma. Dieser Test misst spezifisch die Lipidperoxide, andere Oxidations-
produkte wie Formaldehyd, Malondialdehyd oder H,O, ergeben keine
Farbreaktion (96, 97, 98). Der Test wurde nach Anweisung der Firma Kamiya
Biomedical Company fur das Hitachi 911 Analysesystem (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland) adaptiert. Diese sah eine interne Verdlinnungsreihe in 6
Stufen mit einer 50 pmolaren Cuminperoxid-Losung vor. Die Hauptwellenlange
des Messvorgangs betrug 660 nm, die Nebenwellenlange 800 nm. EDTA-Plasma,
Reagenz 1 (Ascorbinoxidase,14 U/ml; Lipoproteinlipase, 1,3 U/ml in 100mM
Goods Puffer) und Reagenz 2 (MCDP 0,04mM, Hamoglobin, 67,5 pg/mlin 100mM
Goods Puffer) wurde in Verhaltnissen 1:30:60 pipettiert, mit Inkubationszeiten von
5 Minuten nach der Pipettierung von R 1 respektive 10 Minuten nach Pipettierung

von R 2 bis zum Messvorgang.

5. Eisenparameter

Die Bestimmung der Eisenparameter erfolgte im Routinelabor

a) Serumeisen

Die Werte flr Serumeisen wurden durch die Ferrozin-Methode modifiziert fir
Hitachi® 717 (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) ermittelt unter

Beachtung der Herstellerhinweise.

b) Transferrin

Die Bestimmung von Transferrin erfolgte gemaf den Laboranleitung des
Herstellers mittels des immunologischen Triibungtests Tina quant® fiir Hitachi 911,
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland). Die Transferrinsattigung wurde
naherungsweise durch Quotienten aus Serumeisenkonzentration in pg/dl und der

Transferrinkonzentration in mg/dl multipliziert mit dem Faktor 70.9 berechnet (99).
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c) Serumferritin

Die Serumferritinkonzentration wurde durch einen ELISA/Einschritt-Sandwich-
Assay mit Streptavidin - Technologie, Enzymun-Test® fiir ES 700 (Boehringer
Mannheim Immundiagnostica, Mannheim, Deutschland) nach Anweisungen des

Herstellers bestimmt.

6. Kupfer

Die Bestimmung der Gesamtserumkupferkonzentration erfolgte nach
Enteiweissung mit der Bathocuproin-Methode (100), manuell angewendet in
Merckotest® Kupfer (Merck, Darmstadt, Deutschland). Nach Laboranweisung des
Herstellers wurde eine 500ul-Serumprobe zunachst mit 500ul Reduktionslosung
(1molare HCI, 90 mmolare Hydrochinonlosung) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und dann mittels 20%iger Trichloressigsaure und nachfolgender
Zentrifugation enteiweisst. SchlieRlich wurden 500ul des Uberstandes mit 200pl
Farbreagenz (0,9 mmolare Bathocuproindisulfonsaurelésung, 3,0 molare
Ammoniumacetatldosung) fur 10 Minuten inkubiert. Anschliellend wurde die
Extinktion bei 492 nm Wellenlange mit dem 6010 Photometer (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) gegen eine Blindprobe gemessen. Der Quotient aus
Probenextinktion und Standardextinktion multipliziert mit der
Standardkonzentration (200ug/dl) ergab die Gesamtkupferkonzentration der

Serumprobe.

7. Antioxidativ wirksame Substanzen

Die Harnsaurekonzentration wurde durch den Chinonimin-Farbtest, die
Gesamtbilirubinkonzentration nach der DPD-Methode und das Serumalbumin
nach der Bromcresolgrin-Methode ermittelt. Diese Testmethoden wurden nach
Anweisungen des Herstellers auf Hitachi® 717 (Boehringer Mannheim, Mannheim,

Deutschland) im Rahmen der Laborroutine durchgefihrt.
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8. Entzindungsparameter

Das C-reaktive-Protein wurde mit dem immunologischen Trubungtest Tina quant®
fur Hitachi 911 gemal} den Anweisungen des Herstellers (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Deutschland) durch das Routinelabor bestimmit.

9. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Statistikprogrammes
SPSS for Windows 10.0. Die Normalverteilung der Parameter wurde mit dem Test
nach Kolmogorov-Smirnov Uberpruft. Bei normalverteilten Parametern wurde der
Student’s t-Test eingesetzt, nicht normalverteilte wurden nach Mann-Whitney
beziehungsweise nach Wilcoxon auf Unterschiedlichkeit getestet. Korrelationen
wurden nach der Spearman-Methode untersucht. Bei einer Fehlerwahr-
scheinlichkeit von 5% (p < 0,05) wurde ein Ergebnis als statistisch signifikant

betrachtet.

lll. Ergebnisse

A. Studienpopulation

1. Patienten

Von den 99 Patienten, die zur Koronarbypass-Operation angemeldet waren und
an der Studie teilnahmen, wurden 28 Personen ausgeschlossen, weil sie Aus-
schlusskriterien erflllten. Damit verblieben 71 Falle in der Patientengruppe mit
einem Durchschnittsalter von 55.9 £ 7.4 Jahre (MW+SD). In dieser Gruppe waren
19 Nichtraucher, 46 ehemalige Raucher und 6 aktive Raucher. 11 Patienten litten
unter manifestem Diabetes mellitus und 35 wiesen einen abgelaufenen

Myokardinfarkt in der Krankengeschichte auf.



30
2. Kontrollen

In der Kontrollgruppe waren 71 gesunde Manner ohne klinische oder elektro-
physiologische Hinweise auf eine koronare Herzkrankheit. Diese Personen waren
nach Alter £ 5 Jahre mit der Patientengruppe gematched. Das Durchschnittsalter
war 55,6 = 6,5 Jahre (MWxSD). Von den 71 verbleibenden Personen in der
Kontrollgruppe hatten 33 nie geraucht, 21 rauchten nicht mehr und 17 waren
aktive Raucher. Drei Kontrollprobanden litten unter einem manifesten Diabetes

mellitus.

Demographische Daten der beiden untersuchten Gruppen sind in Tabelle 1

dargestellt.

B. Hamatologie

Patienten und Kontrollgruppe zeigten keine signifikanten Unterschiede in Bezug
auf Hamoglobingehalt, Hamatokrit, Erythrozyten-, Leukozyten- oder Thrombo-
zytenzahl. Ebenfalls waren die Zellvolumina (MCV) und der zellulare
Hamoglobingehalt (MCHC) nicht verandert. Eine Wertelbersicht findet sich in
Tabelle 2 (S.31).

Tabelle 1: Demographische Daten der Studienteilnehmer

Kontrollen Patienten
N 71 71
Alter (Jahr) 55.6 £6.5 55974
body mass index (kg x m ) 27.42 + 3.50 26.68 + 3.04
Raucher 17 6
Nichtraucher 33 19
ehemaliger Raucher 21 46
Diabetes mellitus 3 11
Arterieller Hypertonus 0 37
Schweregrad der KHK bei Patienten
Ein-GefalR-KHK --- 18
Zwei-Gefalk-KHK - 36
Drei-Gefa3-KHK --n 17
akuter Myokardinfarkt in Anamnese - 32




Tabelle 2: Ergebnisse des Blutbildes der Studienteilnehmer

Kontrollen Patienten Signifikanz
Hamoglobin [g/dl] 15.0+£1.0 15.3+1.0 n.s.
Hamatokrit [%] 45.1+3.0 444 +3.0 n.s.
Erythrozytenzahl[mio/pl] 5.02+0.3 4.88 +0.42 n.s.
MCV [fl] 89.7 £ 3.8 90.9+44 n.s.
MCHC [g/dl] 33409 34317 n.s.
MCH [pg/Erythrozyt] 299+13 31.4+£1.5 n.s.
Leukozytenzahl [T/ul] 59+1.3 6.5+15 n.s.
Thrombozytenzahl [T/pl] 220 £ 42 210 £ 54 n.s.

C. Lipidstatus und Lipidperoxide

1. Plasmalipide

Die Serumlipidkonzentrationen beider Gruppen unterschieden sich in allen

Parametern signifikant. Die Triglyzeride wurden bei den Patienten mit 220 + 142

mg/dl hoher gemessen als bei den Kontrollen, deren Proben 163 + 96 mg/dI
enthielten (p=0,005; Abbildung 1). FUr das Gesamtcholesterin (p=0,025) ergab
sich bei den Patienten ein Wert von 242 £ 61 mg/dl und 223 + 37mg/dl bei den
Kontrollen. Die Patienten hatten durchschnittlich mehr LDL-Cholesterin (p=0,01),

das mit 162 + 47mg/dl und mit 145 + 35 mg/dl bei den Kontrollen gemessen wurde

(Abbildung 2). Die Patienten zeigten bei der Untersuchung mit durchschnittlich 37

1+ 13mg/dl weniger HDL-Cholesterin (p<0,0001) als die Kontrollen, bei denen HDL-

Cholesterin-Werte von 46 + 10mg/dl gemessen wurden.
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Abbildung 1: Triglyzeridkonzentration der Studienteilnehmer (MW + SD, p=0,005)

250

200 -

150 - [

LDL- Cholesterin
[mg/dl]

100 -
50
145 162
0
Kontrollen Patienten

Abbildung 2: Low-Density-Lipoprotein-Cholesterinwerte der Studienteilnehmer
(MW t SD, p=0,01)
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2. Lipidperoxide

Es zeigte sich, dass die Patientengruppe eine deutlich erhdhte
Plasmalipidperoxidkonzentration aufwies, der Median lag bei 2,95 nmol/ml
(Wertebereich von 1,3 bis18,1 nmol/ml), wahrend die Proben der Kontrollen einen
Median von 1,6 nmol/ml (Wertebereich 0,9-9,6 nmol/ml) aufwiesen (p<0,0001;
Abbildung 3).
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Abbildung 3:Lipidperoxidkonzentration im Boxplot dargestellt mit Median,
25%-75%-Perzentile, sowie dem Wertebereich (p<0,0001)
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D. Eisenstatus

Ein Unterschied in Bezug auf den Eisenhaushalt liel3 sich weder beim Serum-
eisenspiegel (Abbildung 4) noch bei der Serumferritinkonzentration (Abbildung 5)
nachweisen, jedoch gab es eine signifikante Abweichung zwischen den Gruppen
bei der Transferrinkonzentration und einen Trend fur die Transferrinsattigung.
Die Transferrinkonzentration betrug 238mg/dl + 38mg/dl bei den Patienten und
288mg/dl £ 58mg/dl in der Kontrollgruppe (p<0,0001).
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Abbildung 4: Plasmaeisenkonzentration der Studienteilnehmer (MW + SD, nicht

signifikant)
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Abbildung 5: Serumferritinkonzentration der Studienteilnehmer (MW = SD, nicht
signifikant)
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Die Sattigung des Transferrins wurde rechnerisch ermittelt und unterschied sich
nicht signifikant (p=0,09), wobei sie bei den Patienten tendenziell hdher war als bei
den Kontrollen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Transferrinsattigung der Studienteilnehmer (MW £ SD, p=0,09))



E. Kupferstatus
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Die Studie ergab einen hochsignifikanten (p<0,0001) Unterschied in der Plasma-

kupferkonzentration (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Plasmakupferkonzentration der Studienteilnehmer (MW=SD,

p<0,0001)

F. Entzindungsparameter

Das C-reaktive Protein wurde zum Ausschluss einer floriden Entzindung zum

Zeitpunkt der Untersuchung bestimmt. Es ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Konzentrationen bei den Kontrollen (0,21 + 0,20
mg/dl) und den der Patienten (0,32 + 0,36mg/dl).
Auch in den Untergruppen der Raucher und Diabetiker liel3 sich kein Unterschied

herausarbeiten.
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G. Endogen antioxidative Substanzen

Beide Gruppen unterschieden sich nicht signifikant in Bezug auf ihre Gesamt-
eiweisskonzentration und ihre Gesamtbilirubinspiegel. Die Serumalbumin-
konzentration der Patienten lag jedoch verglichen mit den Kontrollpersonen
signifikant niedriger (p=0.009, Abbildung 8).
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Abbildung 8: Albuminkonzentration der Studienteilnehmer ( MW + SD, p=0,009))
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Ebenso war die Harnsaurekonzentration bei den Patienten geringer als bei den
Kontrollen, wie Abbildung 9 zeigt (p=0,007).
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Abbildung 9: Harnsaurekonzentration der Studienteilnehmer (MW + SD, p=0,007))
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H. Korrelationen

Bei der Analyse konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Plasmakupferkonzentration und der Lipidperoxid-Konzentration im Plasma der

Kontrollpersonen nachgewiesen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Korrelation zwischen Kupfer- und LPO-Konzentration bei Kontrollen
(r=0,29; p=0,013).

Diese Korrelation war bei der Patientengruppe nicht nachzuweisen. Des Weiteren
ergab sich in der Kontrollgruppe eine statistisch signifikante negative Korrelation
zwischen der LPO-Konzentration und der HDL-Cholesterinkonzentration (r= - 0,26,
p=0,026; Abbildung 11).

Eine weitere Korrelationen ergab sich zwischen dem C-reaktiven Protein und der
Lipidperoxidkonzentration. Diese war zudem bei beiden Gruppen zu beobachten.
In der Patientengruppe gab es eine positive Korrelation (r= 0,35, p= 0,003) und bei
den Kontrollen ebenfalls eine positive Korrelation (r= 0,25, p= 0,03). Obwohl die

CRP-Konzentration als Ausschlusskriterium flr eine Entziindung diente, und
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Individuen mit hoheren Werten an der Studie nicht teilnahmen, konnte diese

Korrelation noch nachgewiesen werden.

Wahrend in der Kontrollgruppe einige Korrelationen mit den Lipidperoxiden
nachzuweisen waren, fand sich in der Patientengruppe nur unter den eigentlich zu
untersuchenden nur die zwischen der Triglyzeridkonzentration und den
Lipidperoxiden ( Abbildung 12)
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Abbildung 11: Korrelation zwischen der LPO-Konzentration und der HDL-
Cholesterinkonzentration in der Kontrollgruppe (r= -0,26; p= 0,026).
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Abbildung 12: Korrelation zwischen den Triglyzerid- und den LPO-Konzentrationen
der Patienten ( r= 0,26, p= 0,026).
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V. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde versucht, den Einfluss von Ubergangsmetallen auf
die Oxidation von Plasmalipiden herauszuarbeiten. Dafur wurden oben genannte
Ausschlusskriterien angewendet, die zu einer Studienpopulation fuhrte anhand derer
die Fragestellung gut untersucht werden konnte. Es wurde auf eine mdglichst gleiche
Altersverteilung geachtet. Individuen mit Hinweis auf eine akute oder chronische
Entzindung wurden systematisch ausgeschlossen. Die Angaben uber Diabetes
mellitus oder die Rauchanamnese dienten nicht als Ausschlusskriterien sondern zur
Beschreibung der Gruppen. Aufgrund der kleinen Subgruppen liel3en sich keine

signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Fragestellung feststellen.

A. Hamatologie

Personen mit erhdhtem Hamatokrit respektive Hamoglobingehalt, besonders
Raucher, haben eine leicht eingeschrankte Blutviskositat und stehen damit im
Verdacht, einem leicht erhdhten Risiko fur Myokardischamie und zerebrale
Ischamien ausgesetzt zu sein. Der Grund fur die Untersuchung des Blutbildes war
in dieser Studie die Abschatzung des zellularen Eisengehaltes. Ebenfalls diente es
in erster Linie zum Nachweis einer Veranderung des weil3en Blutbildes als
Zeichen eines akuten entzindlichen Prozesses. Alle anderen Blutbildparameter
zeigten keine signifikanten Unterschiede und auch keine Korrelation mit den
untersuchten Parametern. Interessant ist eine Diskrepanz zwischen dem
Verhaltnis von Hamoglobin und Hamatokrit, das messtechnisch bedingt eigentlich
gleich sein sollte, jedoch haben die Kontrollen verglichen mit den Patienten einen
hdéheren Hamatokrit bei einer niedrigeren Gesamthamatoglobinkonzentration. Dies

ist letztlich nicht befriedigend zu erklaren.

B. Lipide

1. Risikofaktoren des Lipidstatus

Die Patienten zeigten im Vergleich zu den Kontrollen durchweg statistisch
signifikante Unterschiede im Lipidstatus. Sie erflllten das klassische koronare
Risikoprofil mit erhohtem Gesamtcholesterin, erhdhtem LDL-Cholesterin und

erniedrigten HDL-Cholesterinwerten. Seit vielen Jahrzehnten sind diese
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Parameter durch demographische, klinische und experimentelle Studien als
Risikofaktoren Uberpruft und anerkannt. Die im Blut zirkulierenden Lipoproteine
stehen in Interaktion mit den Endothelzellen. Natives LDL bewirkt die verminderte
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothel. Erhéhte VLDL-
Konzentrationen konnen die Fibrinolyse hemmen, indem sie die Freisetzung des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors stimulieren. Ebenfalls waren die Triglyzeride
gegenuber den Kontrollen erhoht; inre Rolle ist in der Pathogenese der
Atherosklerose noch umstritten, sie mussen jedoch als ernsthafter Risikofaktor in
Betracht gezogen werden. Stringer konnte, ahnlich wie in der vorliegenden Studie,
eine schwache Korrelation zwischen den Triglyzeriden und Lipidperoxiden
nachweisen (92). Besonders auffallend ist die negative Korrelation der LPO mit
dem HDL-Cholesterin der Kontrollen, mdoglicherweise zeigt sich hier direkt die
protektive Eigenschaft des HDL. Man nimmt an, dass HDL-Partikel durch ihre
Assoziation mit dem antioxidativen Enzym Paraoxonase, das die Oberflache des
LDLox-Partikels verandert, anti-atherogen wirkt. Ebenfalls sorgt es fur den
Abtransport der Lipide aus der Arterienwand. Die genaue Art und Weise, wie HDL-

Cholesterin letztendlich antioxidativ wirkt, ist jedoch noch nicht geklart (93).

Es wird diskutiert, ob das C-reaktive Protein selbst als Risikofaktor einzustufen ist.
Die Datenlage der vorliegenden Studie zeigt Korrelationen zwischen CRP und
LPO sowohl bei den Kontrollen als auch bei den Patienten. Auch hier muss jedoch
davon ausgegangen werden, dass eine latente Entzindungsreaktion auch in
einem mafigen CRP-Anstieg nachzuweisen sein muss.

Im Allgemeinen wird die Koronaratherosklerose heute als inflammatorische
Erkrankung angesehen. Die Verzahnung von Entziindung und Oxidation ist sehr

eng.

2. Lipidperoxide

Die Lipidperoxide dienten in der vorliegenden Studie zum Nachweis von
oxidativen Veranderungen der Plasmalipide. Die meisten klinischen und
experimentellen Studien arbeiteten mit anderen Nachweismethoden, jedoch wurde
ebenfalls bewiesen, dass die Methylenblau-Methode nach Ohishi (96) keine

Defizite in der Messgenauigkeit gegenuber allen bekannten Verfahren hat (101).
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Darlber hinaus ist diese Messmethode spezifisch fur die Lipidperoxide. Unsere
Studie verwendet diese Methode zum ersten Mal zur Messung der
Plasmalipidperoxidkonzentration auf einem Routinelaborautomaten. Neben der
Veranderung des Plasmalipidprofils zeigten die Patienten eine hochsignifikante
Erhohung der Lipidperoxide gegenuber den Kontrollen. Die Tatsache, dass die
Kontrollen eine Korrelation der Kupfer- mit der LPO-Konzentration zeigen, gibt
einen moglichen Hinweis auf den Ort der Initiation des Lipidperoxidations-

vorgangs.

Diese gefundene Korrelation lasst vermuten, dass Plasmalipide durch oxidative
Einflusse im Plasma verandert werden. In einem fortgeschrittenen Stadium findet
man bei den Koronarpatienten zwar hohe LPO- und Kupferkonzentrationen, aber
keine Korrelation der beiden Parameter. Eine denkbare Erklarung stellt sich
folgendermalien dar: Die pro-oxidative Wirkung von LDLox ist bekannt. Auch ist
bekannt, dass Makrophagen LDLox durch scavenger-Rezeptoren zwar
unkontrolliert aufnehmen, aber nicht in der Lage sind, diese Partikel abzubauen.
Ganz im Gegenteil gehen sie an der Uberladung an LDLox zugrunde und setzen
neben ihren aggressiven Sauerstoffverbindungen und Enzymen auch das LDLox
wieder frei. Dadurch steigt die Konzentration der LPO subendothelial stark an.
Eine Freisetzung der relativ kleinen Molekile in den Blutstrom ist wahrscheinlich.
Damit messen wir erhohte LPO im Plasma, finden aber keine Korrelationen mehr
zu anderen Parametern, weil der Ort der eigentlichen Oxidation im
fortgeschrittenen Stadium sich unserer Messung entzieht. Dieses ist lediglich eine
Hypothese, sie Iasst sich nicht aus den Daten ableiten. Die Arbeitsgruppe um
Meagher und Fitzgerald gibt zu bedenken, dass die Bildung von Lipidperoxiden
unter Umstanden nur ein Zeichen des Zelluntergangs ist und nicht ein
Mechanismus, der zu einem Zelluntergang fuhrt (102). Dies wirde bedeuten, dass
man mit den Lipidperoxiden in vivo nicht die Ursache der Koronaratherosklerose
misst, sondern die Folge. Der Zusatz ,in vivo® ist insofern bedeutsam, als die
Oxidation in vitro zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, jedoch hinken die

Oxidationsmodelle zuweilen den Situationen, die sie simulieren sollen, hinterher.
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C. Eisenparameter

Meyer stellte in einem Review alle maligeblichen Studien zusammen, die die
Rolle des Eisens in der koronaren Herzkrankheit untersuchen.

Von 23 Untersuchern konnten nur 6 einen Zusammenhang zwischen Eisen-
speichern, Serumeisen und Transferrinsattigung und einem erhdhten koronaren
Risiko nachweisen (103). Auch die Arbeitsgruppe um Ascherio findet in Bezug auf
die Eisenspeicher, gemessen als Serumferritin, keinen Unterschied im koronaren
Risiko bei regelmaRigen Blutspendern mit reduziertem Ferritin und Nichtblut-
spendern, deren Ferritinwerte im Mittel deutlich hoher lagen (104), wohingegen
You und Wang in einer Arbeit von 2005 Ferritin als eigenstandigen Risikofaktor
etabliert sehen (131). Die Eisen-Hypothese wurde 1981 erstmals von Sullivan
(27) formuliert. Er beobachtete ein erhéhtes Myokardinfarktrisiko bei Patienten mit
erhohten Ferritinwerten. Es schien plausibel, dass ein Uberangebot von
Eisenionen, wenn auch in gebundener Form, ein grolRes Redoxpotential zur
Oxidation von Plasmalipiden und Plasmaeiweissen in sich birgt (105). AuRerdem
versuchte er mit seinen Daten die geschlechts-spezifischen Unterschiede im
Eisenhaushalt, respektive der unterschiedlich gro3en Eisen-Speicher in Form von
Ferritin, fur die stark differierende Inzidenz des akuten Myokardinfarktes bei Mann
und Frau verantwortlich zu machen (27, 70, 105). Ebenfalls hatten Salonen und
seine Mitarbeiter durch Blutspende eine Senkung des Serumferritins bei Rauchern
erreicht, und damit die Anfalligkeit der VLDL- und LDL-Partikel fur eine oxidative
Modifikation um 20% vermindert (105). Es bleibt anzumerken, dass es durchaus
verschiedene Bewertungskriterien von Daten der einzelnen Untersucher gibt. Die
einen beobachten die Veranderung der Oxidationsanfalligkeit der Plasmalipide in
vitro, andere untersuchen in epidemiologischen Studien anhand von harten
Eckdaten, wie akutes ischamisches Ereignis oder der Tod aufgrund eines
Myokardinfarktes, das koronare Risiko des betreffenden Kollektives. Diese
vorliegende Studie findet keinen signifikanten Unterschied bei den Mittelwerten
und der Verteilung von Serumeisen, Serumferritin und Transferrin.

Transferrin scheidet als moglicher Eisenionenlieferant vom Verstandnis der
Situation in vivo aus (auch wenn unter sehr definierten Bedingungen nach Saito
und Kollegen (107) eine Eisenfreisetzung denkbar ist), denn jegliches Eisen wird
durch den starken Eisenchelator aus dem Plasma gebunden. Es ist nicht davon

auszugehen, dass eine mogliche Eisenbeteiligung am Oxidationsvorgang im
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Kreislauf stattfindet (108). Falls Eisen tUberhaupt einen Einfluss hat, so ist duRerst
zweifelhaft, ob es den Prozess anstof3t oder unterhalt, und besonders wie und ob

es in ausreichender Konzentration vorliegen kann.

Lediglich bei der Transferrinsattigung zeigt sich fur den Unterschied zwischen den
Gruppen ein Trend, der aber kein wissenschaftliches Signifikanzniveau erreicht.
Danach ist das Transferrin der Patienten deutlich mehr gesattigt. Korrelationen
sind nicht nachzuweisen. Die Datenlage ist im Einklang mit einer ganzen Reihe
von Studien, die den pro-atherosklerotischen Einfluss von Speichereisen,
gemessen als Ferritin (4, 109, 110, 111, 112) oder als erhéhte Transferrin-
sattigung (>62%) (113) nicht bestatigen konnen. Auch scheint die Ferri-Oxidase-
Aktivitat der verschiedenen Ferritin-Untergruppen (Isoferritine) entscheidend zu
sein. Endothelzellen, die Ferritin mit hoher Ferri-Oxidase-Aktivitat, enthalten sind
gegenuber den zytotoxischen Einflissen des LDLox langer resistent als
ferritinarme Zellen (63). Zigarettenrauchen scheint die Eisenfreisetzung aus
Ferritin zu begunstigen (114), jedoch lieR sich daraus in den vorliegenden Daten

kein Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern ableiten.

D. Kupfer
Craig et al. konnten klrzlich darstellen, dass bei gesunden Personen die

Variabilitdt in den Konzentrationen der LPO hauptsachlich auf der unabhangigen
Variabilitat der Kupferkonzentrationen beruht (101). Es ist deshalb zu vermuten,
dass Kupferionen nicht nur in vitro pro-oxidativ sind, sondern auch in vivo
oxidative Prozesse fordern. Das Transportprotein Coeruloplasmin wurde in
Verbindung mit hohen LDL-Cholesterin- und niedrigen HDL-Cholesterinwerten als
Risikofaktor identifiziert (115), es bleibt zu vermuten, dass Kupfer-lonen auch in
der Transportbindung nicht vollstandig (73) inaktiviert sind. Andererseits hat
Coeruloplasmin Ferri-Oxidase-I-Wirkung und ist in der Lage, Eisen(ll)ionen in
Eisen(lIl)ionen zu tberflihren und damit Eisen effektiv zu neutralisieren. Das deckt
sich auch mit den Daten dieser Studie, die eine direkte positive Korrelation
zwischen der Kupferkonzentration und den Lipidperoxidspiegeln in der

Kontrollgruppe nachweisen kann. Ein Nachweis in der Patientengruppe gelingt
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nicht. Salonen und Mitarbeiter fanden eine an den Carotiden untersuchte
Atheroskleroseprogredienz erst mit erhohtem LDL-Cholesterin und erhdhten
Plasmakupferspiegeln (7, 7B). Ein 2004 verdffentlichter Ubersichtsartikel von
Stocker halt den Einfluss von Ubergangsmetallen generell fiir unwahrscheinlich
(61), auch wenn eine hdhere Konzentration in atherosklerotischen
Gefalpraparaten auch wieder in jungster Zeit nachgewiesen werden konnte (134).
In dieser Studie wurde die Kupferkonzentration nach Enteiweissung gemessen,
was bedeutet, dass auch nur der freie Kupferanteil erfasst wurde, wahrend die
Kupfermenge der vor Sauerstoffradikalen schitzenden Enzyme, z.B. Cu,Zn-
Superoxid-Dismutase (SOD), hier unbertcksichtigt bleibt (74, 116).

E. Antioxidative Substanzen

Neben den antioxidativ wirksamen Vitaminen, allen voran Ascorbinsaure, Alpha-
Tocopherol und das Spektrum der Karotine, deren Rolle bei der Lipidoxidation
zum Teil kontrar — Alpha-Tocopherol-permeierte Lipidperoxidation (12) - diskutiert
wird, gibt es neben der enzymgestutzten Radikalenabwehr auch eine Reihe von
endogen antioxidativen Substanzen, die offensichtlich recht gute antiatherogene
Eigenschaften haben. Die in der vorliegenden Studie untersuchten endogenen

Faktoren der Oxidationsabwehr sollen hier kurz diskutiert werden.

1. Albumin

Das in der Leber synthetisierte Albumin gilt als Akutphaseprotein und zeigt
antioxidative Potenzen, da es die Eigenschaft hat, an der polarisierten Oberflache
Metallionen, besonders Eisen- und Kupferionen, an mehreren Bindungstellen
aufzunehmen (12, 33). Auch kann das Protein unterchlorige Saure binden, die bei
der Entstehung von freien Sauerstoffradikalen anfallt. Die Metallionen, besonders
Kupfer(ll), werden jedoch nicht ganzlich inaktiviert, wodurch in Anwesenheit von
H,O, radikale Sauerstoffspezies entstehen kdnnen. Das Albumin wird in seiner
Struktur ebenfalls oxidativ verandert, wodurch es seine Funktion verliert und
abgebaut wird. Albumin kann bei intakter Leberfunktion schnell nachgebildet
werden. Es dient damit als eine der antioxidativen Barrieren, die durch oxidative

Mediatoren selbst verandert werden, bevor andere Strukturen wie Plasmalipide
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oder Zellmembranen eine oxidative Modifikation erfahren (73). Obwohl die
untersuchten Personen keine ersichtlichen Grinde fur eine Synthesestorung der
Leber hatten, zeigten die Patienten gegentber den Kontrollen hochsignifikant

niedrigere Plasmaalbuminspiegel.

2. Bilirubin

Dem Bilirubin, das bei den Patienten unserer Untersuchung allerdings nicht
signifikant niedriger war, werden antioxidative Funktionen zugeschrieben, die im
Stellenwert etwa dem der Ascorbinsaure entsprechen (117, 118). In der ,British
Regional Heart Study®, die unter anderem auch den Bilirubinspiegel als
Risikofaktor untersuchte, stellte sich eine Koinzidenz zwischen sehr niedrigen
Bilirubinwerten und anderen etablierten Risikofaktoren heraus. So waren Uber-
durchschnittlich viele Probanden mit Bilirubinwerten innerhalb der 1. Percentile
Raucher, litten unter Diabetes mellitus, hatten ein Risikolipidprofil, weniger
Albumin und waren durchschnittlich alter. Andere Untersucher mit weniger
demographischen Daten gehen davon aus, dass Bilirubin als Antioxidans im
Verlauf der Erkrankung ,verbraucht® wird (119), oder nur einzelne Subfraktionen
antioxidative Funktionen haben (120, 133).

3. Harnsaure

Harnsaure wird durch Sauerstoffradikale angegriffen und zu einer Vielzahl von
Oxidationsprodukten degeneriert (121). Damit verbraucht sie Aggressoren, die
dann nicht mehr der Lipidoxidation zur Verfugung stehen. Harnsaure dient im
Nasensekret als eines der Hauptantioxidantien (122). Harnsaure kann ebenfalls
Kupfer- und Eisenionen und auch den radikalen Einzelatom-Sauerstoff binden,
zum Urat-Radikal oxidiert und dann durch Vitamin C wieder reduziert werden

(61). Die Patienten in unserer Studie hatten im Durchschnitt signifikant niedrigere
Harnsaurewerte. Niedrige Harnsdurewerte werden immer wieder bei Patienten mit
Atherosklerose beschrieben (79, 110). Jedoch gibt es auch Autoren, die in

erhdhten Harnsaurespiegeln einen Risikofaktor sehen (123).
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4. Transferrin

Auch die hochsignifikant niedrigere Transferrinkonzentration mag einen deutlichen
Einfluss auf die Atherogenitat im Patientenplasma haben, auch wenn die
Transferrinsattigung sich nicht signifikant zwischen den Gruppen unterschied.
Transferrin bindet als starkster naturlicher Eisenchelator Fe(lll)-lonen und macht
diese damit flr den Oxidationsvorgang durch Elektronentransfer unbrauchbar,
deshalb ist es durchaus vorstellbar, dass es auch effektiv die eisenbedingte
Bildung freier Radikaler und damit auch die Lipidoxidation einschrankt oder gar
verhindert.1994 stellte die Arbeitsgruppe um Magnusson eine verminderte
Eisenbindungskapazitat, eine MessgrolRe, die im Wesentlichen die
Transferrinkonzentration abbildet, als negativen Risikofaktor heraus (109).
Interessant ist jedoch, dass bei der Datenlage der vorliegenden Studie das
Plasmaeisen als solches keinen Risikofaktor darstellte, so dass es mdglicherweise

auch andere Erklarungen fur die beobachteten Unterschiede gibt.

An dieser Stelle sei noch ein kurzes Wort Gber den Diabetes mellitus erlaubt, der
zwar ein etablierter und starker Risikofaktor fir die koronare Herzerkrankung ist,
der aber aufgrund der Studienpopulation und der Fragestellung der vorliegenden
Arbeit nicht eingehend behandelt wurde.

UbermaRige Nahrungszufuhr fiihrt durch eine Steigerung der Umsatzrate im
Zitronensaurezyklus zu einer Anhaufung von mitochondrialem NADH und zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS). Um die Bildung der ROS zu
begrenzen, muss die Zelle auch die Zufuhr an Energietragern begrenzen. Es
bildet sich eine Insulinresistenz aus (125). Es entsteht eine Hyperglycamie, die
ihrerseits eine vermehrte Bildung von Superoxid-Radikalen nach sich zieht. Auch
fuhrt der erhohte Blutzuckerspiegel zur vermehrten Bildung von Makrophagen, die
vermehrt LDLox aufnehmen und so schneller zu Schaumzellen werden (126).
Damit wird der atherosklerotische Prozess beschleunigt. In der Hyperglycamie
sind die prokoagulatorischen Faktoren, wie Faktor VII, von Willebrand Faktor und
Fibrinogen, vermehrt aktiv oder zeigen hohere Konzentrationen wohingegen
Antithrombin Il und Protein C verminderte Konzentrationen aufweisen, was zu
deutlich vermehrten thrombotischen Ereignissen im koronaren Gefalbett flhrt
(61).
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In der vorliegenden Studie zeigten die Diabetiker unter Patienten und Kontrollen
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf LPO, Eisen und Kupfer. Ebenfalls
ergaben sich bei diesen Individuen keine Unterschiede im Lipidstoffwechsel, wie
man hatte annehmen kénnen. Vermutlich waren jedoch die Untergruppen fur

derartige Untersuchungen zu klein.

F. Fazit

Diese Studie unterstiutzt die Annahme, dass Lipidstoffwechsellagen, die mit erhdhten
Gesamtcholesterinwerten, erhohter LDL-Cholesterin-Fraktion und erniedrigter HDL-
Cholesterin-Fraktion einhergehen, proatherosklerotische Effekte haben. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Lipidperoxide bei koronaratherosklerotischen
Patienten deutlich erhoht sind.

Eisen scheint — nach der Datenlage unserer Studie - keinen nennenswerten Einfluss
auf die Lipidoxidation in vivo zu haben. Der Kupferspiegel jedoch war bei den
Patienten signifikant erhéht. Auch konnten Hinweise flr die Beteiligung von freien
Kupferionen bei der Oxidation von Plasmalipiden bei den Kontrollpersonen gefunden
werden. Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass die Beteiligung der Kupferionen nur
in der Initiationsphase der Oxidation eine Rolle zu spielen scheint.

Ebenfalls sind die endogenen antioxidativen Substanzen deutlich verandert, so dass
die Oxidationstherorie als solche in der Pathogenese der Koronaratherosklerose

durch diese Untersuchung gestutzt wird.
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VI. Zusammenfassung

Die koronare Atherosklerose ist eine der bedeutendsten Erkrankungen in den
Industrienationen. Neben einer Reihe von Risikofaktoren spielt die Hyperlipidamie,
und in diesem Zusammenhang das oxidativ veranderte LDL-Cholesterin, eine ent-
scheidende Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose ein. Eine Reihe von
experimentellen, demographischen und klinischen Studien zeigen, dass Eisen
und Kupfer die Bildung von oxidativen Plasmalipiden begunstigen. Die vorliegende
Studie versucht Zusammenhange zwischen dem Eisen- bzw. Kupferhaushalt und
den oxidativen Produkten der Plasmalipide, den Lipidperoxiden (LPO), aufzu-
zeigen. In einer Fall-Kontroll-Studie mannlicher Personen, die sich entweder einer
koronaren Bypassoperation (71 Patienten) oder einer arbeitsmedizinischen
Gesundheitsprufung (71 altersgleiche Kontrollpersonen) unterzogen, wurde nach
Aufnahme der Anamnese unter standardisierten Bedingungen Blut abgenommen.
Neben der Bestimmung des Eisen- und Kupferstatus und des Lipidperoxid-
Spiegels erfolgte ebenfalls die Analyse der endogenen Antioxidantien Albumin,
und Harnsaure. In der vorliegenden Studie wird zur Bestimmung der Plasmalipid-
peroxide erstmals die Methylenblau-Methode nach Ohishi, die verifiziert zur
Bestimmung von Lipidperoxiden geeignet ist. Es zeigte sich, dass die Bypass-
patienten im Mittel erhdhte Kupfer- und Lipidperoxid-Werte aufwiesen, ihr
Eisenhaushalt im Durchschnitt sich aber nicht von dem der Kontrollgruppe
unterschied. Albumin und Harnsaure unterschieden sich signifikant zwischen
Patienten und Kontrollgruppe und waren bei den Patienten niedriger. In der
Patientengruppe fand sich keine signifikante Korrelation zwischen dem
Gesamtkupferspiegel und den Lipidperoxiden, auch unter allen Eisenparametern
korrelierte keiner mit den Lipidperoxiden. In der Kontrollgruppe hingegen konnte
eine hochsignifikante Korrelation zwischen dem Gesamtkupferspiegel und dem
Lipidperoxidspiegel festgestellt werden. In Patienten mit fortgeschrittener
Koronaratherosklerose ist eine erhohte Lipidperoxid- und Kupferkonzentration im
Serum festzustellen, eine Korrelation dieser Parameter aber nicht nachzuweisen.
Die positive Korrelation zwischen Gesamtkupferspiegel und Lipidperoxid-Spiegel
der Kontrollpersonen deutet darauf hin, dass in physiologischen Situationen,
Kupfer bei der Bildung von Serum- Lipidperoxiden beteiligt zu sein scheint. Die
Datenlage dieser Studie lasst keinen Ruckschluss auf die Beteiligung von

Eisenionen bei der Bildung von Lipidperoxiden zu.
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Summary

Lipids are recognized risk factors for coronary heart disease (CHD) but only oxidized
low-density lipoprotein (LDL), and not native LDL, can trigger and maintain the
process that leads to the formation of atherosclerotic lesions and to clinically manifest
CHD. Several studies support the hypothesis that serum components such as copper
and iron can oxidize LDL in vitro and may influence the oxidation of serum lipids but
their relationship with the risk of developing CHD is not clearly established. (Plasma
copper has been recently shown to correlate with lipid peroxides in healthy subjects,
but the relationship between body iron and copper and lipid risk factors for
atherosclerosis is still unclear. We investigated whether iron stores, plasma iron,
plasma copper and lipid peroxides are elevated in patients with advanced coronary
atherosclerosis and how these parameters are related to the known lipid risk factors
for atherosclerosis. We also measured the levels of two other antioxidants: albumin
and uric acid, and assessed their relationship with plasma lipid peroxides.

Blood samples were drawn from 71 male patients scheduled for coronary bypass
surgery and 71 age-matched healthy men undergoing routine occupational health
checks. In comparison to the control group, the patients had significantly higher total
cholesterol mean levels, higher LDL-cholesterol levels, lower HDL-cholesterol levels
and higher triglyceride concentrations. The iron status expressed by total plasma
iron, ferritin, transferrin and its saturation did not differ significantly between the two
groups. Patients had significantly higher concentrations of plasma copper compared
to the controls. Plasma lipid peroxides were also significantly increased in the
patients compared to controls. The albumin level and the uric acid level were lower in
the patient group compared to the control group. The lipid peroxides concentration
showed a significant correlation with the plasma copper level and a significant
negative correlation with the HDL-cholesterol level in the controls. No significant
correlations were found between the lipid peroxides concentration and the plasma
copper or iron parameters in patients. In patients with advanced coronary
atherosclerosis plasma lipid peroxides and copper are elevated but other factors
beside the latter seem to be more important in determining the level of plasma lipid
oxidation. However, in healthy subjects copper does appear to influence plasma lipid
oxidation. Our findings do not suggest that iron plays a role in the in vivo oxidation of

plasma lipids.
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